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OBJETIVO GENERAL

Actualizar los alineamientos de las secuencias de aminoacidos de las subunidades C de
la ATP sintasa de diferentes bacterias tomando como base la secuencia reportada para

la a-proteobacteria Paracoccus denitrificans

OBJETIVOS PARTICULARES

Definir puntualmente la funcién de cada una de las subunidades que conforman a la

ATP sintasa en células eucariontes y procariontes.

Describir el mecanismo de inhibiciéon que la subunidad ¢ ejerce sobre la actividad de la

ATP sintasa bacteriana, especificamente la de Paracoccus denitrificans.

Usar la secuencia de aminoacidos de la subunidad ¢ de la ATP sintasa de Paracoccus
denitrificans como referencia para compararla con las reportadas en otras especies de

a-proteobacterias.
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INTRODUCCION

La existencia de cualquier forma de vida depende intrinsecamente de la cantidad de
energia que tenga disponible para llevar a cabo sus funciones vitales, siendo autotrofos
si generan su propia energia (como las plantas al hacer fotosintesis) o heterotrofos si la
obtienen al consumir otros seres vivos. Es en este sentido que la generacion de energia
a nivel interno de un organismo es uno de los procesos mas importantes para el buen
funcionamiento del mismo. Ademas de la glucdlisis o la fermentacion, la manera por la
cual los seres vivientes obtienen la mayoria de su energia es por medio de la
fosforilacion oxidativa o fotofosforilacion. Fue Mitchell en 1961 quien propuso en su
Teoria Quimiosmotica que la difusion de iones (mas especificamente un gradiente de
protones) a traves de la membrana interna mitocondrial y la membrana de los tilacoides
de los cloroplastos, podria proveer la energia para sintetizar ATP. Debido a esto seria
galardonado con el premio Nobel de Quimica en 1978 (Mitchell, 1961). No obstante, el
mecanismo central de estos procesos fue durante mucho tiempo un misterio para la
Bioquimica hasta que en 1997 finalmente fue dilucidado el mecanismo de la sintesis del
ATP (Gresser et al, 1982; Boyer, 1997). El Dr. Paul D. Boyer fue quien propuso el
mecanismo rotacional de catalisis de la ATP sintasa denominandolo de “cambio de
unién” o de “sitios alternantes”, mientras que John Walker aporté la evidencia
estructural (Abrahams, 1994) que apoy6, mas no comprobd, la hipoétesis de los ciclos

alternantes de Boyer.
El ATP como molécula energética

Algo que todas las células de todos los seres vivos conocidos tienen en comun es que
absolutamente todas utilizan al adenosin-trifostato, mejor conocido como ATP, como
fuente de energia para realizar sus funciones, desde proveer energia para la sintesis de
metabolitos, hasta suministrar energia para la replicacion (Dunn & Grider, 2020). Tal
como se muestra en la Figura 1, una molécula de ATP esta constituida por la unién de
una base nitrogenada (adenina), un azUcar de cinco carbonos (ribosa) y tres grupos
fosfato denominados a, B y y, en orden del mas cercano al mas lejano con respecto a la

ribosa. A la union de adenina y ribosa se le conoce como adenosina. Los enlances
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fosfoanhidrido del ATP constituyen la fuente de energia de la célula, siempre y cuando
se acumule suficiente concentracion de ATP intracelular (respecto a las de ADP vy Pi)
para que su hidrélsis pueda proveer de energia a las células; no obstante, no todos los
enlaces que unen a los fosfatos (enlaces de fosfoanhidrido) proporcionan la misma
cantidad de energia al hidrolizarse. En la célula, hay gran diferencia de concentracion
entre el ATP y el ADP (y el fosfato inorganico Pi), superando el ATP unas 3000 veces la
del ADP y el Pi. Desde que en 1929 se descubrio que el ATP es el sustrato para la
contraccion muscular, el conocimiento que se posee sobre esta molécula se ha
expandido considerablemente. Ahora se sabe que el ATP sirve para mantener procesos
dependientes de energia tales como la sintesis de macromoléculas, transporte de
iones, etc. Esto ocurre debido a procesos de oxidacién de “combustibles metabdlicos”
tales como carbohidratos, lipidos y proteinas. Estos procesos de oxidacion culminan
con la produccion de energia libre que se almacena en enlaces de alta energia de
fosfoanhidrido en moléculas como el ADP, el ATP, fosfoenolpiruvato, 2,3-
bisfosfoglicerato y otros fosfagenos como la fosfoarginina y la fosfocreatinina (Bonora et
al, 2012).

adenina
NH,
.
o o0 o
/cnz—o—ﬁ—o—ﬁ—o—h:—o
¢ © o0 o
| I fosfatos

ribosa

Figura 1. Molécula de ATP. Dreyfus, G. "La ATP sintasa, un viejo amor del doctor Gbmez Puyou" Revista
Digital Universitaria [en linea]. 1 de enero de 2015, Vol. 16, No.1 [Consultada: viernes 9 de abril de 2021].
Disponible en Internet: <http://www.revista.unam.mx/vol.16/num1/art03/index.html> ISSN: 1607-6079.
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La energia libre de hidrdlisis de los enlaces de fosfoanhidrido equivale a -30 kJ/mol, y
es incluso mayor que la de los enlaces tipo éster entre la adenosina y el &cido fosforico,
con -15 kJ/mol. La energia almacenada en los enlaces de fosfoanhidridos es liberada
mediante hidrolisis por enzimas conocidas como ATPasas. Una vez roto el enlace, la
energia se libera y puede ser aprovechada por la célula, mientras que una fraccion se
disipa en forma de calor. Es necesario el consumo de una enorme cantidad de ATP

para mantener funcionales los ciclos vitales de la célula (Muller y Schroder, 2019).
La fosforilacion oxidativa: cadena de transporte de electrones y sintesis de ATP

Cada tipo de célula tiene sus propias vias metabdlicas para producir energia,
dependiendo si se trata de una célula eucarionte o procarionte, aerobia, facultativa,
microaerofila, aerotolerante o anaerobia estricta. En general los organismos eucariontes
obtienen su energia mediante la produccion de ATP en las mitocondrias en un proceso
conocido como el ciclo de Krebs, el cual por si mismo no requiere de oxigeno, sino que
este elemento es necesario para el ultimo paso de la respiracion celular aerobica; la
fosforilacion oxidativa, pues el oxigeno es el aceptor final de electrones en la cadena
respiratoria. En la matriz mitocondrial se encuentran todas las enzimas necesarias para
llevar a cabo todas las reacciones bioquimicas del ciclo, asi como coenzimas y fosfatos.
El ciclo de Krebs esta regulado por la disponibilidad de los sustratos NAD+ y FAD,
mientras que altas concentraciones de NADH lo inhiben (Alabduladhem & Bordoni,
2021). Curiosamente, los Unicos organismos eucariontes que carecen completamente
de mitocondrias son los miembros del género Monocercomonoides y el parasito del
salmon Hanneguya salminicola (también conocido como Hanneguya zschokkei). Este
ultimo no solo carece de mitocondrias sino que carece de un genoma mitocondrial. Se
desconoce aun como obtiene energia, ya que tampoco respira consumiendo oxigeno
(Karnkowska et al, 2016; Yahalomi et al, 2020).

Para comparar las similitudes y diferencias entre la fosforilaciéon oxidativa eucarionte y
procarionte se procedera a describir ambas. En eucariontes, la fosforilacion oxidativa es
un proceso en el cual se transforma y se aprovecha la energia al transferirse electrones
de una molécula a otra y por lo general usando una molécula de Oz como aceptor final

de dichos electrones; este desplazamiento de electrones involucra una serie de
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reacciones rédox cuyo fin es generar una fuerza proton-motriz para sintetizar ATP al
final del proceso. Los electrones suelen ser provistos por la oxidaciébn de sustratos
energéticos en el ciclo del acido tricarboxilico (TCA) o ciclo de Krebs. El flujo neto de
oxigeno esta determinado por la demanda de ATP, aunque se ve limitada por la

cantidad de oxigeno disponible.

Se estima que en mitocondrias de levadura, se forman 3 moléculas de ATP por cada 10
protones que ingresan a la ATP sintasa, mientras que en mitocondrias humanas serian
3 ATP por cada 8 subunidades c¢ para dar una estequiometria H*/ATP de 2.66, eso
implica que el ser humano debe sintetizar aproximadamente su mismo peso en forma
de ATP diariamente para mantener sus funciones vitales (Rich, 2003). La mitocondria
cuenta con una cadena respiratoria conformada por cinco complejos multiproteicos (I, II,
lll, IVy V o ATP sintasa) y dos transportadores moviles de electrones (citocromos c y
ubiquinona o coenzima Q) Figura 2. Es el flujo de electrones lo que conecta la
oxidacion con la fosforilacion y, a mayor potencial de membrana, mas energia recibe la
ATP sintasa. Cada componente de la cadena de transporte puede aceptar electrones
del transportador precedente y darselos al siguiente en una secuencia especifica.
También cuenta con algunos grupos prostéticos; es decir, moléculas no-proteicas
requeridas para la actividad de una enzima; por ejemplo, los citocromos poseen un
grupo prostético hemo similar a la hemoglobina, con la diferencia de que el suyo
acarrea electrones en lugar de oxigeno. La cadena respiratoria comienza en el
Complejo | o NADH-deshidrogenasa, con dos electrones provistos por NADH, a su vez
proveniente de la glucdlisis o de otro proceso catabdlico previo, siendo usados por la
NADH-deshidrogenasa para establecer un gradiente de protones al exportar cuatro H*
de la matriz mitocondrial al espacio intermembranal a través de la membrana. Este
Complejo esta constituido por FMN (un derivado de la riboflavina, también conocida
como vitamina B2) y una enzima Fe-S. En el Complejo Il la succinato-deshidrogenasa
toma dos electrones del FADH. (que no atraviesa el Complejo | sino que pasa
directamente al Complejo 1) y los transfiere directamente a la cadena respiratoria
mediante la ubiquinona (Q). Ya que el transporte de electrones en esta etapa no
involucra una alteracion en el gradiente de protones, se obtienen menos moléculas de

ATP del FADH,. Después, la ubiquinona (Q) transporta electrones del NADH y del
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FADH: y los lleva al Complejo Il en forma de ubiquinol (QH2). La ubiquinona es un
lipido soluble capaz de moverse libremente a través del centro hidrofébico de la
membrana. En el Complejo lll, constituido por el citocromo b y otra proteina Fe-S
(centro de Rieske), se lleva a cabo la oxidacion de un Fe*? a Fe*3, al mismo tiempo que
se bombean 4 H* a través de la membrana y se transfieren electrones al citocromo c.
También se le conoce como ubiquinol-citocromo ¢ 6xido-reductasa. Mientras que QH>
puede acarrear dos electrones a la vez, el citocromo ¢ solamente puede manejar uno a
la vez. Finalmente, los electrones del citocromo ¢ pasan al Complejo IV, constituido por
los citocromos ¢, a y as. Este complejo posee dos grupos hemo (uno tipo a y uno tipo
az) y tres iones de cobre en el citocromo as, estos citocromos utilizan a los cationes de
hierro y cobre para reducir al oxigeno, una vez reducido, el Complejo IV toma dos H*
del medio para producir agua. La remocion de estos protones también contribuye al
mantenimiento del gradiente usado en la quimiosmosis. Es menester hacer mencion del
cambio en la diferencia de potencial que ocurre a nivel de la membrana interna
mitocondrial, pues el potencial rédox inicial del par NADH/NAD* es de -0.32 V y el
potencial rédox final del par O2/H-O es de 0.82 V. Cuando la diferencia de energia libre
de Gibbs (AG) del sistema (AG del gradiente de protones mas AG de la sintesis de
ATP) es negativa, por termodinamica tiende a fluir hacia la sintesis de ATP, dado que
esta sintesis es una reaccion endergonica; por el contrario, cuando la AG es positiva
entonces el flujo de la reaccion tiende a desplazarse hacia la hidrdlisis de ATP. En
condiciones respiratorias y de formacion de gradiente de protones adecuados, una vez
gue ha sido sintetizado por la ATP sintasa, el ATP es exportado al citoplasma por el
acarreador de adenin nucleétidos (ANT) (Nath & Villadsen, 2017; Wilson, 2017; Tesina
de Manuel Sanchez Contreras, 2017). En la Figura 2 se presenta un esquema que
ilustra la fosforilacion oxidativa en mitocondrias, posteriormente una tabla que condensa

lo dicho anteriormente.
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Figura 2. La secuencia de reacciones de la fosforilacién oxidativa en las mitocondrias (imagen tomada de

Andrews, 2010)
Complejo Enzimas y grupos Potencial Reaccion Par rédox
prostéticos (Volts)

I NADH deshidrogenasa -0.32 NADH & H* + NAD + NADH/NAD
FMN y Fe-S

1] Succinato -0.20 succinato + Q + fumarato + QH2 FAD/FADH:2
deshidrogenasa

" Citocromo bcl 0.06 QH2 + 2 ferricitocromo & Q + QH2/Q
Fe*? & Fe*® 0.12 2 ferrocitocromo ¢ + 2H*

v Citocromos ¢, ay as 0.22 4Fe*? — citocromo ¢ + 8H* + 0, & 4H* + 0O2/H20
Cu* & Cu*? 0.29 2H,0 + 4Fe™*3 — citocromo ¢

0.82

Tabla 1. Caracteristicas de las reacciones redox catalizadas por los complejos respiratorios de la

fosforilacion oxidativa mitocondrial.

A diferencia de los eucariontes, en los procariontes la fosforilacion oxidativa ocurre en la

membrana pldsmatica; esta membrana se invagina para formar estructuras llamadas
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vesiculas respiratorias (también conocidas como vesiculas laminares o0 mesosomas)
gue actian de manera andloga a las membranas mitocondriales. La fosforilacion
oxidativa en procariontes es mas versatil, pues aunque las moléculas usadas como
donadoras de electrones generalmente son NADH y FADH>, e incluso algunas bacterias
como Hydrogenomonas usan al Hz y al succinato con este mismo fin, mientras que
otras son capaces de oxidar sustratos como el lactato, glutamato, formiato, malato,
acidos grasos como acetil-CoA y a-glicerofosfato por vias alternas y gracias a que
poseen una mayor cantidad y diversidad de citocromos (por ejemplo, Azotobacter
vinelandii es la célula con la respiracion mas rapida conocida gracias a su complejo
citocromo c4:0). Otras bacterias utilizan naftoquinonas y vitamina K a la par de la
ubiquinona o en sustitucion de ésta (Bongers, 1967; Jurtshuk, 1996). En bacterias, este
sistema también puede ser dependiente de luz (fotofosforilacion) como lo es en el caso
de los cromatéforos de Rhodospirillum rubrum, una a-proteobacteria Gram negativa,
anaerobia facultativa, que al hallarse en condiciones aerobias es incolora, mas al
agotarsele el oxigeno se vuelve fotosintéticamente activa y adquiere un caracteristico
color rojizo debido a los carotenoides que sintetiza (Gromet-Elhanan et al, 1985).
Bacterias como Paracoccus denitrificans, Rhodobacter sphaeroides y Rhodobacter
capsulatus poseen complejos respiratorios muy parecidos a los de las mitocondrias,
aunque con menos subunidades. Curiosamente, las primeras dos proteinas integrales
de membrana cuya estructura se elucidé con alta resolucién fueron una enzima
mitocondrial de corazén de bovino y la citocromo ¢ oxidasa de Paracoccus denitrificans
(Ferguson, 2018). Al igual que en las mitocondrias, es un bombeo de H* asociado a un
flujo de electrones es la fuerza protén motriz que impulsa el funcionamiento de la ATP
sintasa. No obstante, muchas especies de bacterias pueden utilizar otros iones como
Na* con este mismo fin, lo importante es que se cree una diferencia de potencial
electroquimico entre ambos lados de una membrana. En bacterias aciddfilas, el
problema de la acidificacion intracelular se resuelve bombeando cationes como Na* y/o
K* para mantener el balance osmético, ademas de expulsar el exceso de protones al
medio en forma de HsO*, mientras que en bacterias alcaléfilas, la sintesis de ATP
implica la union de un Na* al residuo de glutamato 54 de su anillo c. Por otra parte, las

bacterias quimiolitotrofas no obtienen su energia a partir de compuestos organicos sino
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a través de la oxidacién de compuestos inorganicos (generalmente con elementos que
posean varios estados de oxidacion como el azufre, el nitrdgeno o algunos metales),
usando CO2 como fuente de carbono y compuestos ricos en nitrégeno tales como No,
NOs 0 NHas. Algunas llegan a tal punto que son incapaces de crecer en presencia de
compuestos organicos (Brodie & Gutnick, 1967; Jurtshuk, 1996; Nath & Villadsen,

2015). La fosforilacién oxidativa en procariontes esté representada en la Figura 3.
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Figura 3. Composicion, topologia y flujo de electrones en los complejos respiratorios de la fosforilacion
oxidativa en procariontes (imagen tomada de https://www.cusabio.com/pathway/Oxidative-
Phosphorylation.html).

Tras lo dicho, se puede afirmar que el principal combustible metabdlico para una célula
(sin especificar especie 0 si es eucarionte o procarionte, considerandose una “célula
genérica”) es la glucosa, la cual puede ser catabolizada por tres vias distintas: glucdlisis
(o fermentacion en caso de organismos fermentativos), fosforilacion oxidativa y el ciclo
de Krebs. Sin importar la via por la que se metabolice, la glucosa (o cualquier otro
combustible metabdlico) acaba transformandose en ATP (Bonora et al, 2012). La
sintesis de ATP es llevada a cabo por una enzima conocida como ATP sintasa, la cual
se compone de varias subunidades, tal como se muestra en la Figura 4. En una célula
eucarionte en condiciones aerdbicas, en primera instancia la glucosa se convierte en
piruvato, subsecuentemente éste se convierte en acetil coenzima A (acetil-CoA) e

ingresa al ciclo de Krebs, permitiendo la produccién de NADH, éste finalmente es
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utilizado por los complejos de la cadena respiratoria. Adicionalmente debe mencionarse
qgue el piruvato también puede generarse a partir de precursores lipidicos y proteicos
(Bonora et al, 2012). La ATP sintasa mitocondrial humana pesa 600 kDa, mientras que

su homologa bacteriana pesa poco mas de 500 kDa (Antoniel et al, 2014).

Nucleotide binding site

Periplasm

Figura 4. Estructura de la ATP sintasa de Bacillus PS3. Se muestra el hexamero compuesto por 3
subunidades a intercaladas con 3 subunidades B, el eje central conformado por las subunidades y y ¢, la
subunidad superior ®, el anillo inferior ¢ que se une a las subunidades gemelas b por medio de la
subunidad a. (A) Modelo de la ATP sintasa. (B) Mapa crio-EM de la ATP sintasa con las subunidades
coloreadas de la misma manera que en el modelo. (C) Ejemplo de mapa de densidad que permitié la
construccion de un modelo a escala atomica. Barra de escala, 30 A (imagen tomada de Guo, Suzuki &
Rubinstein, 2019).

Aparicion y evolucion de la sintesis de ATP

Evolutivamente hablando, la primera ruta para la sintesis de ATP pudo haberse
desarrollado como un tipo de fermentacion cuando el medio ambiente de aquel
entonces (se cree que la vida se origin6 hace 3500 millones de afos) era
probablemente rico en moléculas organicas de origen geoquimico, si bien carente de
oxigeno. Durante la fermentacion, el ATP se forma por un proceso de fosforilacién a
nivel de sustrato que aprovecha la energia liberada cuando una molécula organica rica

en hidrégeno (habitualmente glucosa) se oxida parcialmente. Los electrones liberados
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por esta molécula organica oxidada son transferidos, ya sea por NADH o NADPH, a
otra molécula organica (o a un sitio distinto de la misma) la cual se reduce. Al final de la
fermentacion, algunas moléculas (la mayoria de ellas acidos organicos con el grupo
COOH) de desecho son excretadas al medio mientras que otras, como el piruvato, se
almacenan para posteriores procesos de biosintesis. Se teoriza que la aparicién de las

ATP sintasas ocurri6 en tres etapas:

1. La continua excreciéon de acidos organicos provoc6 un descenso en el pH del
medio, favoreciendo la aparicion de proteinas capaces de bombear H* del interior
al exterior de la célula en pos de protegerla de los efectos de la acidificacion
intracelular. Eventualmente, una de estas bombas de H* pudo haber utilizado la
energia proveniente de la hidrolisis de ATP, dando asi origen a una primitiva y
rudimentaria ATPasa.

2. Simultaneamente, a medida que se acumulaban acidos organicos y productos de
desecho en el medio, la reserva de nutrientes fermentables de origen
geoquimico que proveia de energia a las primeras células, comenzaba a
menguar. Esto favorecidé la proliferacion de microorganismos capaces de
excretar H* sin tener que hidrolizar ATP, permitiendo que éste se conservara
para otros requerimientos celulares. Es en este periodo cuando se cree que se
produjo la unién de las partes que luego se convertirian en los dominios F1 y Fo,
siendo F1 la parte catalitica y Fo la parte asociada a una membrana. Una enzima
de este tipo pudo haber sido capaz de usar el transporte de electrones entre
moléculas con distinto potencial rédox como fuente de energia para bombear H*
a través de la membrana plasmatica. Es probable que algunas de estas proto-
ATP sintasas utilizaran los acidos organicos de desecho acumulados en el medio
como donadores y aceptores de electrones. Esta teoria se corrobora porque
algunas bacterias actuales crecen en medios ricos en acidos organicos (acido
férmico por ejemplo) y bombean H* usando la pequefia cantidad de energia
rédox derivada de la transferencia de electrones del &cido férmico al fumarato.
Algunas otras poseen sistemas de transporte de electrones similares, dedicados

Unicamente en la oxidacion y reduccién de sustratos inorganicos.
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3. Eventualmente algunas bacterias desarrollaron sistemas de transporte de
electrones para bombear H* lo suficientemente eficientes como para aprovechar
mas energia redox de lo que requerian solo para mantener el pH intracelular. En
ese momento, las bacterias que poseian ambos tipos de bombas de H* estaban
en ventaja debido a que el gradiente de protones generado por el excesivo
bombeo de H* permitia a estos mismos H* reingresar a la célula a través de las
bombas de protones en reversa, haciendo que funcionaran como ATP sintasas.
Este tipo de bacterias prolifer6 a expensas de sus competidoras gracias a que
requeria menos energia de la cada vez mas escasa reserva de nutrientes
fermentables de origen geoquimico. Este proceso se ve ilustrado en la Figura 5.

N

ATP |ADP]

\ P )

\ J

S-TAGE 1

STAGE 3
Figura 5. La evolucion de los mecanismos de fosforilacion oxidativa. Se muestra la probable

secuencia de etapas que se llevé a cabo y que derivé en la aparicion de las ATP sintasas

actuales (imagen tomada de Alberts et al, 2002).
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Clasificaciéon de las ATPasas

La familia de las ATPasas se compone de 3 miembros: F-ATPasas, V-ATPasas y A-
ATPasas. Todas comparten dos rasgos principales: pueden utilizar la energia
generada por la hidrélisis del ATP para mover cationes a través de membranas
impermeables a iones y usar un gradiente de iones como suministro de energia para
sintetizar ATP. No obstante, existen diferencias significativas entre unas y otras, por
ejemplo; las A-ATPasas y las F-ATPasas pueden actuar bidireccionalmente en
procariontes, las F-ATPasas actuan Unicamente como ATP sintasas en mitocondrias
eucariontes y cloroplastos y las V-ATPasas se asemejan a las A-ATPasas a nivel
estructural, pese a que funcionalmente se comportan exclusivamente como las F-
ATPasas. En la Figura 6 puede apreciarse una comparacion de los tipos principales
de ATP-asas (Nirody, Budin & Rangamani, 2020).

Existen diversos tipos de ATPasas dependiendo de qué tipo de organismo se trate.

e F-ATPasas: Se ubican en las mitocondrias, los cloroplastos y en la membrana
plasmatica de las bacterias, siendo las principales productoras de ATP por medio
de un gradiente de protones resultado del transporte de electrones en el caso de
las mitocondrias o de la fotosintesis en el caso de los cloroplastos. Se ha
descubierto que en bacterias (el estudio se realiz6 en Escherichia coli y Bacillus
PS3), cada giro de 120°C de la fraccion F1 se subdivide en dos pasos: un giro
inicial de 80°—-85° ocasionado por la union del ATP y su subsecuente liberacion
como ADP que se lleva a cabo en dos distintas subunidades 3, y otro giro de
40°-45° que ocurre cuando el ATP se hidroliza y se libera Pi, lo que sucede
secuencialmente en dos subunidades . En contraste, en la ATP sintasa de
Paracoccus denitrificans, el giro de 360° de la enzima, se divide en tres etapas
de 120° que no tienen sub-pasos, siendo la enzima que mas se asemeja al
modelo inicial de cambio de union de Boyer y por el cual le dieron el premio
Nobel (Zarco-Zavala et al, 2020). Cabe mencionar que se le conoce como ATP
sintasa al complejo formado por los dominios F1 y Fo y ATPasa a la fraccion
dedicada a hidrolizar ATP; si se hidroliza ATP, se bombean protones pero se

consume la energia de la célula. La energia contenida en el gradiente de
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protones es convertida en energia mecénica a través de la rotacion de la region
giratoria (rotor) de la enzima y nuevamente en energia quimica, mas ahora en
forma de ATP. La F-ATPasa también es capaz de ir en reversa, generando el
gradiente de protones cuando hay una pérdida del potencial de membrana. En
ambos sentidos, se necesita Mg*? para la catélisis, aungque en su ausencia pueda
ser reemplazado por el Mn*2. Curiosamente, los cationes Ca?*, que inducen la
formacién del Poro de Transicion de la Permeabilidad (PTP), solamente
mantienen la hidrdlisis de ATP por F1, la cual no est4 acoplada a la translocacién
de protones en eucariontes ni en procariontes (Antoniel et al, 2014).

N-ATPasas: Reciben su nombre por dos motivos: porque transportan Na* y
porque se les conoce cono neo-ATPasas, ya que son de reciente
descubrimiento, habiendo sido descritas originalmente en Methanosarcina
barkeri y Methanosarcina acetivorans, ademas de ultimamente en Burkholderia.
Cabe mencionar que se le considera una variante de la F-ATPasa y que ningun
organismo posee Unicamente N-ATPasas, sino que éstas estan presentes en un
operon altamente conservado denominado atpDCQRBEFAG. La N-ATPasa
presenta caracteristicas unicas, como que su anillo de subunidades ¢ porta un
conjunto de residuos de union a Na*, lo que indica que esta enzima confiere la
capacidad de translocar Na* al espacio extramembranal. Otra caracteristica
distintiva es que carece de subunidad & y en su lugar posee dos subunidades
adicionales membranales denominadas AtpQ y AtpR. Se piensa que las N-
ATPasas son divergentes tempranas de las ATPasas membranales y que, de
manera similar a las V-ATPasas eucariontes, no sintetizan ATP (Dibrova,
Galperin & Mulkidjanian, 2010).

V-ATPasas: Reciben su nombre porque originalmente fueron descritas en
vacuolas. Se hallan principalmente en endosomas, lisosomas, vacuolas, aparato
de Golgi y membranas intracelulares de células eucariontes y funcionan como
bombas de protones que acidifican compartimientos intracelulares v,
ocasionalmente, transportan protones a través de la membrana plasmatica.
Asimismo, estan involucradas en procesos fisioldgicos tales como endocitosis

mediada por receptores, trafico en la membrana intracelular, degradacion de
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proteinas, ingestion de moléculas pequefas tales como neurotransmisores etc.
Se le considera opuesta a la ATP sintasa porque mientras ésta utiliza un
gradiente de protones para generar ATP, la V-ATPasa hidroliza ATP para
transportar protones a través de la membrana intracelular. Las V-ATPasas estan
conformadas por dos dominios principales; un dominio periférico Vi que se
compone de ocho subunidades diferentes (A-H) cuya funcién es hidrolizar al
ATP, y un dominio Vo asociado a membrana, compuesto por seis subunidades
(a, c, c", d, e y Acd5 en mamiferos y a, c, ¢, c", d y e en levaduras) y que se
encarga de translocar protones (Toei, Suam & Forgac, 2010). Se sabe que en
células de mamiferos las V-ATPasas existen en midltiples isoformas cuya
expresion es especifica de tejido y que algunas mutantes estan asociadas a
enfermedades; por ejemplo, mutaciones en las isoformas de la subunidad a
derivan en osteopetrosis y acidosis tubular renal. Esta enzima se regula por
disociacion reversible de sus dominios V1 y Vo. En su estado disociado, tanto la
actividad catalitica de Vi1 como la funcion de translocacion de protones de Vo
estan inactivas. Otro mecanismo de regulacién consiste en que diversas
isoformas de la subunidad a envien a las V-ATPasas a distintas membranas
celulares y de alli a sitios especificos como el aparato de Golgi o vacuolas
citoplasmaticas. En células de mamiferos se han encontrado cuatro isoformas de
la subunidad a; las isoformas al y a2 se localizan principalmente a nivel
intracelular, mientras que a3 y a4 se ubican en la membrana plasmatica de los
osteoclastos y en células renales intercaladas, respectivamente (Collins &
Forgac, 2018). Cabe mencionar que las V-ATPasas no son exclusivas de
eucariontes, pues bacterias como Thermus thermophilus y Meiothermus
chliarophilus también las poseen, sin embargo, estas Ultimas poseen una
estructura hibrida combinando subunidades de V1 con las de Ao de tal modo que
se denominan V/A —ATPasas. (Radax et al, 1998).

A-ATPasas: Son propias de las arqueas y funcionan de manera similar a las F-
ATPasas, aungue a nivel estructural y de respuesta inhibitoria asemejan mas a
las V-ATPasas. Se sabe que algunas bacterias como Thermus scotoductus,

Meiothermus ruber y Deinococcus radiodurans utilizan A-ATPasas, teorizandose
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gue las obtuvieron mediante transferencia horizontal de genes. No obstante no
todos los miembros del género Thermus poseen A-ATPasas, siendo que
Thermus filiformis posee F-ATPasas bacterianas (Lapierre, Shial & Gogarten,
2006; Nirody, Budin & Rangamani, 2020). Por otro lado, la A-ATPasa de
Thermus thermophilus se asemeja mas a una V-ATPasa eucarionte, aunque mas
pequefia y con una estructura mas simple y mayor estabilidad, lo que la hace
idonea para ser un modelo de estudio. Mediante microscopia electronica
criogénica se hall6 que en su estado rotacional el rotor central esta posicionado
de tal manera que la subunidad F estd casi equidistante a los dos tallos
periféricos (Schep, Zhao & Rubinstein, 2016).

P-ATPasas: También se les conoce como E;-E>-ATPasas (no confundir con las
E-ATPasas) reciben su nombre porque son capaces tanto de catalizar la
fosforilacion como de autofosforilarse (El simbolo atdmico del fésforo es P)
gracias a un residuo conservado de aspartato ubicado dentro de la bomba de H*,
gue es clave para la fosforilacion. La primera P-ATPasa en ser descubierta fue la
bomba de sodio-potasio descubierta por el premio Nobel danés Jens Christian
Skou en 1957. Se encargan de bombear una amplia variedad de iones que
llevan a cabo diferentes funciones como generar el potencial membranal para la
contraccion y relajacion muscular, servir de base a los impulsos nerviosos,
expulsar desechos toxicos de las células, entre otros procesos fisiologicos. Son
propias de membranas plasmaticas de bacterias, arqueas y algunos organelos
de eucariontes. Contrario a la mayoria de las ATPasas, las P-ATPasas no suelen
bombear H* (una excepcion es la bomba de protones en la membrana
plasmatica de plantas y hongos) sino que bombean cationes como Na* (la bomba
sodio-potasio), K* (la bomba protén-potasio) y Ca*? (la bomba de calcio). A
diferencia de los demas tipos de ATPasas, las P-ATPasas no estan constituidas
por dos secciones principales sino por solamente uno con funcion catalitica y
éste a su vez se compone de varios dominos: un dominio transmembranal M, un
dominio de transporte T, un dominio de soporte S, un dominio de unién a

nucledtido N, un dominio solenoide A y un dominio regulatorio R. Su actividad se
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ve regulada por dominios extraregulatorios aunque todavia se desconocen
cuales son éstos mecanismos de regulacién (Kilbrandt, 2004).

E-ATPasas: Su nombre proviene del prefijo Ecto que significa “fuera de algo”.
Son enzimas localizadas en la superficie de algunas células y que estan
involucradas en muchos procesos biolégicos como la modulacién de la actividad
neuronal, la prevencion de la trombosis intravascular y la glicosilacion de
proteinas. Se ha descubierto que una E-ATPasa de Saccharomyces cerevisiae
denominada Apylp localizada principalmente en el aparato de Golgi, al
sobreexpresarse provoca un incremento en la hidrélisis de nucledsidos di- y
trifosfatados asociados a membrana. Esta actividad se ve potenciada cuando el
sustrato es ADP y en presencia de Ca*?, Mg* y Mn*? (Zhong & Guidotti, 1999).
Cabe mencionar que las E-ATPasas son insensibles a los inhibidores que
generalmente tienen efecto sobre las F-, V- y P-ATPasas, es dependiente de los
cationes divalentes anteriormente mencionados, ademas de estar involucradas
en la proteccion de efectos citoliticos, en la regulacion de sustrato de la
ectocinasa, regulacion de la transduccion de sefales, en la mediacion de la
adherencia celular y aparentemente la actividad de la E-ATPasa contribuye a la

resistencia a farmacos en células vegetales y de levadura (Collopy et al, 2005).

periplasm intermembrane space

T. thermophilus S. cerevisiae B. taurus
V/A-ATPase V-ATPase F-type ATP synthase
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Figura 6. Comparacion de los tres tipos de ATP-asas rotacionales. Arreglo de subunidades de la V/A-
ATPasa de Thermus thermophilus (A), la V-ATPasa de Saccharomyces cerevisiae (B) y la F-ATP sintasa
de Bos taurus (imagen tomada de Schep, Zhao & Rubinstein, 2016).

Funciones de las subunidades de la ATP sintasa

Si bien los organismos procariontes carecen de mitocondrias, si poseen ATP sintasas
para la generacion de energia y aunque éstas son mas simples que sus equivalentes
mitocondriales, pueden desempeiiar las mismas funciones con una eficiencia igual o
superior. La ATP sintasa se compone de dos regiones principales llamadas F1 y Fo
compuestas a su vez por varias subunidades (Antes et al, 2003). Mediante microscopia
electrénica se ha descubierto que la porcibn embebida en la membrana estd conectada
mediante un tallo relativamente estrecho (de aproximadamente 45 A) a una estructura
principal con forma de perilla de unos 90 — 100 A de diametro. Al exponerse a medios
de fuerza ionica débil, entre otros factores, la enzima se separa en dos; la porcion Fo,
asociada a la membrana, la cual esta involucrada en la translocacion de protones y la
fraccion F1 que cataliza la hidrolisis de ATP (Boyer, 1997). En el complejo F1 (el cual
consiste en las subunidades asB3yd¢) la subunidad central y asociada al tallo (de 4-5 nm
de largo) forma el rotor dentro del cilindro conformado por el hexamero de subunidades
a-B (Antes et al, 2003). Es el dominio soluble y catalitico de la ATP sintasa. Contiene
seis sitios de unioén a nucledtido en la interfaz entre las subunidades a y B, aunque solo
tres se consideran de naturaleza catalitica. Estos sitios cataliticos muestran distinta
afinidad por nucleétidos de adenina coordinados con Mg*? (Gabellieri et al, 1997).
Posee una forma mas o menos esférica y su diametro es de =85 A. (Hakulinen et al,
2012). El complejo Fo (usualmente compuesto por tres subunidades a, b y ¢ con
estequiometria abzcs.15) atraviesa la membrana interna, donde el anillo compuesto por
subunidades ¢ forma el rotor que gira en direccién impuesta por el gradiente de
protones (o iones Na*). La rotacion de Fo suele ser mas fuerte que la rotacion inversa
impulsada por la union e hidrélisis de ATP-Mg en F1 al usar la fuerza del gradiente de
protones, lo cual induce la sintesis del ATP si el gradiente de protones es suficiente
para ello. En un momento dado esto puede invertirse y es entonces cuando se hidroliza
ATP (Antes et al, 2003). Los cloroplastos y algunas bacterias como Paracoccus

denitrificans poseen dos copias diferentes pero homoélogas de la subunidad b,
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denominadas b y b’ respectivamente; en cualquier caso, la ATP sintasa atraviesa la

membrana plasmética como se observa en la Figura 7 (Guo, Suzuki & Rubinstein,

2019).

Las subunidades que conforman a la ATP sintasa procarionte son:

Subunidad a: Hay 3 por cada ATP sintasa y forma un hexamero con las
subunidades B. Es una subunidad no-catalitica en la cual existen tres sitios de
unién a ATP, ADP o Pi asociados a Mg*?, teniendo una funcién regulatoria. El
hexamero de unidades a y B sufre una serie de cambios conformacionales que
conllevan a la formacién de ATP a partir de ADP, los cuales son inducidos por la
rotaciéon de la subunidad vy, la cual a su vez es dirigida por el movimiento de
protones a través del complejo Fo en el anillo ¢ (Amzel, Bianchet & Leyva, 2003).
Subunidad B: Hay 3 por cada ATP sintasa. Puede adoptar diferentes
conformaciones y unirse a Mg-ADP (Bor), Mg-ATP (Btp) 0 permanecer vacia (Be),
cada una adopta una conformacion de “abierto” (Be), “semi-cerrado/entreabierto”
(Bor) 0 “cerrado” (Brr). EI dominio central de cada subunidad contiene residuos
de union a nucledtidos que hacen contacto directo con la molécula de ATP o
ADP (Antes et al, 2003). Todas las ATP sintasas poseen tres sitios cataliticos;
uno en cada interfaz o/f. Incluyendo por supuesto a la ATP sintasa de
Paracoccus denitrificans.

Subunidad y: Forma el tallo central que conecta el rotor Fo con el ndcleo
catalitico F1 y gira 120° al ser impulsada cuando el anillo de subunidades c
introduce a través de Fo uno o varios H* del medio extramembranal para inducir
la actividad de la ATP sintasa. Estd unida al hexdmero formado por las
subunidades a y B. Su flexibilidad permite un ritmo de rotacién constante ya que
con cada giro acumula energia de torsion, lo que a su vez estimula la rotaciéon de
los complejos F1 y Fo. La region mejor conservada de esta subunidad es su C
terminal, donde una secuencia altamente conservada denominada DELSEED de
la subunidad B regula el mecanismo de torsién (Antes et al, 2003; Tanigawara et
al, 2012). Se ha observado que la subunidad y esta intimamente asociada a la

subunidad €, ya que sin ésta, algunos cambios conformacionales no pueden
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llevarse a cabo (Aggeler, et al, 1995; Haughton and Capaldi, 1995; Feniouk,
Suzuki & Yoshida, 2006)

Subunidad & (mitocondrial): Es exclusiva de las ATP sintasas mitocondriales
donde también recibe el nombre de OSCP (Oligomycin Sensitivity Conferral
Protein). En ATP sintasas procariontes su homéloga es la subunidad € (Walker et
al, 1985). Es parte del rotor entre las regiones F1 y Fo (Abrahams et al, 1994).
Subunidad & (bacteriana): Forma parte del tallo periférico que mantiene
ensamblados a los dominios F1 y Fo, previniendo que la rotacibn de uno
obstaculice la rotacion del otro. Al igual que la OSCP mitocondrial, se une al
dominio N-terminal de dos subunidades a e interactua con ellas en el dominio F1
(Wilkens et al, 2000; Wilkens, et al, 2005) Mediante cromatografia de afinidad,
monitoreo de formacion de enlaces disulfuro y ensamblaje retardado in vivo, se
ha descubierto que el complejo FiFo es armado de manera modular mediante
sub-complejos; por un lado se ensambla la Fi1 y por otro lado el Fo, y
posteriormente se asocian ambos sub-complejos, esto impide la formacidén de un
producto intermedio que actie como una unidad funcional capaz de translocar H*
(Garcia-, J.J. et al, 2000; Garcia, J.J. et al, 2002). Ademas, se ha observado que
la subunidad & es clave para mantener la estabilidad del dominio Fo, ya que
actia como un sujetador entre abz y cio03B3ye, asegurando que el canal por
donde pasan los H* esté simultaneamente ensamblado dentro del complejo F1Fo
(en ausencia de subunidad &, el dimero de subunidades b no se ensambla al
resto del complejo FiFo). De esta manera, & logra mantener una baja
permeabilidad membranal a los H*, algo esencial para que la ATP sintasa sea
viable. La presencia de los sub-complejos ab, y cioasBsye indica que la
subunidad & es muy probablemente la ultima en unirse al complejo FiFo, tal y

como se observa en la Figura 7 (Hilbers et al, 2013; Brandt et al, 2013).
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Figura 7. Modelo del ensamblaje de la ATP sintasa de E.coli. El anillo ci0 y el dimero b2 estan ya

presentes independientemente en la membrana citoplasmica. La formacién de asPsye no se
conoce detalladamente en E.coli. Para el complejo FiFo de las mitocondrias de levadura, se ha
propuesto que los sub-complejos ye y asB3s se ensamblan para formar a as@sye antes de unirse al
anillo cio. La insercibn membranal de la subunidad a es interdependiente de la presenciade by c.
La integracion de bz al complejo depende de la subunidad &, mientras que la unibn de ay 6 a b2

no tiene una secuencia definida (imagen tomada de Hilbers et al, 2013).

Subunidad OSCP: Su nombre deriva de proteina que confiere sensibilidad a
oligomicina (Oligomycin Sensitivity Conferring Protein por sus siglas en inglés).
Forma parte del conector que enlaza a F1 con Fo, ubicandose en la parte
superior de Fi1 y estableciendo contacto con el tallo periférico, asegurando la
union funcional y estructural de F1 con Fo. Esta involucrada en la transmision de
cambios conformacionales y acoplamiento de protones durante la sintesis de
ATP. Recientemente se ha descubierto que la OSCP es el blanco de unién de la
ciclofiina D (CyPD) un inductor del poro de transicion de permeabilidad
mitocondrial (PTP), cuya apertura puede derivar en muerte celular. La union de

CyPD afecta la actividad de la ATP sintasa y mas importante aun, abate el
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umbral de Ca*? de la matriz requerido para la apertura del PTP. La OSCP es
exclusiva de mitocondrias, aunque posee un homdlogo en bacterias y
cloroplastos denominada subunidad 8. Las F-ATPasas que carecen de esta
subunidad por lo general bombean Na* en lugar de protones. La sensibilidad a
oligomicina a la que debe su nombre la OSCP se puede definir en dos contextos:
La medida de la integridad estructural de la enzima, puesto que la separacion de
F1 y Fo conlleva a una disminucion en la actividad de la ATPasa sensible a
oligomicina, en este contexto, la hidrélisis de ATP por F1 aun se lleva a cabo,
pero sin estar ya acoplada a la translocacion de H*, perdiéndose la sensibilidad a
la oligomicina (la cual, cabe mencionar, no se une a la OSCP), demostrando que
inhibe el transporte de protones en Fo y que la subunidad OSCP es totalmente
necesaria para transportar protones y asi sintetizar ATP. El segundo contexto se
refiere a la capacidad del complejo ATP sintasa de unirse a la oligomicina, mas
especificamente, al anillo compuesto por subunidades ¢ (Antoniel et al, 2014;
Giorgio et al, 2018). Las F-ATPasas de los cloroplastos de algunas plantas (por
ejemplo Pisum sativum, Ipomoaea batatas y Brassica napus) presentan una
sexta subunidad con un peso de 26.5 kDa y cuya funcion es equivalente al de la
OSCP en otros eucariontes. Se le asign6 el nombre de subunidad &’ vy, al igual
gue su homologa, le confiere sensibilidad a la oligomicina a la F-ATPasa,
especificamente al dominio F1. A pesar de algunas diferencias en las secuencias
de los residuos de aminoacidos de su N-terminal, la subunidad &’ de plantas es
lo suficientemente similar a la OSCP de mamiferos como para ser reconocida por
anticuerpos contra ésta (Horak et al, 1989).

Subunidad ¢ (mitocondrial): Es una subunidad de talla discreta que se encuentra
adyacente a la subunidad y. Carece de homdlogo en bacterias y cloroplastos. Al
comparar las secuencias de aminoacidos de la subunidad ¢ de diferentes
organismos, se descubrié que los residuos mas conservados son de glicina, las
leucinas y las prolinas, presumiblemente debido a su importancia para un
correcto plegamiento, mientras que la histidina esta asociada a interacciones con
el bucle polar de la subunidad c. Es notable mencionar que en la region del C-

terminal de la hélice alfa se encontraron residuos altamente conservados en las
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secuencias de las mitocondrias y los cloroplastos, pero no en la subunidad
bacteriana €, también vale la pena mencionar que solo los residuos de leucina y
alanina estan conservados en las secuencias mitocondriales y de cloroplastos,
mientras que los residuos polares son especificos para cada tipo de enzima, en
el caso de su contraparte bacteriana, no se encontraron residuos conservados
en esta region (Feniouk, Suzuki & Yoshida, 2006). Durante mucho tiempo se
creyo que la subunidad € formaba parte del complejo Fo, no obstante, ahora se
sabe que esta asociada a la subunidad y formando el complejo y/e (Gabellieri et
al, 1997).

Subunidad ¢ (bacteriana): Se sabe que puede adoptar una conformacién “hacia
arriba” que inhibe la hidrélisis de ATP sin que esto comprometa la sintesis de
ATP. Esta subunidad regula la inhibicion en funcién de la concentracion de ATP
libre. A bajas concentraciones de ATP (<0.7 mM en el caso del termofilo Bacillus
PS3) adopta la conformacién “hacia arriba” lo que inhibe la hidrélisis de ATP,
mientras que a altas concentraciones de ATP (>1 mM) adopta una permisiva
conformacién “hacia abajo”, lo que permite a la ATP sintasa ir en reversa,
estableciendo un gradiente de protones hacia el exterior de la membrana hasta
gue la concentracion de ATP sea tal que se reestablezca un equilibrio sin que se
agote la reserva celular de ATP (Guo, Suzuki & Rubinstein, 2019). Se ha
documentado que en la ATPasa de Bacillus PS3, la subunidad € es
indispensable para la union de Fi1 con Fo, sin esta subunidad, la enzima no
consigue ensamblarse y no se observa actividad de ATPasa asociada a la
membrana en la célula. Su dominio C-terminal puede inhibir la capacidad de la
ATP sintasa de ir en sentido reverso (Keis et al, 2006). Esta funcién inhibitoria es
distintiva de la subunidad ¢€; en algunas bacterias donde abate la tasa de
hidrolisis de ATP asi como también la abate en cloroplastos. Esto ocurre porque
la subunidad ¢ extiende su C-terminal muy adentro del hexamero asBs hasta el N-
terminal de la subunidad y. Esta conformacion completamente extendida
presenta un efecto anisotrépico en la actividad enzimética, por un lado, abate la

hidrolisis de ATP hasta en un 80% sin que ello comprometa la tasa de sintesis de
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ATP (Tsunoda et al, 2001; Feniouk, Suzuki & Yoshida, 2006; Zarco-Zavala,
Mendoza-Hoffmann & Garcia-Trejo, 2018).

Subunidad a: Se apoya directamente en el anillo c, el cual conecta con la
subunidad b por medio de dos hélices alfa, ademas de ello, contiene otras seis
hélices alfa asociadas a la membrana. Forma dos hemiconductos o hemicanales
hidrofilicos que no atraviesan por completo la membrana, por estos hemicanales
pasan los H* conduciéndolos hacia inducir el giro del anillo de subunidades c y
del rotor, y evitando asi que atraviesen la membrana de manera directa, lo cual
impediria el acoplamiento entre el paso de protones por Fo y la sintesis de ATP
en el dominio F1 (Schep, Zhao & Rubinstein, 2016). Posee un gran numero de
subunidades secundarias menores asociadas a ella: d, e, f, g, A6L (8) y k.
Subunidad A6L (mitocondrial): También conocida como subunidad 8, forma parte
del llamado complejo V en el dominio Fo de la ATP sintasa de eucariontes,
especificamente se ubica en el tallo del estator, mismo que esta anclado a la
membrana y actia como freno para evitar rotaciones innecesarias del resto de
subunidades de la ATPasa relativas al rotor durante la sintesis e hidrolisis de
ATP.

Subunidad b: Existe una diferencia en esta subunidad dependiendo si pertenece
a una F-ATPasa mitocondrial, de cloroplasto o a una procarionte. En F-ATPasas
de eucariontes existe solamente una subunidad b asociada a una subunidad &
(homdloga a la OSCP de mitocondrias), mientras que, como Se menciond
anteriormente, bacterias como P. denitrificans ademas de bacterias fotosintéticas
y cloroplastos, poseen dos subunidades b llamadas b y b’ respectivamente. En
cualquier caso, la subunidad b forma parte del tallo periférico y conecta a Fo con
F. sirviendo de elemento estatico (estator) durante la catélisis rotacional,
evitando asi que algunas subunidades giren con o en contra del elemento
rotacional central (Higuti et al, 1991; Carbajo et al, 2005). También se ha
observado que en ausencia de otras subunidades del complejo FiFo, las
subunidades b forman un dimero homooligomérico y en presencia de
subunidades ¢ (que a su vez forman un anillo de diez miembros), ambos

complejos se ensamblan para formar un compejo bzcio (Hilbers et al, 2013).
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Subunidad c: Forma un anillo oligomérico de 8 a 15 miembros (dependiendo de
la especie; por ejemplo, en llyobacter tartaricus se compone de 11 miembros,
con una estequiometria abzc11) poseyendo ademas, 7 hélices adyacentes, de las
cuales un manojo de 4 hélices pertenecen al estator de la subunidad a que esta
en contacto con cii. Una quinta hélice adyacente al manojo de 4 hélices
interacta muy intimamente con una hélice de la subunidad c, la cual cambia
ligeramente su posicion hacia el anillo central. Mediante microscopia de fuerza
atomica se comprobd que la presencia del estator Fo sobresale menos de la
membrana que el anillo de subunidades c; 3 hélices de la region del estator
estan en contacto con tres hélices de ci:. La ubicacion y las distancias de las
hélices del estator imponen restricciones espaciales en el complejo Fo bacteriano
(Hakulinen et al, 2012). El anillo ¢ atraviesa la membrana interna mitocondrial
donde ingresan protones que se unen a un residuo conservado de acido
aspartico en su centro. Se cree que la subunidad a es la que provee canales de
acceso a los protones de y para el residuo 16 de acido aspartico. Recientemente,
se ha descubierto que en E.coli el transporte de H* impulsa la rotacion del anillo
de 10 subunidades c en el sector Fo de la ATPasa, el cual a su vez se acopla a
la rotacion de la subunidad vy, ésta se ve forzada a girar con el anillo ¢ debido a
una aparente union permamente entre las subunidades y y € en Fi. La
protonacion y desprotonacion del residuo de acido aspartico esta sincronizado
paso a paso con un movimiento del rotor (Filingame, Angevine & Dmitriev, 2003).
Subunidad d (mitocondrial): Forma parte del tallo periférico que conecta a F1 con
Fo junto a las subunidades a, b, c, e, f, g, y k, aunque se desconoce su funcion.
Subunidad e (mitocondrial): En células de levadura forma parte del dominio Fo y
esta involucrada en la dimerizacion de la ATP sintasa. Se encuentra anclada a la
membrana interna mitocondrial por medio de su N-terminal hidrofébico, que
ayuda a estabilizar a las subunidades g y k, por otro lado, su C-terminal es
hidrofilico y se proyecta hacia el espacio intermembranal, en donde ayuda a
estabilizar al dimero FiFo. Esta subunidad favorece la dimerizacion de la enzima
mitocondrial junto con la subunidad f (Arselin et al, 2003; Arselin et al, 2004 &
Paumard et al, 2002).
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e Subunidad f (mitocondrial): Se desconoce su funcién aunque es sabido que se
localiza asociada a la subunidad a en el tallo periférico; cuya composicion varia
si pertenece a una F-ATPasa mitocondrial, bacteriana o de cloroplasto.

e Subunidad F6 (mitocondrial): No confundir con la subunidad f. Forma parte del
tallo periférico que une a los dominios F1 catalitico y Fo membranal y actda como
un estator que mantiene quietas a ciertas subunidades, previniendo asi que roten
junto con el elemento rotacional central. En F-ATPasas mitocondriales, el tallo
periférico esta constituido por una copia de cada una de las subunidades OSCP,
F6, b y d. No existe un homdlogo de la subunidad F6 en ATPasas de bacterias o
cloroplastos.

e Subunidad g (mitocondrial): No se le conoce homologo en bacterias o en
cloroplastos. Su funcion es estabilizar la interfaz de la ATP sintasa dimérica y
oligomérica, se le ha encontrado asociada a la subunidad a (Bustos & Velours,
2005; Liu et al, 2015).

e Subunidad j (mitocondrial): Es una subunidad accesoria asociada a la subunidad
a y actua aportando estabilidad al dimero de ATP sintasas (Liu et al, 2015).

e Subunidad k (mitocondrial): Se sabe que esta asociada a la subunidad a. Su
cadena se une al dimero formado por las cadenas de las subunidades e y g,

aportando estabilidad al dimero de la ATP sintasa mitocondrial (Liu et al, 2015).
Factor de Inhibicion 1 como inhibidor endégeno de la ATPasa mitocondrial

Es oportuno hacer mencion del Factor de Inhibicion 1, mejor conocido como IFy;
descubierto originalmente por Pullman y Monroy en 1963. Una de las primeras
caracteristicas asociadas a este inhibidor fue que el grado de inhibiciébn que ejerce
sobre la ATP sintasa es extremadamente sensible al pH del medio, dado que a un pH
superior a 7 el porcentaje de inhibicion se abate drasticamente, estando su intervalo de
pH de funcionamiento 6ptimo entre 5.8 y 7.0 (Pullman & Monroy, 1963). EI dominio
inhibitorio se encuentra en su N-terminal, mientras que su parte central acta como
sensor de pH (a valores de pH <6.5 tiende a dimerizarse, mientras que a valores de pH
>6.5 tiende a formar tetrdmeros) y su C-terminal funciona como dominio de

dimerizacion (Cabezon et al, 2000). IF1 es el inhibidor fisiolégico de la ATP sintasa
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mitocondrial; se trata de una proteina mitocondrial de 12 kDa de breve vida-media
(aproximadamente dos horas) que se regula a nivel post-transcripcional y es -especifica
de tejido. Como ya se ha mencionado anteriormente, la ATP sintasa regula el flujo de la
fosforilacién oxidativa (OXPHOS; Boyer, 1997), la ejecucion de la muerte celular y la
sefalizacion mitocondrial por especies reactivas de oxigeno (ROS). Su ensamblaje
implica el ingreso de un precursor proteico a la mitocondria, donde su pre-secuencia se
separa para dejar madurar al IF1, una proteina alfa-helicoidal que contiene su dominio
inhibitorio en su N-terminal y un dominio de dimerizacién en su C-terminal. Contiene un
péptido inhibitorio 11-60His cuyo sitio de unién es una ranura entre las hélices alfa de
las subunidades a y B del dominio F1 que llega hasta la subunidad y del tallo central con
su N-terminal. La interaccion entre el IF1 y la ATP sintasa mantiene una proporciéon de
1:1 inhibiendo Unicamente la sintesis mas no la hidrolisis de ATP (inhibidor
unidireccional) de acuerdo a lo encontrado originalmente por Pullman y Monroy (1963).
Antafio se pensaba que el IF1 se expresaba de manera generalizada en todos los
tejidos de mamiferos, no obstante, investigaciones recientes han demostrado que se
expresa mayoritariamente en érganos vitales como lo son el corazén, el higado, los
rifones y el cerebro, con expresion escasa en pulmones, colon, mamas y ovarios
(Rouslin, 1991; Rouslin & Broge, 1993; Schwerzmann & Pedersen, 1986; Garcia-
Aguilar & Cuezva, 2018). Es destacable mencionar que, en condiciones de carcinoma y
células cancerosas, IF1 (Qque en humanos esta codificado por el gen ATPIF1) se expresa
de manera excesiva en los tejidos en los que normalmente se expresa de manera

escasa (Bravo et al, 2004; Garcia-Aguilar & Cuezva, 2018).

Como cualquier otra enzima, la ATP sintasa es cinética y termodinamicamente
reversible, esto significa que, en un momento dado, puede girar tanto a favor de las
manecillas del reloj para sintetizar ATP, como en contra de las manecillas del reloj para
hidrolizar ATP. Cuando por algun motivo el gradiente de protones (Aun+) disminuye (por
ejemplo; por anaerobiosis o isquemia), la ATP sintasa tiende a girar en reversa y
exportar H* hacia el espacio intermembranal, si este proceso continuase
indefinidamente la célula agotaria sus reservas de ATP y moriria. EI mecanismo de
accion del IF1 consiste en bloquear los cambios conformacionales cataliticos que

experimenta la subunidad B a través de la union de los residuos 1-38, su N-terminal a

36



la interfaz a/f y, al mismo tiempo, bloquea la rotacién de la subunidad y al
entrecruzarse con el complejo y/e, aunque primero el IF1 debe ser desfosforilado antes
de poder interactuar con la ATP sintasa (Minauro-Sanmiguel et al, 2002; Cabezon et al,
2003; Garcia-Bermudez et al, 2015). Se ha demostrado que la fosforilacion del residuo
S39 impide al IF: interactuar con la ATP sintasa, convirtiendo a S39 en el regulador del
IF1, subsecuentemente, es la forma desfosforilada del IF:1 la que presenta efecto
inhibitorio sobre la ATP sintasa. Esta fosforilacion estaria mediada por la actividad de
una PKA mitocondrial que regula la respiracion aumentando su eficiencia cuando dicha
cinasa esta activa. En cancer, IF1 es una proteina altamente expresada en algunos de
los carcinomas animales (Bravo et al, 2004) y humanos (Garcia-Aguilar & Cuezva,
2018) mas prevalentes. Se demostré que la sobreexpresion del IF1, aunque inhibe la
produccion de ATP mitocondrial, correlaciona con una mejor prognosis en pacientes
con cancer de mama, especialmente en aquellas con cancer de mama triple negativo.
En este contexto se estudio el efecto de 1018 farmacos aprobados por la FDA sobre la
respiracion mitocondrial mediante el ensayo de Seahorse en busca de inhibidores de la
OXPHOS que puedan ser reposicionados en la terapia del cancer (Nuevo Tapioles,
2019). Por medio de entrecruzamientos quimicos, en el laboratorio del Dr. Garcia Trejo
se demostro que el N-terminal inhibitorio del IF1 penetra en la Fi-ATPasa a través del
sitio catalitico ag/Be y que interactua directamente con la subunidad y en el tallo central
para bloquear el giro del rotor (Minauro-Sanmiguel, et al, 2002). Este resultado se
corroboré un afo después, mediante cristalografia de rayos X (Cabezdn et al, 2003).
Una vez que el N-terminal del IF; esta dentro de la interfaz ae/Be, el rotor central de la
ATP sintasa sufre al menos dos rotaciones parciales de 120° en sentido contrario a las
manecillas del reloj para transformar esta interfaz catalitica en el conformero intermedio
ate/Bre para finalmente adoptar la conformacién app/Bop €n la que el IF; traba a la
subunidad vy, evitando que vuelva a rotar, tal y como se observa en la Figura 8. Este
mecanismo de traba se relaciona con la transicion del N-terminal de una region
intrinsecamente desordenada (IDPr) a una a-hélice larga unida a Fi (Zarco-Zavala,

Mendoza-Hoffmann & Garcia-Trejo, 2018).
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Figura 8. Entrada y union inhibitoria del IF1 mitocondrial en la Fi1-ATPasa mitocondrial de corazén de
bovino. Panel superior: las tres imagenes muestran distintas vistas de la entrada del N-terminal inhibitorio
del IF1 (rojo) por la interfaz ae/Be. Las subunidades 3 en azul oscuro, las a en azul claro, y en naranja, y €
en amarillo. Las imagenes de izquierda y derecha muestran vistas laterales de la Fi1-ATPasa mitocondrial
de bovino (BhF1) y la imagen central una vista desde “abajo”, desde la posicion del canal de protones Fo
con las subunidades del rotor (y/€) en el centro. La entrada del IF1 por esta interfaz ae/3e se predijo por
entrecruzamiento quimico y-IF1 (Mianuro-Sanmiguel, 2002). Panel inferior: Posicion final del IF1 inhibitoria
en la interfaz app/Bop alcanzada después de dos giros de 120° del rotor y/e para bloquear el giro del rotor
y los cambios conformacionales de la interfaz a/f (Cabezon et al, 2003). Codigo de colores y vistas
laterales o “desde abajo” desde Fo, igual que en el panel superior. El mecanismo de entrada, union,
rotacién, implica una transicion de intrinsecamente desordenado (IDP o IDPr) a formacién de alfa-hélice
del IF1 y bloqueo anti-rotacion, el cual se abrevia ERAHL (Zarco-Zavala et al, 2018) y se conserva entre
el IF1 mitocondrial y la subunidad { de Paracoccus denitrificans, ver texto para mas detalles (imagen
tomada de Garcia-Trejo & Morales-Rios, 2008).

Se ha propuesto que el IF1 también repercute en la regulacion del ciclo celular. Mientras

gue la fase Fi1 es altamente dependiente de OXPHOS, la fase G2/M depende de la
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glucdlisis aerobia, siendo independiente del consumo de O.. En consecuencia, al
comparar la fosforilacion de IF1 en células fijas en G1 al ser incubadas con afidicolina
(un inhibidor de la DNA-Polimerasa) contra la fosforilacion de IF1 en células fijas en fase
G2/M incubadas con nocodazol (un disruptor del huso mitético), se vio que la mayoria
del IF1 estaba fosforilado en células en G1, mientras que el IF: desfosforilado era
predominante en células fijas en G2. Estos resultados se correlacionan con la actividad
relativa de la fosforilacion oxidativa y la glucoélisis aerobia en distintas etapas del ciclo
celular, con el IF; desfosforilado siendo simultaneo con la fosforilacion oxidativa abatida
y un aumento en la glucdlisis aerobia (Garcia Bermudez et al, 2015). Sin embargo, esta
propuesta del papel del IF1 en el ciclo celular no concuerda con la inhibicion
unidireccional del IF1, dado que sélo inhibe la actividad de la F1Fo-ATPasa pero no la de
F1Fo-ATP sintasa (Pullman & Monroy, 1963).

Por otro lado, las proteinas cinasas son enzimas capaces de transferir el fosfato y del
ATP a un residuo de un aminoacido receptor localizado en una proteina sustrato. Los
residuos de aminoacidos que son sustrato de la accion de las proteinas cinasas, son
serina, treonina, tirosina e histidina, en sus grupos hidroxilo e imidazol,
respectivamente. La proteina cinasa A (PKA) pertenece al grupo ACG, un grupo de
proteinas cinasas dependientes de nucledtidos ciclicos cuya actividad se regula por
segundos mensajeros como el diacilglicerol, el AMPc, el GMPc y Ca*?, siendo este

ultimo el principal regulador (Flores-Vyeira, Raya-Pérez & Torres-Marquez, 2005).
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Figura 9. Regulacion postranscripcional de la expresién y actividad del IF1. (A) La expresion de la
proteina de breve vida-media IF1 es -especifica de tejido y esté regulada a nivel postranscripcional. La
proteina de unién a ARNm, LRPPRC, patrticipa en el control negativo de la expresion de IFi. Por otra
parte, IEX-1 elige al IF1 como blanco para ser degradado. (B) La fosforilacion de IF1 estd mediada por
PKA, la cual evita su unién a la ATP sintasa. En contraste, el IF1 desfosforilado a nivel de su serina 39 se
une a la ATP sintasa y los autores proponen que inhibe la sintesis de ATP, aunque de nuevo esto no
concuerda con la inhibicién unidireccional del IF1 que se ha demostrado no inhibe a la actividad de ATP
sintasa sino Unicamente a la de FiFo-ATPasa (Pullman y Monroy, 1963). En teoria, esta inhibicion
dispara un aumento en el potencial de membrana mitocondrial (AWYm) y la produccién de ROS
mitocondriales, las cuales actllan como mensajeros en la sefializacién de respuestas mitohorméticas* en
el ndcleo (imagen tomada de Garcia-Aguilar & Cuezva, 2018).

Se han construido knockouts o mutantes nulas del IF; en ratones (Nakamura, Fujikawa
& Yoshida, 2013), levaduras (Lu et al, 2001), en nematodos (Fernandez-Cardenas et al,
2017), y mas recientemente en hongos (Romero-Aguilar et al, 2021). En ninguno de los
4 casos se ha obervado algun efecto fenotipico claro respecto a las cepas silvestres en
cuanto a vialbilidad, reproductividad ni tampoco en los parametros mitocondriales como
el acoplamiento y la sintesis de ATP, salvo en condiciones de estrés muy severo por
deplecion de nutrientes. Sin embargo, en mutantes triples donde se removieron dos

genes accesorios (STF1 y STF2) ademas del gen del IF1 (INH1 en levaduras), se
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observé que la triple mutante aumento significativamente su actividad de FiFo-ATPasa
y el bombeo de protones hacia el espacio intermembranal mitocondrial, asociado al
incremento en la actividad de la FiFo-ATPasa como bomba primaria (Dienhart, Pfeiffer,
Schagger & Stuart, 2002). Sin embargo el crecimiento de las levaduras en medio
respiratorio permanecié sin afectacion e idéntico al de la cepa silvestre (Dienhart,
Pfeiffer, Schagger & Stuart, 2002). En resumen, no se ha reportado ninguna mutante
nula del IF1 con un fenotipo claro, pero en todos estos estudios no se ha tomado en
cuenta que hay varias copias del gen del IF; en eucariontes (por ejemplo en humanos
hay al menos tres copias del gel del IF1) y ademas existen los genes accesorios y
homoblogos a los factores de estabilizacion (STF1 y STF2) presentes desde levadura,
hasta hongos y eucariontes superiores. En consecuencia, apagar solo un gen del IF1
puede no tener efectos sobre el crecimiento, metabolismo respiratorio o viabilidad de
los organismos por la sencilla razon de que la ausencia del gen del IF1 se puede
complementar o substituir por la expresion de otros dos genes de IF1 0 por las copias
existentes de los factores STF1 o STF2, de tal manera que sélo cuando se apagaron
los tres genes (INH1, STF1 y STF2) se vio un aumento claro en la actividad de FiFo-
ATPasa y en el bombeo de protones asociado (Dienhart, Pfeiffer, Schagger & Stuart,
2002). En resumen, seria necesario apagar todos los genes tanto del IF1, como los de
los homologos STF1 y STF2 en eucariontes superiores para poder ver un efecto claro
en la viabilidad, reproducibilidad o crecimiento las mutantes nulas multiples,

comparadas con las cepas silvestres.

Como se observa en las Figura 9 y 10, el IF1 puede ser inhibido por la PKA; esto es
consistente con hallazgos previos que demuestran que la fosforilacion mediada por la
PKA influye en la actividad de los complejos respiratorios mitocondriales. Esto se
comprobé mediante una prueba OSR (Oligomycin-Sensitive Respiration) que determiné
la actividad de la ATP sintasa. Para verificar que los efectos de la PKA en la OSR se
debian a IF1 y no a sus efectos en otras proteinas del sistema de fosforilacion oxidativa,
se realizd el experimento en células carentes de IFi, evidenciandose que el IF;
desfosforilado inhibe la actividad de la ATP sintasa dependiende de H*, sin embargo,
nuevamente la respiracion basal de las células expresando a una IF; mutante fue muy

baja (menos de la mitad) comparada con la de las células control, de tal modo que los
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datos de inhibicion de respiracion por oligomicina son dudosos (Garcia-Bermudez et al,
2015). No obstante, en este trabajo se propone que la inhibicion del sistema de
fosforilacién oxidativa por IF1 se equilibra por un incremento en la glucdlisis aerobia. El
flujo glucolitico se determind midiendo la produccion de lactato (Garcia-Bermudez et al,
2015). En mutantes truncas carentes de IF; denominadas AlF: la ausencia de este
factor no provocéd dafios irreversibles ni significativos, excepto bajo condiciones de
estrés extremo; esto probablemente se deba a que genes homologos produzcan
proteinas que puedan funcionar de forma analoga a el IF1 y sustituirlo (Zarco-Zavala,

Mendoza-Hoffmann & Garcia Trejo, 2018).
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Figura 10. Las vias de sefalizacién que convergen en la activacion de PKA resultan en la fosforilacién de
IF1 presente en diferentes tejidos. Una flecha rota indica la actividad putativa de una fosfatasa en un IF1
desfosforilado. La fosforilacion de IF1 previene su interaccion con la H™-ATP sintasa (amarillo),
permitiendo asi la sintesis de ATP. El IF1 desfosforilado interactia con la H*-ATP sintasa, impidiendo la
hidrélisis del ATP (se propone que también la sintesis del mismo). La fraccion de IF: desfosforilado
presente en tejidos de alta demanda energética desencadena la inhibicion de una fraccién de la H*-ATP
sintasa. De nuevo este esquema no se sostiene si la inhibicibn del IF1 es unidireccional como lo
demostraron Pullman y Monroy (1963). Sin embargo, en este trabajo se especula que la inhibicién
dependiente de IF1 contribuye a la sefalizacion de la mitohormesis a nivel intracelular (imagen tomada de

Garcia-Bermudez et al, 2015).
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Subunidad de ATP sintasa Gen Longitud Peso Funcidon
Mitocondrial | Cloroplasto | Bacteriana (Humano) (aa) (kDa)
a a a ATP5F1A 553 59.751 Forma un hexamero asfs catalitico al
B B B ATP5FE1B 529 56.560 cgal _se une el Mg-ATP para ser
hidrolizado en ADP y Pi
y Y Y ATP5F1C 298 32.996 Funge como eje rotacional junto con
la subunidad €
0 0 - ATP5F1D 168 17.49 Estabiliza por encima al hexamero
asfs
€ € - ATP5F1E 51 5.780 Estabiliza al rotor o cuello central
junto a la subunidad y
a a a MT-ATP6 101 10.911 Forma los hemicanales de protones
en Fo y transporta H* con la sub ¢
b b b ATP5PB 256 28.909 Actlia como soporte estructural y une
al dominio F1 con Fo
c c c ATP5G1 136 14.277 Funciona como rotor girando cada
ATP5G2 141 14.367 | V€Z que ingresa un proton a traves
de la subunidad a
ATP5G3 142 14.693
d - - ATP5PD 161 18.491 Actla como estator del dominio Fo
en el tallo periférico
e - - ATP5ME 69 7.993 Desconocida. Asociadas a la
f N N ATPSME 04 10918 | Subunidad a, se sugiere que le
proporcionan estabilidad.
g - - ATP5MG 103 11.428
92 ATPSMGL 100 11.037
i - - ATP5MJ 58 6.662
k - - ATP5MK 58 6.458
6 6 - MT-ATP6 226 24.817 Forma los hemicanales de H* en Fo
transportandolos hacia el anillo ¢
8 (AL6) 8 (AL6) - MT-ATP8 68 7.992 Forma parte del estator que confiere
estabilidad al tallo central
F6 - - ATP5PF 108 12.588 Facilita la interaccion entre los
dominios F1y Fo
OSCP OSCP 0 ATP5PO 213 23.277 Conecta F1 con el cuello lateral
IF1 - - ATP5IF: 106 12.249 Si bien no forma parte de la enzima
71 7912 en si, es su inhibidor fisiolégico. Es
exclusivo de mitocondrias
60 6.592

Tabla 2. Comparacion de las subunidades de las ATP sintasas de mitocondrias, cloroplasto y bacterias.

Datos tomados de www.uniprot.org/ y de https://www.genenames.org/data/genegroup/#!/group/644
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Figura 11. Demostracion funcional de que la subunidad  es un inhibidor total de la PdF;-ATPasa y que el N-terminal
de C posee el dominio inhibitorio. La PdF;-ATPasa (careciendo de las subunidades ¢ y €) fue pre-incubada por 10
minutos con MgATP 1mM con concentraciones crecientes de las subunidades C indicadas: Pd-Cwt, Js-¢wt, Pd-nt, y
Js-CAnt. Las actividades obtenidas de la PdFi-ATPasa fueron trazadas nuevamente incluyendo un inserto con SDS-
PAGE desnaturalizante de =0.5 pg de los recombinantes de subunidades Pd-gwt, Js-Cwt, Pd-CAnt, y Js-CAnt
purificados. El gel muestra la gran pureza de las preparaciones. La estructura obtenida por RMN de la subunidad
completa Pd-{wt se muestra en la esquina inferior derecha con el dominio inhibitorio N-terminal en rojo, y el dominio
globular 4-a-hélice en naranja. En la esquina superior derecha se muestra a Js-CAnt en ausencia del dominio

inhibitorio N-terminal (imagen tomada de Zarco-Zavala, Mendoza-Hoffmann & Garcia-Trejo, 2018).

La subunidad { como inhibidor de la F,Fo-ATPasa de Paracoccus denitrificans y

demas a-proteobacterias

Pasando a la proteina inhibidora en cuestién, algunas ATP sintasas bacterianas poseen
una pequefia subunidad llamada . Tras un primer proceso de purificacion en el que F1
y FiFo fueron aislados de la a-proteobacteria Paracoccus denitrificans, se descubrio

una subunidad de 11 kDa de peso, adicional a las 5 candnicas a, B, y, 0 & €, que se
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denomino { y se encontrd asociada tanto al dominio PdF; junto a las otras subunidades
candnicas, a, B, 6, y & g como al complejo PdFiFo completo. Se le denomind
subunidad ¢ porque su peso es inferior al de la subunidad mas pequefia conocida hasta

ese momento, la subunidad ¢ (de la Rosa-Morales, 2005).

Ya que también fue encontrada en el complejo PdFi1Fo, se contemplo la posibilidad de
gue la subunidad { poseyera una funcion de regulacion estructural en este complejo. Se
sospecho de su potencial capacidad inhibitoria al observarse que co-migraba junto con
el IF1 de las ATP sintasas mitocondriales en geles desnaturalizantes de poliacrilamida
(de la Rosa-Morales, 2005). No obstante las diferencias estructurales que hay entre los
tres inhibidores (IF1 y las subunidades € y (), también existen algunas similitudes;
después de una degradacion de Edman se descubrié que la secuencia de los primeros
15 residuos del N-terminal de la subunidad { son sugerentemente similares a los del
dominio inhibitorio del IF1 mitocondrial, si bien el resto de la proteina no se asemeja ni al
IF1 ni a la subunidad ¢ (de la Rosa-Morales, 2005; Morales Rios et al, 2010; Zarco-
Zavala et al, 2014).

A pesar de esta similitud, lo mas probable es que la subunidad { no sea un ancestro
evolutivo del IF1 mitocondrial y que no guarde relacion evolutiva con €, dado que la
mayoria de las secuencia de ¢ no tiene identidad ni con la IF1 ni con €. El mecanismo
inhibitorio de la subunidad ¢ consiste en impedir la rotacion del sub-complejo ye de
manera similar al de IF1, cuyo mecanismo de inhibicion consiste en impedir la rotacion
de la subunidad y en el rotor central al unirse cerca de un dominio conservado llamado
DELSEED en la interfaz a/f (Garcia-Trejo et al, 2016).A pesar de esta similitud, lo mas
probable es que la subunidad ¢ no sea un ancestro evolutivo del IF1 mitocondrial y que
no guarde relacion evolutiva con €. El mecanismo inhibitorio de la subunidad  consiste
en impedir la rotacion del sub-complejo ye de manera similar al de IF1, cuyo mecanismo
de inhibicién consiste en impedir la rotacion de la subunidad y en el rotor central al
unirse a un dominio conservado llamado DELSEED en la interfaz a/f (Garcia-Trejo et
al, 2016).

Mediante mutantes truncas en el N-terminal se demostré6 que dicho extremo de la

subunidad C es la region con actividad inhibitoria, puesto que en mutantes carentes de
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éste (denominadas Pd-CANT y Js-CANT) se perdia toda capacidad inhibitoria aunque
aun se detectaba la union entre la subunidad ¢ y la PdFi-ATPasa (Zarco-Zavala et al,
2014). Sin embargo, el efecto inhibitorio de esta subunidad requiere de la presencia de
Mg-ATP. Esto se supo tras haber evaluado la capacidad inhibitoria de un extracto rico
(pero no completamente puro) en subunidad ¢ y observarse una inhibicion parcial. Por
lo tanto para que haya una inhibicidén plena por parte de la subunidad ¢ se requieren
ciertos cambios rotacionales en la ATP sintasa acoplados a la hidrdlisis del Mg-ATP.
Del mismo modo, la proteina mutante truncada de Jannaschia sp. carente de los 19
aminoacidos en su N-terminal igualmente fue capaz de inhibir a la PdFi-ATPasa,
mientras que la variante WTC (JsC"'T) fue tan buena inhibidora como la Pd-{. Tal como
se puede observar en la Figura 11, la presencia de la subunidad ¢ disminuye

drasticamente la actividad de la ATP sintasa.

En las mutantes ANT (Pd-Z2NT y Js-Z2NT), el plegamiento no se vi6 afectado por la
remocion de residuos de aa, esto se concluye al observar que las estructuras resueltas
por NMR de las subunidades Pd- y Js-{®NT se sobreponen perfectamente (Zarco-
Zavala, 2013, 2014, 2018; Garcia-Trejo, 2015,2016; Mendoza-Hoffmann, 2018a). Por lo
tanto, la proteina truncada Js-ZNT mantuvo su estructura cuaternaria original. Se
concluye entonces que los primeros 14 residuos del N-terminal de { conforman el

dominio inhibitorio de dicha subunidad.

Dado que inicialmente se obtuvo un cristal del complejo PdF: pero carente de la
subunidades ¢, y, & y ¢, cristalizando sélo el par a/f de la PdFi-ATPasa de P.
denitrificans (Morales-Rios et al, 2015) se procedio en el laboratorio del Dr. Garcia trejo
a buscar el sitio de union de la subunidad ¢ en la PdFi-ATPasa mediante modelado y
acoplamiento molecular (docking), alineamiento entre la ¢ y el IF; mitocondrial,
experimentos de entrecruzamiento quimico y reconstitucion homéloga y heteréloga de
competencia entre el IF1 y la  por la inhibicién de la PdF-ATPasa (Garcia-Trejo et al,
2015, 2016).

Con estos experimentos se demostro que el IF1 y la subunidad ¢ compiten por el mismo
sitio de union a la PdFi-ATPasa para inhibirla y que C interacciona con las subunidades

a, By Yy, porlo cual se determind que el sitio de unién de la subunidad C se localiza en la

46



misma interfaz app/Bor/y homdloga a la de la Fi-ATPasa mitocondrial (Garcia-Trejo, et
al, 2015, 2016). En este mismo trabajo, se descifr6 el mecanismo de inhibiciébn que
implica, de manera similar a IF1, un mecanismo ERAHL (Entrance, Rotation, a-Helix
formation & Lock) es decir, entrada por la interfaz app/Bor/y, rotacién de y/e acoplado a
la unidn/hidrélisis de Mg-ATP, transicion del N-terminal de la subunidad ¢ de
intrinsecamente desordenado a a-hélice y, por ultimo, la formacion de un seguro
molecular o freno de la rotacion por la union final inhibitoria de la subunidad C a la
interfaz app/Bor/y (Garcia-Trejo, et al, 2015, 2016; Zarco-Zavala et al, 2018; Mendoza-
Hoffmann, et al, 2018b). Finalmente, en estos mismos trabajos se propuso inicialmente
gue la subunidad ¢ debe funcionar por un mecanismo de ufieta-trinquete o matraca,
dado que asi permitiria el giro del rotor en el sentido de la sintesis del ATP, pero

bloquearia de manera unidireccional la hidrdlisis del mismo (Garcia-Trejo et al, 2016).

Mas adelante este mecanismo seria comprobado por el mismo grupo de trabajo del Dr.
Garcia Trejo con la generacion de una mutante nula o knockout de la subunidad C en
Paracoccus denitrificans (Mendoza-Hoffmann, et al, 2018b). Este mecanismo vy sitio de
union de la subunidad ¢ se confirmd con la estructura cristalografica del complejo
PdFiFo, donde se resolvieron solamente los dominios N- y C-terminales de la
subunidad ¢ unida a la PdFiFo y se observo, tal como predijeron Garcia-Trejo et al
(2015, 2016) que la subunidad  se une de manera analoga a la subunidad IF;
mitocondrial, en la misma interfaz y adoptando una estructura de a-hélice (Morales-Rios
et al, 2016).

En resumen, el mecanismo ERAHL de la subunidad { consiste en ingresar a la ATP
sintasa a través de la apertura en la interfaz ag/Be, donde dos rotaciones parciales de
120° de y/e producidas por la hidrélisis de MgATP la acoplan a su posicion inhibitoria
final. Usando mutantes truncas ANT se demostré que es el N-terminal de C el que
ingresa a la interfaz catalitica para obstruir su rotacién de manera similar a como IF1 se
une a la interfaz app/Bor/y para bloquearla e inhibir a la FiFo-ATPasa mitocondrial
(Zarco-Zavala, Mendoza-Hoffmann & Garcia Trejo, 2018). Finalmente se demostré que
la subunidad ¢ trabaja por un mecanismo unidireccional de inhibicibn en donde

solamente inhibe la actividad de PdFi:i-ATPasa o PdFi:Fo-ATPasa, sin inhnibir la
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actividad y rotaciéon del nanomotor en el sentido de la PdFiFo-ATP sintasa este
mecanismo se denomind de ufeta-trinquete (Garcia-Trejo et al, 2016; Mendoza-
Hoffmann et al, 2018a, 2018b),

En Paracoccus denitrificans la subunidad € no posee actividad inhibitoria sobre la PdF1-
ATPasa ni sobre la PdFiFo-ATPasa, lo cual sugiere que en el mecanismo de regulacién
de la ATP sintasa de Paracoccus denitrificans, la subunidad € no esta involucrada, y en
su lugar la funciéon inhibitoria es realizada por la subunidad ¢ (Morales-Rios, 2010;
Zarco-Zavala, 2014). Esto se combindé con los resultados de la construccion de una
mutante nula p “knockout” denominada PdAC, que permitié dilucidar los efectos de la

ausencia de subunidad C.

Al hacérsele crecer en succinato (un medio estrictamente respiratorio) se observo, en
comparacion con la cepa silvestre (PdWT), un retraso en el crecimiento de la cepa
mutante de P. denitrificans carente de ¢ (PdA({), donde el ATP proviene en su totalidad
de la ATP sintasa. Por otro lado, en medio rico (LB), no hubo diferencias entre el
crecimiento de la cepa silvestre (PdWT) y la cepa mutante (PdAC). Esto significa que la
subunidad ¢ es una proteina crucial para el crecimiento respiratorio de la bacteria y
conforma el primer fenotipo diferente entre una mutante nula de un inhibidor de la ATP
sintasa y su correspondiente cepa silvestre (Mendoza-Hoffmann et al, 2018b). Esto
debido a que otras mutantes nulas del IF.: en raton (Nakamura, et al, 2013), y levadura
(Lu et al, 2001), nematodos (Fernandez-Cardenas, 2017) y hongos (Lucero et al, 2021)
no muestran diferencia significativa alguna en el crecimiento, reproduccion y
parametros bioenergéticos o mitocondriales respecto a las cepas silvestres. Esto
primeramente se interpretd como si el papel del IF: fuese fisiologicamente minimo; sin
embargo, a la luz de nuestra mutante PdA{, donde se muestra la primera mutante nula
de un inhibidor natural de la F1Fo-ATPasa con un fenotipo diferente a su cepa silvestre,
se demostrd asi que estos inhibidores si poseen un efecto fisiolégico importante en
condiciones respiratorias, y que el efecto nulo de las mutantes AIF; o AINH en
eucariontes se deben seguramente a que apagaron un solo gen del IF1; mientras que
existen al menos dos genes accesorios (STF1 y STF2) ademas de una o dos copias

del gen del IF1 en eucariontes, de tal modo que apagar un solo gen no tiene ningun
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efecto en la fisiologia de los eucariontes simplemente porque la ausencia de un gen de
IF1 se complementa o se substituye con los otros genes de IF;, STF1 o STF2 que

existen desde levaduras y hongos hasta eucariontes mas complejos.

En el caso de Paracoccus denitrificans, existe una sola copia del gen Pden_2826 que
codifica para la subunidad ¢ en el cromosoma 2 de la bacteria, hallandose localizado
fuera del operon ATP de la ATP sintasa, como corresponde a un gen regulatorio. Por lo
tanto, la remocion del gen (y por consiguiente la subunidad (), si tiene un efecto
fenotipicamente definido, al no haber copias idénticas ni homélogas de ningin otro gen
que codifique para una proteina que la pueda complementar o substituir (Mendoza.
Hoffmann et al, 2018a, 2018b: Zarco-Zavala, 2018). En la mutante PdA{ construida en
el laboratorio del Dr. Garcia Trejo y del Dr. Miguen Angel Cevallos Gaos del Centro de
Ciencias Gendmicas de la UNAM (CCG), se observdé ademas un incremento en las
actividades de la PdFi;-ATPasa y la bomba de H* PdFiFo-ATPasa aunque la actividad
de la ATP sintasa no se vid comprometida, esto ademas de experimentos de
reconstitucion de un exceso de ¢ en la PdFi1Fo-ATPasa y ATP sintasa, mostraron que la
subunidad ¢ sdlo inhibe la actividad de PdFi1Fo-ATPasa, dejando intacta la actividad de
PdFiFo-ATP sintasa. Es decir que se comprobo la prediccion del laboratorio del Dr.
Garcia Trejo, de que la subunidad ¢ funciona como un inhibidor unidireccional, o ufieta-
trinquete o0 matraca, permitiendo la sintesis del ATP, pero inhibiendo de manera
selectiva la actividad de PdFiFo-ATPasa (Garcia-Trejo et al, 2015, 2016; Mendoza-
Hoffmann et al, 2018a, 2018b; Zarco-Zavala et al, 2018). Esto explica por qué la
concentracion de ATP intracelular disminuyé a la mitad en el crecimiento de la cepa
mutante PdAC, mas no asi en la cepa silvestre PAWT en medio respiratorio, dado que al
remover la subunidad ¢, se permitio la hidrdlisis del ATP por la actividad de PdF1Fo-

ATPasa (Zarco-Zavala, Mendoza-Hoffmann & Garcia-Trejo, 2018).

Cabe mencionar que en otro laboratorio como es el de la Dra. Judy Hirst (Varghese et
al., 2018) construyeron una mutante nula de { en Paracoccus denitrificans similar a la
obtenida por Mendoza Hoffmann et al., (2018b). Sin embargo, esta otra mutante no es
idéntica a la de Mendoza-Hoffmann et al., (2018b), dado que Varghese et al. (2018)

construyeron una mutante multiple en la que removieron 8 genes de operones de
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hidrogenasas ademas de remover el gen de C, por lo tanto, su muiltiple mutante no sélo
es PdAC como la de Mendoza Hoffmann et al (2018b), sino que es PAAHydA(. Debido a
esto, por complementacion entre las 9 deleciones, su mutante tiene un fenotipo idéntico
a la cepa silvestre (PdWT), dado que crecio igual que la cepa silvestre PAWT en medio
respiratorio de succinato (Varghese et al., 2018). Ademaés, la mutante PdAHydA(
también carece de resistencia a algun antibiético como marcador de seleccion,
impidiendo la confirmacion de que los crecimientos y actividades observadas por
(Varghese et al., 2018) sean efectivamente de la cepa mutante PAAHydA(, y no de la
cepa silvestre PAWT. En resumen, la mutante PdAHydAC de Varghese et al (2018) no
es una construccion clara e inambigua que permita analizar el efecto de la remocién de
¢, dado que carece de otros 8 genes ademas del gen de C (Varguese et al, 2018). En el
caso de la cepa PdAC (Mendoza-Hoffmann et al, 2018b), ademas de tener el marcador
de resitencia a kanamicina sustituyendo al gen de ¢, en esta cepa no se removio ni se
mutd ningun otro gen, pero a diferencia de la de Varghese et al., (2018), la cepa PdA(
creci6 muy deficientemende en medio de succinato, ademas de que disminuyé a la
mitad su concentracion intracelular de [ATP], comparado con la cepa silvestre. El hecho
de que en la cepa PdAC no se modificd ningun otro gen, ademas de la remocion del gen
de (, se corrobor6 por experimentos de complementacién con la insercion del gen
silvestre de ¢ en un plasmido de expresién controlada, logrando “curar” a la cepa PdAC
o revertir sus fenotipos de crecimiento retrasado y disminucién de la concentracion de
ATP. Es decir, la cepa PdA{ complementada con el gen de { (denominada PdAC+{(),
creci0 practicamente igual a la cepa silvestre en medio respiratorio de succinato y
mantuvo sus niveles de concentracion de [ATP] intracelular idénticos a los de la cepa
silvestre PAWT (Mendoza-Hoffmann et al, 2018b). Si el crecimiento lento y la baja [ATP]
de la cepa PdAC se debieran a mutaciones inespecificas en otros genes diferentes al de
¢, la complementacién con el gen silvestre de ¢ en la cepa PdAZ+C no hubiera revertido
los fenotipos de crecimiento lento y baja [ATP], pero el hecho de que la cepa PdAZ+(
reduperd casi por completo el fenotipo silvestre comprueba que las construcciones
PdAC y PdAC+C son las construcciones correctas e idoneas para poder obtener

resultados claros y concluyentes respecto a la funcién biolégica de la subunidad .
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Las similitudes en los mecanismos de inhibicién de IF1 y las subunidades € y { sugieren
gue todos funcionan a modo de “ufieta-trinquete” unidireccional que impide la actividad
“hacia adelante” de la ATP sintasa, pero no en el sentido contrario; es decir, se bloquea
la sintesis de ATP mas no su hidrdlisis. Se han propuesto dos mecanismos posibles
(Garcia-Trejo et al, 2015, 2016):

1. Mecanismo de ufieta-trinquete conformacional: Para bloquear la rotacién en
sentido anti horario de la subunidad y, el N-terminal de { se inserta
profundamente en la interfaz app/Bpr/y de donde es liberado hacia el medio
acuoso por el gradiente de protones y las energias de union de ADP/Pi.

2. Mecanismo de ufeta-trinquete mecanico: La subunidad { se mantiene en su
posicion inhibitoria en la interfaz app/Bor/y, al mismo tiempo que la subunidad y
gira gracias a la energia proporcionada por el gradiente de protones y las

energias de union de ADP/Pi.

Falta resolver cual de estos dos mecanismos es el que funciona en la ATP sintasa de P.
denitrificans, pero es claro que es un mecanismo de ufieta-trinquete o matraca, y debe
ser el mismo el que utilizan tanto el IF; como la subunidade € en las bacterias donde
esta Ultima es inhibitoria (por ejemplo, Escherichia coli). Es importante mencionar que la
subunidad ¢ es esencialmente exclusiva de las a-proteobacterias y su N-terminal
altamente movil es uno de los dominios mas conservados en la subunidad ¢ en este tipo

de bacterias (Zarco-Zavala, Mendoza-Hoffmann & Garcia-Trejo, 2018).

Generalidades sobre la a-proteobacteria Paracoccus denitrificans

Las a-proteobacterias pertenecen a una clase de proteobacterias muy diversa tanto en
su fisiologia como en su distribucién y modo de vida. El ancestro de las mitocondrias
también forma parte de esta clase (Ferla et al, 2013). Entre ellas existe un orden
denominado Rhodobacterales, al cual pertenece Paracoccus denitrificans, un coco
extremofilo Gram-negativo, no-movil, capaz de reducir nitratos y que se caracteriza por
ser muy flexible a nivel metabdlico (Baker et al, 1998). Se ha demostrado formalmente

gue Paracoccus denitrificans se asemeja a la mitocondria mas que otras bacterias a
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nivel de la cadena respiratoria y la fosforilacion oxidativa (excepto por el género
Rickettsia que también pertenece a las a-proteobacterias y es mas similar en su ADN al
ADN mitocondrial). Se teoriza que la membrana interna mitocondrial surgio,
evolutivamente hablando, de una transicion de la membrana plasmatica de una bacteria
aerobia ancestral similar a Paracoccus denitrificans (John & Whatley, 1975). Otro de
sus rasgos caracteristicos es la flexibilidad de su cadena de electrones, la cual contiene
varias deshidrogenasas, oxidasas y reductasas inducibles por distintos factores. Con
excepcion de todos los aspectos funcionales de sus distintos citocromos tipo c, se
conocen bien las secuencias de sus acarreadores de electrones y la estequeometria de

su mecanismo de transduccién de energia (van Verseveld & Bosma, 1987).

Paracoccus denitrificans puede subsistir a base de compuestos de 1 carbono como el
metanol y la metilamina debido a que consigue oxidarlos a formaldehido (mediante la
metanol-deshidrogenasa o metilamin-deshidrogenasa; ambas utilizan al cofactor PQQ)
y posteriormente a CO> por la via del formiato. Obtiene su biomasa al fijar el CO2 por la
via del bifosfato de ribulosa. Esta capacidad de catalizar reacciones rédox se debe a
gue Paracoccus denitrificans puede sintetizar al menos 10 tipos distintos de citocromos
c; cinco de ellos se localizan en el periplasma y cinco en la membrana citoplasmatica.
La sintesis de algunos de estos citocromos es dependiente de las condiciones del
medio y se induce en funcién de la fuente de carbono disponible (por ejemplo; los
citocromos ¢551i y ¢5531 solo son sintetizados cuando la bacteria crece en un medio
con metanol, metilamina o colina, mientras que otros solo se sintetizan en condiciones

de escasez de oxigeno o con nitrato como aceptor de electrones).

Paracoccus denitrificans ha sido considerado un organismo modelo, pues es capaz de
crecer en ambientes aerobios y anaerobios y posee la versatilidad de obtener energia
tanto de compuestos organicos (tales como la metilamina y el metanol), como
inorganicos (tales como el hidrogeno, el tiosulfato, algunos sulfuros y el azufre) (Harms
& van Spanning, 1991; Baker et al, 1998). Se le ha usado como referencia para
identificar nuevas especies de Paracoccus, siendo Paracoccus denitrificans la especie
tipo de su género y también suele utilizarse como ejemplo de un microorganismo capaz

de metabolizar compuestos azufrados. Asimismo se conocen algunas cepas
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quimiolitoautotrofas capaces de utilizar disulfuro de carbono, tiocianatos, sulfonatos y

sulfuro de carbonilo como fuentes de energia (Kelly et al, 2006).

Tal como su nombre lo indica, Paracoccus denitrificans puede reducir tanto los nitratos
como los nitritos en un proceso llamado desnitrificacion en el que pueden utilizar tanto
oxido nitrico como 6xido nitroso como aceptores finales de electrones. En este sentido,
es similar a otra bacteria llamada Thiosphaera pantotropha, tanto que incluso se llegé a
proponer que esta pasara a llamarse Paracoccus pantotropha ya que sus ARNr 16S
son idénticos. En comparacion con Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas stutzeri,
Paracoccus denitrificans fue la bacteria que mas ATP obtuvo mediante la
desnitrificacion en medios ricos en 6xido nitroso, nitrato y nitrito de sodio y 6xido nitrico;
inclusive fue capaz de oxidar amoniaco a nitrito para luego reducirlo en condiciones de
crecimiento anaerobio. Ademas, de las tres especies evaluadas, fue la que generé
mayor produccion de células, con 78 g/mol de nitrato (Carlson & Ingraham, 1983;
Stouthamer et al, 1997). Se sabe que para metabolizar distintos compuestos
nitrogenados, posee enzimas como la nitrato-reductasa, nitrito-reductasa, oxido nitrico-
reductasa y Oxido nitroso-reductasa. Ademas, el metabolismo de compuestos
nitrogenados se lleva a cabo en la membrana periplasmica y en el citoplasma de P.
denitrificans, donde las enzimas ya mencionadas requieren de cofactores como
molibdeno, hierro y cobre. Aunque se desconoce el mecanismo de control de los genes
gue codifican para éstas enzimas, se ha descubierto que el O2 inhibe la reduccion del
nitrato. Asimismo, distintas enzimas como las reductasas y las oxidasas pueden
competir por el suministro de electrones de las deshidrogenasas primarias o del
ubiquinol, y el 6xido nitroso formado a partir del nitrito puede inhibir a las oxidasas
(citocromos), resultando en una redistribucion en el flujo de electrones (Stouthamer,
1991).

53



2um

Figura 12. Células de P. denitrificans tras ser incubadas en hiperaceleracion. Imagenes de microscopio
de transmision de electrones de células de P.denitrificans tras incubacion a 30° Cy 1 x g por 4 h (A) y
134,425 x g por 48 h (B y C). (C) Ocasionalmente, se observaron células altamente alongadas al
incubarse a 134,425 x g (flecha blanca). Imagenes tomadas de Deguchi et al, 2011).

Aunado a esto, Paracoccus denitrificans puede crecer en condiciones de gravedad
extrema como se observa en la Figura 12. (Deguchi et al, 2011). También es capaz de
crecer en condiciones de temperaturas elevadas, para ello sus proteinas han logrado
estabilizarse mediante mecanismos que incluyen un gran namero de interacciones
ibnicas, giros mas cortos entre elementos estructurales secundarios y un
empaguetamiento mas apretado de regiones hidrofébicas. (Guo, Suzuki & Rubinstein,
2019). Por esto, Paracoccus denitrificans ha sido utilizado como modelo para la
investigacion en mecanismos de transduccion energética en bacterias, con especial
énfasis en los genes involucrados en la formacion de los complejos proteicos de la
cadena respiratoria y del transporte periplasmico de electrones. Se sabe que los
citocromos de P. denitrificans son los encargados de la desnitrificacion, con al menos
40 genes involucrados (y otros 20 para la oxidacién de compuestos como el metanol).
Se cree que esta superfamilia de proteinas deriva de un ancestro comun (Stouthamer,
1992; Steinrticke & Ludwig, 1993).

Es interesante mencionar que la ATP sintasa de Paracoccus denitrificans fue de las
tltimas F-ATP sintasas en purificarse (de la Rosa-Morales, 2005; Morales-Rios et al,
2014) y cristalizarse (Morales Rios et al, 2015, 2016). Esta enzima solo puede sintetizar
ATP vy la inhibicion de la hidrélisis del mismo involucra al inhibidor ¢, exclusivo de a-
proteobacterias como ya se habia mencionado anteriormente. Se escogié a P.

denitrificans como modelo de estudio porque esta filogenéticamente relacionado al
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protoendosimbionte que di6 origen a las mitocondrias actuales. Ademas, la ATP sintasa
de P. denitrificans presenta una propiedad sumamente interesante: es una enzima
practicamente unidireccional, pues sintetiza ATP con una velocidad mucho mayor a la
gue lo hidroliza, aproximadamente 20 — 60 veces, lo que se ha atribuido a su subunidad

¢ (Zarco-Zavala et al, 2014; Zarco-Zavala, Mendoza-Hoffmann & Garcia-Trejo, 2018).

Mediante modelado molecular y experimentos de competencia de C vs IF1, se demostré
que la subunidad ¢ de P. denitrificans se une en la misma interfaz apr/Bor/y que el IF1
en la ATP sintasa mitocondrial, y se propuso que ¢ deberia adoptar una forma de a-
hélice inhibitoria como el IF1. Ademas, en este mismo trabajo (Garcia-Trejo et al, 2015,
2016) se propuso que ¢ debe funcionar como matraca o ufeta trinquete, inhibiendo
unicamente la actividad de F-ATPasa sin afectar la de F-ATP sintasa (Garcia-Trejo et
al, 2016). En paralelo, por cristalografia de rayos X con una resolucién de 4 A se
corroboraron estas predicciones y se confirmé que la subunidad ¢ se une al dominio F1
mediante los residuos 1 — 19 de la a-hélice del N-terminal de una manera similar a
como se unen las regiones IF1 inhibitorias de F1-ATP sintasas de bovino y de levadura
(Morales Rios et al, 2015b).

La subunidad ¢ de Paracoccus denitrificans es una homéloga a nivel funcional del IF; de
células eucariontes, aunque no se ha demostrado que { e IF:1 sean proteinas
homélogas relacionadas filogenéticamente. La ATP sintasa de esta bacteria impide la
hidrolisis de ATP gracias al mecanismo de { de ufeta-trinquete (Garcia-Trejo et al,
2016). Otras bacterias como Caldalkalibacilis thermarum y Mycobacterium tuberculosis
también presentan una escasa hidrolisis ATP, aunque se teoriza que esto se debe a
una conformacién singular de su subunidad y o a que se inhibe por una muy lenta
liberacion de ADP. En contraste, Guo et al, (2020) han descubierto que unas
extensiones con forma de gancho de la subunidad a de la ATP sintasa de M.
smegmatis evitan que la enzima vaya en reversa, previniendo asi la hidrélisis de ATP y

preservando su energia en condiciones hipdxicas.

Como se menciond anteriormente, en una cepa mutante carente de 8 genes de
hidrogenasas y de la subunidad { denominada PdAHydAl, se interpretaron

errbneamente los resultados obtenidos, dado que, contrario a lo observado por el
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laboratorio del Dr. Garcia Trejo (Mendoza-Hofmann et al, 2018) la ausencia total de
esta subunidad, aparentemente no activd sustancialmente la hidrélisis del ATP
(Varghese et al, 2018).

En comparacion con las F-ATPasas de mamiferos y de E. coli, la hidrdlisis de ATP de
Paracoccus denitrificans, tras haber removido la subunidad {, “aparentemente” se vio
incrementada menos de dos veces, por lo que los autores (Varghese et al, 2018)
interpretaron que la remocion de esta subunidad no tiene efecto significativo sobre la
cantidad de ATP hidrolizado por la enzima. No obstante, las medidas de actividad de
ATPasa de este trabajo fueron hechas en presencia de una alta concentracion de
sulfito, el cual inhibe a las enzimas acoplantes del sistema regenerador de la medida de
actividad de ATPasa (Garcia-Trejo, J.J. datos no publicados), en particular a la piruvato
cinasa a concentraciones > 3 mM, y en el trabajo de Varghese et al (2018) usaron 10
mM de sulfito en su ensayo acoplado de actividad de ATPasa. Adicionalmente, las
preparaciones enzimaticas fueron sometidas a ciclos de congelacion/descogelacion,
originando pérdida de actividad de las enzimas PdF:;-ATPasa y PdFiFo-ATPasa. En
contraste, nuestras determinaciones de actividad de la PdF:-ATPasa se obtuvieron de
inmediato al purificar a la enzima sin congelarla, mostrando una activacion de 2-6 veces
de PdF:Fo-ATPasas y de PdFi:-ATPasa. Por lo tanto, Varghese et al (2018) no vieron la
activacion de 2-6 veces en la mutante PdAC e interpretaron que la falta de activacion al
remover la subunidad { se debia a que el C-terminal de la subunidad € adoptaba una
conformacion inhibitoria que bloquea la hidrdlisis del ATP en ausencia de la subunidad ¢
tal como se atestiguo en E. coli (Varghese et al, 2018). Sin embargo, Morales-Rios et al
(2010) y Zarco-Zavala (2014) demostraron en varios experimentos funcionales de
reconstitucion homologa que la subunidad Pd-€ no participa en la inhibicién de la PdF;
ni PdFiFo-ATPasa, apoyando con todas estas evidencias que la subunidad ¢ es un
potente inhibidor unidireccional tipo ufieta-trinquete de la PdF;-ATPasa y de la PdFiFo-
ATPasa, y que tiene un papel crucial en el crecimiento respiratorio de Paracoccus
denitrificans. Con base en estos resultados se patenté una mutante PdAC para posibles
aplicaciones de desnitrificacion de aguas potables y aguas tratadas (Garcia Trejo,

Mendoza Hoffmann, & Cevallos Gaos, patente en tramite).
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Retomando el tema del singular metabolismo de Paracoccus denitrificans, es algo
distintivo que sus aparatos de fosforilacion oxidativa compartan tantas similitudes con
los de las mitocondrias (Ferguson, 2018). Luego de que John y Whatley destacaran a
P. denitrificans en 1975, se hizo notorio que esta, durante mucho tiempo relegada
especie bacteriana, poseia una capacidad metabdlica sumamente interesante y
llamativa. Lo primero que llamé su atencion fue que P. denitrificans posee dos
oxidoreductasas distintivas; la éxidoreductasa de flavoprotein-ubiquinona (ETF-UQ) de
transferencia de electrones y la oxidasa de sulfito periplasmica dependiente de Mo*2.
De igual manera, los citocromos ci mitocondriales comparten muchas similitudes con
los de a-proteobacterias como Paracoccus y Rhodobacter, mas especificamente a nivel
de sus Holo Citocromo c¢ Sintasas (HCCS), responsables de la unién post-traduccional

de un grupo hemo a un polipéptido para generar un citocromo tipo c.

Bacterias como Paracoccus denitrificans, Rhodobacter sphaeroides y Rhodobacter
capsulatus poseen complejos respiratorios muy parecidos a los de las mitocondrias,
aunque con menos subunidades. En P. denitrificans, la fosforilacion oxidativa es similar
a la de los eucariontes porque su cadena respiratoria es parecida a la de las
mitocondrias. Una serie de enzimas asociadas a membrana mejor conocidas como
complejos respiratorios, llevan a cabo la transferencia de electrones por lo general el
ultimo aceptor de electrones en esta cadena es una molécula de O, que a su vez
termina convirtiéndose en dos moléculas de agua. No obstante, el O; también puede
sufrir reacciones secundarias que derivan en la formacion de superoxidos o especies
reactivas de oxigeno (EROs) que comprometen la integridad celular al degradar al
ADN, ARN, lipidos, proteinas etc. Los mismos complejos respiratorios son susceptibles
al estrés oxidativo (Sedlacek & Kucera, 2019). Otro aspecto destacable de P.
denitrificans es la peculiaridad de sus biopeliculas; aunque se sabe que la mayoria de
las bacterias forman biopeliculas, matrices de polisacaridos habitadas por comunidades
de una o mas especies de microorganismos, la de ésta especie en particular (un coco
Gram negativo no movil) es delgada (de alrededor de 4 um de espesor en una interfaz
liquido-aire) debido a una gran proteina de superficie denominada BapA (Proteina
asociada a biopelicula-A) regulada por monofosfato de diguanosina ciclico (c-di-GMP),

un mensajero secundario involucrado en la formacién de biopeliculas en muchas
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bacterias, sin embargo también es capaz de formar biopeliculas gruesas. Las proteinas
Bap son un grupo de adhesinas monoméricas repetitivas que en bacterias Gram
negativas se componen de tres dominios: Un N-terminal, un largo nucleo de
monomeros repetidos en tandem y un N-terminal, en su conjunto pueden medir de 1873
a 8682 aa. Suelen ubicarse en la superficie de las células y median la adhesion célula-
superficie y célula-célula. En bacterias Gram negativas, las Baps son secretadas del
citoplasma al medio extracelular mediante sistemas de secrecion Tipo |. Es necesario
gue haya Ca*? en el medio pues las adhesinas contienen repeticiones de péptidos ricos
en aspartato-glicina cuyos C-terminales se unen a un i6én Ca*? (Morinaga et al, 2020;
Yoshida et al, 2017). EI Quérum Sensing (QS) es un proceso de comunicacion
bacteriano de célula a célula que depende de la produccion, deteccidn y respuesta a
moléculas de sefializacién extracelulares llamadas autoinductores. El QS permite a
comunidades de bacterias de la misma especie o de distintas especies, sincronizarse
unas con otras y modificar su comportamiento para responder a estimulos externos
como la presencia de fuentes de carbono, sustancias citotoxicas y otras condiciones
desfavorables. No obstante, las bacterias que habitan en biopeliculas suelen ser mas
resistentes a estrés ambiental (como variaciones bruscas de pH, choque osmatico o luz
UV) que sus contrapartes de vida libre (Mukherjee & Bassler, 2019). El QS inhibe la
formacion de biopeliculas en P. denitrificans. La sefial de QS en esta bacteria es
hidrofébica y se transmite a través de vesiculas en las membranas celulares. Una
biopelicula comienza a formarse cuando una o algunas células colonizadoras se
adhiere a una superficie (adherencia inicial), tras lo cual viene la adherencia irreversible;
cuando las células comienzan a segregar proteinas y exopolisacaridos (EPS) como la
fibrina y el alginato, ademas de lectinas y acidos nucleicos extracelulares (ADNe).
(Morinaga et al, 2020; Vestby, Grgnseth, Simm & Nesse, 2020). La formacion de
biopeliculas se ve acelerada si la bacteria posee flagelos o pili, pues fomenta la
generacion de microcolonias que se extienden rapidamente por la superficie en donde
se han adherido. Pseudomonas aeruginosa es ampliamente destacada a nivel clinico
por esto gracias a su proteina de adhesion LapA. En cambio, poco se sabe sobre como
bacterias Gram negativas no métiles forman biopeliculas. Por otro lado, es sabido que

el oxido nitrico (NO) regula el nivel de BapA que involucra a c-di-GMP, ya que por
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ejemplo, en Pseudomonas aeruginosa, la acumulaciéon de éste abate la movilidad
celular a la vez que fomenta la produccion de EPS. Asimismo, las células tienden a
dispersarse de las biopeliculas cuando el c-di-GMP es degradado por accién de las
fosfodiesterasas (PDEs). Kumar y Spiro (2017) han probado que el NO estimula la
formacién de biopeliculas en P. denitrificans la sintesis de c-di-GMP esta regulada por
la proteina H-NOX (Unién de Hemo-Oxido Nitrico/Oxigeno) en base al NO que la
bacteria produce como intermediario en sus procesos de desnitrificacion. Esto es
radicalmente opuesto a lo que sucede en otras biopeliculas, donde el NO promueve la
dispersion celular. La molécula que Paracoccus denitrificans sintetiza para llevar a cabo
QS es la N-hexadecanil-L-homoserin lactona (C16-HSL) mediante la proteina pdnl. En
una mutante carente de esta proteina se forma una biopelicula gruesa en comparacion
a la producida por la cepa silvestre. Por lo tanto, C16-HSL regula la producciéon de EPS.
En la Figura 13 se representa la manera en la que se cree que P. denitrificans forma
biopeliculas con base en observaciones realizadas usando una cepa silvestre WT y una
cepa mutante Pdnl (Morinaga et al, 2020; Yoshida, Tobofuku, Nozomu & Nomura,
2017).

QS + Qs -
(Wild type) (the pdnl mutant)

Demtrlﬁcatlon s0um
Nitric oxide **1| Cyclic-di-GMP Qs
0..A \.‘0

i) |.....

BapA
,QO & @ ! OO

Initial attachment Biofilm formation

Figura 13. Representacion esquemética de la formacion de biopelicula en P. denitrificans. La proteina
BapA es necesaria para la adherencia (Kumar & Spiro, 2017; Yoshida et al, 2017). El c-di-GMP inhibe la
expresion del gen bapA y la secrecién de la proteina BapA (Kumar & Spiro, 2017). El QS inhibe la
formacion de biopeliculas (Morinaga et al, 2018). Mediante escéner de laser confocal se muestran las
estructuras de las biopeliculas de Paracoccus denitrificans WT y la mutante Pdnl. La ventaja de formar
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biopeliculas delgadas es que cada célula puede tener mejor acceso a nutrientes que en biopeliculas
gruesas (Imagen tomada de Morinaga et al, 2020).

La composicion del genoma de las a-proteobacterias difiere entre un género y otro,
dependiendo esencialmente de su metabolismo y principal forma de obtencién de
energia; por ejemplo, las a-proteobacterias asociadas a células de mamiferos suelen
tener genomas mas pequefos y ricos en adenina y timina (A+T) en comparacién de sus
congéneres quimioautétrofas cuyos genomas suelen ser mas extensos y ricos en
guanina y citosina (G+C), si bien existen excepciones como el género Burkholderia

cuyo genoma es 66.6% C+G y es una patdégena oportunista (Moreno, 1998).

Debido a que este tipo de genomas ricos en C+G le confiere a las a-proteobacterias
una mayor resistencia a condiciones de vida inhdspitas, este tipo de bacterias puede
tener una distribucion geografica mas amplia, asi como diversos estilos de vida (Ettema
& Andersson, 2009). Por ejemplo, la a-proteobacteria marina de vida libre Pelagibacter
ubique es probablemente el ser vivo mas abundante del planeta, ya que constituye un
tercio de las células en la superficie del océano (o hasta 25% en verano, desplegando
en total un volumen aproximado de 2X10%8 células) y posee un genoma rico en G+C
que es el mas pequefio de todos los microorganismos de vida libre. Ultimamente se han
secuenciado los genomas de muchas especies de a-proteobacterias, encontrandose
gue muchos géneros, a pesar de no ser filogenéticamente muy cercanos, comparten
proteinas similares, especialmente proteinas involucradas en el metabolismo de
compuestos sulfurados y nitrogenados, la sintesis de proteinas y la regulacion del ciclo
celular (Gupta & Mok, 2007).

El contenido de G+C en el genoma de Paracoccus denitrificans es del 65.63%, si bien
otros autores reportan porcentajes ligeramente diferentes, ya que en ningun caso la
diferencia de los valores reportados es de + 1.5% (Baker et al, 1998). El tamafio de su
genoma es de 5'242,327 bp, con dos cromosomas Yy un plasmido, ademas posee 5308
genes que codifican para proteinas, 54 genes de ARNt y 9 operones de ARNr. El
analisis comparativo de los genomas de distintas cepas de P. denitrificans revelé que la
expresion génica relacionada con procesos como la formacién de biopeliculas, la
desnitrificacion y el metabolismo del nitrégeno bajo condiciones aerobias se ve afectada

por el tiempo de incubacién y la velocidad de agitacién (Si et al, 2019).
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Analisis bioinforméatico de la subunidad ¢ de Paracoccus denitrificans

La estructura primaria (secuencia de aminoacidos) de la subunidad ¢ de Paracoccus
denitrificans (PD1222, numero de identificacion 138586) usada como referencia para
compararla contra una serie de secuencias almacenadas en un banco de datos es la

siguiente:

MTTFDDRERA HEAKFAHDAE LNFKAEARRN RLLGEWAAGL LGKTGDDARA
YALTVVTSDF DEPGDEDVFR KLAADLEGKA DEETIRAKMV ELRATAREQI ISEI

Mediante un BLAST en https:/blast.ncbi.nim.nih.gov/blast.cgi se compar6é dicha

secuencia de referencia contra otras 500 secuencias similares. Se obtuvieron 494

resultados (incluida la secuencia molde) y se encontro lo siguiente:

La subunidad ¢ estd presente en practicamente todas las especies y cepas género
Paracoccus, asi como en muchas otras especies de a-proteobacterias. Como se puede
apreciar en las Figuras 14 y 15 el porcentaje de identidad, es decir, qué tanto coincide
(residuo por residuo) una secuencia con la secuencia de referencia, fue siempre
considerable, siendo el menor valor encontrado 58.25% (Cereibacter sphaeroides) y el

maximo 95.19% (la cepa MKU1 de Paracoccus denitrificans).

Description Scientific Name fatl) Sy = B e
‘.,p S Score Cover value Ident Len Accession

v v v v v
DUF 1476 domain-containing protein [Paracoccus denitrificans] Paracoccus denitrificans 206 100% 9e-67 100.00% 104 WP_011749137.1
DUF 1476 domain-containing protein [Paracoccus sp. MKU1] Paracoccus sp. MKU1 197 100% 2e-63 95.19% 104 WP_058097845.1
DUF 1476 domain-containing protein [Paracoccus pantotrophus] Paracoccus pantotrophus 197 100% 3e-63 94.23% 104 WP_024843655.1
DUF1476 domain-containing protein [Paracoccus pantotrophus] Paracoccus pantotrophus 196 100% 1e-62 93.27% 104 WP_074990430.1
DUF 1476 domain-containing protein [Paracoccus versutus] Paracoccus versutus 195 100% 1e-62 93.27% 104 WP_036756212.1

MULTISPECIES: DUF 1476 domain-containing_protein [unclassified Para... unclassified Paracoccus 195 100% 1e-62 93.27% 104 WP_028712203.1

CE<E<E<E<ECECECH<N<N<N<N<N<

DUF 1476 family protein [Paracoccus binzhouensis] Paracoccus binzhouensis 194 100% 2e-62 93.27% 104 WP_199258921.1
MULTISPECIES: DUF1476 domain-containing_protein [Paracoccus] Paracoccus 194 100% 3e62 93.27% 104 WP_116220473.1
MULTISPECIES: DUF 1476 domain-containing_protein [Paracoccus] Paracoccus 193 100% 8e-62 91.35% 104 WP_010394038.1
DUF1476 domain-containing protein [Paracoccus versutus] Paracoccus versutus 193 100% 1e-61 9231% 104 WP_114537662.1
DUF 1476 domain-containing_protein [Paracoccus pantotrophus] Paracoccus pantotrophus 193 100% 1e-61 92.31% 104 WP_072462081.1
DUF 1476 domain-containing protein [Paracoccus thiocyanatus] Paracoccus thiocyanatus 189 100% 5e-60 90.38% 104 WP_115756859.1
DUF 1476 family protein [Paracoccus sp. H4-D09] Paracoccus sp. H4-D09 186 99%  4e-59 90.29% 104 WP_205296286.1
DUF 1476 domain-containing_protein [Paracoccus limosus] Paracoccus limosus 184 100% 3e-58 8558% 104 WP_155063426.1

Figura 14. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de la subunidad ¢ de diferentes especies

del género Paracoccus. La comparacion de secuencias se hizo por BLAST y se muestran en orden
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descendente del porcentaje de identidad en funcién de su valor E, tomando como referenciala
secuencia reportada para Paracoccus denitrificans Pd1222 (resultados 1 — 14).

Description Scientific Name Mancy ot oy e Per. |Acc
"D - Score Score Cover value Ident Len Accession
- - - ~ - -
DUF 1476 domain-containing protein [Paracoccus laeviglucosivorans] Paracoccus laeviglucos... 182  99% 1e-57 87.38% 104 WP_142662509 1

MULTISPECIES: DUF 1476 domain-containing_protein [unclassified Para... unclassified Paracoccus 181  99% 3e-57 87.38% 104 WP_155044421 1

DUF 1476 domain-containing protein [Paracoccus aminovorans] Paracoccus aminovorans 180  99% 9e-57 84.47% 104 WP_074965857 1
MULTISPECIES: DUF 1476 domain-containing_protein [Paracoccus) Paracoccus 180 99% 1e-56 84.47% 104 WP_017999788.1
DUF 1476 domain-containing protein [Paracoccus sp. DMF] Paracoccus sp. DMF 179 99% 4e-56 83.50% 104 TFE55386.1

MULTISPECIES: DUF 1476 domain-containing_protein [Paracoccus] Paracoccus 179  99% 5e-56 86.41% 104 WP_028717872.1
DUF 1476 domain-containing_protein [Paracoccus yeei] Paracoccus yeei 177 99% 1e-55 86.41% 104 WP_080622763.1

MULTISPECIES: DUF 1476 domain-containing protein [unclassified Para... unclassified Paracoccus 176  99% 5e-55 8252% 104 WP_154491609.1

MULTISPECIES: DUF 1476 domain-containing _protein [Paracoccus] Paracoccus 176 99% 5e-55 84.47% 104 WP_155037914 1
DUF 1476 domain-containing protein [Paracoccus sulfuroxidans] Paracoccus sulfuroxidans 176  99% 7e-55 80.58% 104 WP_145396540.1
DUF1476 domain-containing protein [Paracoccus lutimaris] Paracoccus lutimaris 175 100% 2e-54 83.65% 104 WP_114348554 1
MULTISPECIES: DUF1476 family protein [unclassified Paracoccus] unclassified Paracoccus 174 100% 3e-54 80.77% 104 WP_182791478.1
DUF 1476 domain-containing_protein [Paracoccus sphaerophysae] Paracoccus sphaeroph... 174  99% 3e-54 84.47% 104 WP_036716549 1
DUF 1476 domain-containing protein [Paracoccus solventivorans] Paracoccus solventivor... 172 100% 1e-53 81.73% 104 WP_073060152.1
DUF 1476 domain-containing protein [Paracoccus homiensis] Paracoccus homiensis 172 99% 1e-53 81.55% 105 WP_090734118.1
DUF 1476 domain-containing protein [Paracoccus sp.] Paracoccus sp. 172 100% 2e-53 81.73% 104 MBP6677677.1

Figura 15. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de la subunidad ¢ de diferentes especies
del género Paracoccus. La comparaciéon de secuencias se hizo por BLAST y se muestran en orden
descendente del porcentaje de identidad en funcién de su valor E, tomando como referencia la

secuencia reportada para Paracoccus denitrificans Pd1222 (resultados 15 — 30).

Como era de esperarse, el mayor grado de similitud se hall6 en otros miembros del
género Paracoccus, tales como P. pantotrophus, P. versutus, P. thiocyanatus, P.
limosus, P. aminovorans etc., los cuales presentaron intervalos de similitud de entre
68.93% a 95.19% (69% a 95.2%). Es oportuno mencionar que algunas de los mayores
porcentajes de similitud no se observaron en especies identificadas del género
Paracoccus, sino en cepas que carecen de una especie concreta asignada o
simplemente designadas como Paracoccus sp. con alguna clave de identificacion, tales
como Paracoccus sp BP8, J56, H4-D09, DK608 etc.

En cualquier caso, todos los valores de E obtenidos del BLAST no fueron
estadisticamente significativas (siendo el menor 1X107t y el mayor 2X10%), lo que
indica que la probabilidad de que el resultado de similitud obtenido haya sido obtenido

por mera coincidencia, no es estadisticamente significativo. A menor valor de E, el
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porcentaje de similitud es mayor y en consecuencia, mayor la correspondencia con
respecto a la secuencia de referencia. Por otra parte, en la columna llamada Accession
Length (longitud de adhesion) puede verse que la longitud de la secuencia de la
subunidad ¢ esta altamente conservada en la gran mayoria de las especies, siendo que
en la mayoria mide 104 aminoécidos y en unas cuantas mide 105 o hasta 106
aminoacidos. Esto parece no guardar relacion directa con el porcentaje de identidad, ya
que algunas de las secuencias de 105 o 106 aminoacidos (por ejemplo, las de
Paracoccus homiensis y Paracoccus lichenicola, respectivamente) guardan mas
similitud con la secuencia de referencia (81.55% y 76.47% respectivamente) que otras

secuencias cuya longitud es igual a la longitud de la secuencia de referencia.

Como es posible observar en la Figura 16, no todas las secuencias que guardan
similitud con respecto a la secuencia de referencia pertenecen al género Paracoccus,
sino que pertenecen a otros géneros de a-proteobacterias. Los géneros de este tipo de
bacterias que poseen dicha subunidad son (por orden de aparicion): Methylarcula
marina, Yoonia  vestfoldensis, Rhodobacter, Defluvimonas,  Sulfitobacter

pseudonitzschiae, Kocuria rhizophila etc.

Accession

114076243 .1

127899035 1

209059253 1

087206840.1

187793435 1

2074707931

200684940 1

131575409.1

119751770.1

090739794 1

MBC7154727 1

136857405.1

126976614.1

106159423 1

WP_089422194.1

Comtctare % 100 O et
- - ~ ~ - -
DUF 1476 domain-containing_protein [Paracoccus suum] Paracoccus suum 155 99% 1e-46 73.79% 104 WP
DUF 1476 domain-containing_protein [Paracoccus sp. Arc7-R13] Paracoccus sp. Arc7-R13 154  99% 3e-46 73.79% 104 WP
MULTISPECIES: DUF 1476 domain-containing protein [unclassified Para... unclassified Paracoccus 153 99%  5e-46 71.84% 105 WP
DUF 1476 domain-containing_protein [Yoonia vestfoldensis] Yoonia vestfoldensis 152 100% 1e-45 70.19% 104 WP
DUF1476 family_protein [Paracoccus amoyensis] Paracoccus amoyensis 150 99% 5e-45 72.82% 106 WP
DUF 1476 family protein [Paracoccus fontiphilus] Paracoccus fontiphilus 150 99% 6e-45 7476% 105 WP
DUF 1476 family protein [Paracoccus caeni] Paracoccus caeni 150 96% Te-45 73.00% 106 WP
DUF 1476 domain-containing protein [Paracoccus sp. 1-41R45] Paracoccus sp. I-41R45 150 99% 1e-44 7184% 104 WP
DUF 1476 domain-containing_protein [Paracoccus sp. 1011MAR3C25] Paracoccus sp. 1011M... 150 99% 1e-44 T7476% 105 WP
DUF 1476 domain-containing_protein [Paracoccus tibetensis] Paracoccus tibetensis 149  99% 3e-44 7282% 104 WP
DUF 1476 domain-containing_protein [Rhodobacteraceae bacterium] Rhodobacteraceae bac... 148 100% 8e-44 70.19% 104
DUF1476 domain-containing_protein [Paracoccus hibiscisoli] Paracoccus hibiscisoli 147  99% 1e-43 68.93% 104 WP
DUF 1476 domain-containing_protein [Defluviimonas sp. XJ4] Defluviimonas sp. XJ4 147  99% 1e-43 7087% 104 WP
DUF 1476 domain-containing_protein [Hasllibacter halocynthiae] Hasllibacter halocynthiae 147 99% 2e-43 70.87% 106 WP
MULTISPECIES: DUF 1476 domain-containing_protein [Sulfitobacter] Sulfitobacter 147 100% 2e-43 6827% 106 WP
DUF1476 domain-containing_protein [Yoonia vestfoldensis] Yoonia vestfoldensis 146 100% 3e-43 68.27% 104 WP

019955121 1

Figura 16. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de la subunidad { de diferentes especies
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del género Paracoccus. La comparacion de secuencias se hizo por BLAST y se muestran en orden
descendente del porcentaje de identidad en funcidn de su valor E, tomando como referenciala
secuencia reportada para Paracoccus denitrificans Pd1222 (resultados 31 — 46).

Por otra parte, el grado de similitud que se encontrd en otras especies y géneros de a-
proteobacterias no fue escaso (halldndose un 76.70 — 58.25%) y si fue lo
suficientemente alto como para considerarse como altamente conservado. Lo anterior,
sugiere que el gen que codifica para la subunidad ¢ es un gen ortélogo; es decir, un gen
gue se mantiene constante porque proviene de un ancestro comun y cuyas diferencias
se deben a un proceso de especiacion. Asimismo, se observo una clara disminucién en
el porcentaje de identidad a medida que hubo una mayor deriva y distancia filogenética
con respecto a la secuencia de referencia contra la cual fueron contrastadas y
comparadas las demas. Por lo tanto, es altamente probable que un mayor porcentaje
de identidad corresponda a una mayor proximidad filogenética y taxonomica. Por
ejemplo; el porcentaje de identidad de Yoonia vestfoldensis es de 70.19%, lo cual la
aproximaria mas filogenéticamente a Paracoccus denitrificans 1222 que Devosia
enhydra, cuyo porcentaje de identidad es solo del 59.43%. En la Figura 17 se presenta
un cladograma con doce especies representativas de a-proteobacterias con

subunidades ¢ homodlogas (Zarco-Zavala et al, 2014).

....................................... Paracoccus denitrificans
Rhodobacter capsulatus

........................................ Rhodobacter sphaeroides
o T Oceanicola batsensis
%_ .................................. Jannaschia sp.

........... Rhizobium etli

................................ Rhodopseudomonas palustris

e i e w R A VAR A Bradyrhizobium japonicum
..................... Magnetospirillum magnetotacticum
............... Rhodospirillum rubrum
. Methylobacterium nodulans
Methylobacterium radiotolerans

Figura 17. Cladograma de la secuencia de genes de Pd- en a-proteobacterias. EI marco abierto de

lectura (ORF por sus siglas en inglés) del gen de Pd-{ en a-proteobacterias fue descargado de BLAST.
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Lo anterior esta respaldado por los resultados obtenidos por Ettima y Andersson (2009),
quienes reportaron que entre el 33 — 97% de todos los genes de a-proteobacterias
poseen al menos un homdlogo que también pertenece a una a-proteobacteria. Los
genomas de estas bacterias varian hasta 10 veces de tamafio unos con respecto a
otros, en un intervalo que va de 1 a mas de 9 millones de pb, con miles de genes
especie-especificos, si bien existen genes presentes en practicamente todos los
genomas, independientemente de su tamafio. Hay aproximadamente 200 genes
involucrados en la sintesis de ADN, ARN y proteinas y otros 40 involucrados en la
biosintesis de nucleotidos y cofactores. Estadisticamente, se ha demostrado que hay
una tendencia bien definida hacia un aumento en el nimero de genes involucrados en
procesos de adaptacion tales como metabolismo energético y funciones regulatorias y
de transporte (aproximadamente 80 — 100 genes por cada millén de bp), lo que culmina
en genomas mas extensos y complejos. También se ha observado que en a-
proteobacterias patdégenas intracelulares, como algunas Rickettsiales (un orden cercano
al género Paracoccus), hay una tendencia a perder genes, principalmente aquellos
involucrados en la sintesis de metabolitos (por ejemplo, vitaminas y aminoacidos) que
en su lugar son importados del citoplasma rico en nutrientes de su célula eucarionte
hospedera. Esta tendencia puede conllevar a la pérdida de hasta el 30% del genoma de
la bacteria. Las Rhodobacterales (el orden de a-proteobacterias al que pertenece
Paracoccus denitrificans) amplian su acervo genético por transferencia horizontal de
genes y mediante replicones extensos llamados megaplasmidos. Las a-proteobacterias
de vida libre tienden a poseer mas genes que las parasitarias intracelulares (Ettema &
Andersson, 2009). Otras a-proteobacterias como Rhodobacter sphaeroides poseen su
propia subunidad homdloga a la subunidad ¢, lo cual sugiere que esta subunidad actua
como un inhibidor de la Fi:-ATPasa en la mayoria de las a-proteobacterias (Zarco-
Zavala et al, 2014).

Como se ha mencionado anteriormente, casi todas las bacterias que poseen una
secuencia similar a la de la subunidad ¢ pertenecen a la clase de las a-proteobacterias.
En la Figura 18 es posible observar que practicamente todas las secuencias que
comparten cierto grado de porcentaje de identidad con respecto a la secuencia de

referencia son a-proteobacterias a excepcion de ocho, las cuales son: Pseudomonas
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stutzeri (una y-proteobacteria), Rhodoferax sp (una B-proteobacteria), Kocuria rhizophila
y Mycobacterium sp (bacterias Gram + ricas en C+G, caracteristica que comparten con
Paracoccus denitrificans), las bacterias candidatas Falkowbacteria y Saccharibacteria,
una bacteria sin clasificar que no ha sido cultivada y finalmente la bacteria GNS (verde

no del azufre o Green Non Sulphur por sus siglas en inglés) Chloroflexi.

Es probable que la presencia de secuencias similares a la de la secuencia de referencia
se deba a un proceso de transferencia horizontal de genes. Sin embargo, cabe
mencionar que, en estos casos, la cobertura no es del 100%, es decir que estos genes
de ¢ exdgenos a las a-proteobacterias, corresponden a genes truncos o incompletos de
la subunidad ¢, de tal modo que no es seguro que sean genes funcionales, mientras
gue en las a-proteobacterias los genes de la subunidad { son genes completos y

sabemos que en varios casos son funcionales (Mendoza-Hoffmann, 2018).

. Rhodobacterales bacterium RIFCSPHIGHO2 12 _FULL 62 75 a-proteobacteria 131 1 Rhodobacterales bacterium RIFCSPHIGHC

. Rhodobacterales bacterium 32-66-7 a-proteobacteria 130 1 Rhodobacterales bacterium 32-66-7 hits

. Rhodobacterales bacterium 17-64-5 a-proteobacteria 130 1 Rhodobacterales bacterium 17-64-5 hits

. Rhodobacterales bacterium HKCCD4356 a-proteobacteria 127 1 Rhodobacterales bacterium HKCCD4356 h!
. Alphaproteobacteria bacterium a-proteobacteria 161 10 Alphaproteobacteria bacterium hits
. Alphaproteobacteria bacterium GH1-50 a-proteobacteria 136 Alphaproteobacteria bacterium GH1-50 hits
. Alphaproteobacteria bacterium HGW-Alphaproteobacteria-4 a-proteobacteria 134 Alphaproteobacteria bacterium HGW-Alpha

)
1
. Alphaproteobacteria bacterium KMM 3653 a-proteobacteria 133 1 Alphaproteobacteria bacterium KMM 3653 |
. Alphaproteobacteria bacterium HGW-Alphaproteobacteria-1 a-proteobacteria 132 1 Alphaproteobacteria bacterium HGW-Alpha
. Devosia pacifica a-proteobacteria 130 2 Devosia pacifica hits
. Roseibium sp. RKSG952 a-proteobacteria 128 1 Roseibium sp. RKSG952 hits
. Pseudomonas stutzeri g-proteobacteria 157 1 Pseudomonas stutzeri hits
. . Rhodoferax sp. b-proteobacteria 132 1 Rhodoferax sp. hits
. . Alphaproteobacteria a-proteobacteria 128 i Alphaproteobacteria hits
. Kocuria rhizophila high GC Gram+ 170 1 Kocuria rhizophila hits
. Candidatus Falkowbacteria bacterium bacteria 134 4 Candidatus Falkowbacteria bacterium hits
. Candidatus Saccharibacteria bacterium bacteria 133 1 Candidatus Saccharibacteria bacterium hits
. Mycobacterium sp. high GC Gram+ 130 i Mycobacterium sp. hits
. uncultured bacterium bacteria 128 1 uncultured bacterium hits
. Chioroflexi bacterium GNS bacteria 127 1 Chloroflexi bacterium hits

Figura 18. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de la subunidad { de diferentes especies
del género Paracoccus. La comparacién de secuencias se hizo por BLAST y se muestran en orden
descendente del porcentaje de identidad en funcién de su valor E, tomando como referencia la
secuencia reportada para Paracoccus denitrificans Pd1222 (altimos resultados).

Por lo tanto, es probable que los porcentajes de identidad menores sean en realidad
pseudogenes, es decir, genes que han perdido su funcion y de los cuales solo quedan
fragmentos sin funcién. Se conjetura que esto sucede debido a un proceso de

transferencia horizontal de genes en el que una célula de Paracoccus denitrificans o
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alguna otra a-proteobacteria, le transfirio el gen Pden_2826 a alguna de estas
bacterias. Este gen no habria conseguido acoplarse correctamente al genoma de dicha
bacteria debido a algun tipo de incompatibilidad como la longitud fragmento o el tamafio
del genoma de la bacteria receptora, sin embargo, la secuencia permanecié dentro de
la bacteria y a medida que pasé el tiempo fue degenerandose hasta eventualmente
convertirse en un pseudo-gen. P. denitrificans, y en particular la cepa Pd1222, tiene una
alta frecuencia de conjugacion, lo cual permitiria la transferencia horizontal de sus
genes a otras a-protobacterias o incluso a bacterias de otras clases que sean
compatibles con la conjugacion con P. denitrificans, como las eubacterias que
contienen el gen Pden_2826 incompleto fuera de la clase a-proteobacterias. Por
ejemplo, la mutante PdAC construida en el laboratorio del Dr Garcia-Trejo y del Dr.
Miguel Angel Cevallos Gaos del Centro de Ciencias Gendémicas de la UNAM, se
construy6 por conjugacion entre P. denitrificans y E. coli, la cual es una y-proteobacteria
(Mendoza-Hoffmann et al, 2018b).

Esto puede estar relacionado con lo sefialado por Maxmen (2010), sobre la existencia
de unas particulas semejantes a virus llamadas GTA’s (Gene Transfer Agents o
Agentes de Transferencia de Genes) que insertan fragmentos de ADN y hasta genes
completos en los genomas de bacterias, generando una tasa de transferencia horizontal
de genes de 1,000 a 100’000,000 de veces mayor a lo esperado, lo cual sugiere que los
GTA’s juegan un rol crucial en la evolucion de las bacterias, especialmente de las

bacterias marinas (Maxmen, 2010).

Si bien Paracoccus denitrificans no es una bacteria comunmente hallada en ambientes
marinos, no se descarta la posibilidad de que hayan sido GTA’s los responsables de
transferir la secuencia o parte de la secuencia de la subunidad C a otras bacterias. Se
compard la estructura primaria (secuencia de aminoacidos) mediante el Visor de
Alineamiento de Multiples Secuencias de NCBI contra cien secuencias representativas
las Figuras 19, 20, 21, 22 y 23. Un aspecto que vale la pena destacar de los
alineamientos realizados es que, de las 494 secuencias contra las que se comparo la
secuencia de referencia de Paracoccus denitrificans, muchas no corresponden a

especies o géneros de a-proteobacterias que sean filogenéticamente cercanas a P.
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denitrificans, de acuerdo a los resultados obtenidos por Hoérdt et al, (2020), géneros de
este tipo de bacterias que son proximos a P. denitrificans incluyen a Haematobacter (el
género taxonOmicamente mas cercano), Paenirhodobacter, Bieblia, Frigidibacter,
Tabrizicola, Gemmobacter, Cyprionkella etc. Y sin embargo, otros géneros de a-
proteobacterias que taxondmicamente se ubican méas distantes a P. denitrificans, tales
como Cereibacter, Jannaschia y Amylibacter, si aparecen en los resultados de los

alineamientos.

Lo anterior puede explicarse con base en los resultados obtenidos por Hordt y
colaboradores (2020) quienes analizaron mas de 1000 secuencias de cepas de a-
proteobacterias con el fin de esclarecer su clasificacion taxonémica tomando como
base el tamafio de su genoma y su contenido de C+G, con el fin de corregir
incongruencias previas basadas en antiguas comparaciones de su ARNr 16S. La
correccion de estos erroresha permitido generar una clasificacion mucho mas precisa

de las diversas familias y géneros de a-proteobacterias.
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NCBI Multiple Sequence Alignment Viewer, Version 1.20.0

Alignment | Organism Mismatches
0

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . @ Paracoccus denitrificans 0
I N Paracoccus sp. MKU1 5
I Paracoccus pantotrophus 6
I N Paracoccus pantotrophus 7
I N Paracoccus versutus 7
I N unclassified Paracoccus 7
I - N N P-racoccus binzhouensis 7
I T Paracoccus 7
I T Paracoccus versutus 8
T e e e R Y R R e S M| P 3 AC0CCUS 8
I Paracoccus 9
I Pracoccus thiocyanatus 10
_—-—-_-—-—— Paracoccus sp. H4-D09 10
Paracoccus laeviglucosi... 13

unclassified Paracoccus 13

Paracoccus 14

Paracoccus yeei 14

Paracoccus limosus 15

Paracoccus aminovorans 16

Paracoccus 16

Paracoccus 16

Paracoccus sphaerophy... 16

Paracoccus lutimaris 17

Paracoccus sp. DMF 17

unclassified Paracoccus 18

Paracoccus aestuariiviv... 18

Paracoccus chinensis 18

. . - - . . . . - . . . - . - . - B Paracoccus solventivorans 19
I Y B P-racoccus sp 19
. . . . . . . . . . . . . . . . . B Paracoccus solventivorans 19
Paracoccus homiensis 19

Paracoccus aurantiacus 19

Paracoccus endophyticus 19

unclassified Paracoccus 20

. . . . . . . . . . . . . . . . . . Paracoccus ravus 20
I Y - I Paracoccus sp 20
. . . . . . . . . . . . . . . . . B '8 Paracoccus sulfuroxidans 20
Paracoccus zeaxanthini... 20

Paracoccus aerius 20

Paracoccus salipaludis 20

Paracoccus sp. S1E-3 21

Paracoccus sp. 21

Paracoccus sanguinis 21

Paracoccus isoporae 21

Paracoccus xiamenensis 21

Paracoccus luteus 21

Paracoccus 21

Paracoccus aeridis 21

Paracoccus seriniphilus 23

Paracoccus saliphilus 25

Flgura 19. Alineamiento de cien secuenmas representatlvas del genero Paracoccus contra la secuencia

de referencia Paracoccus denitrificans Pd1222, residuos 1 — 21 (imagen tomada de BLAST).
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Alignment | Organism Mismatches

| |
0
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . @ Paracoccus denitrificans 0
I I Paracoccus sp. MKU1 5
R I Paracoccus pantotrophus 6
I N Paracoccus pantotrophus 7
T Paracoccus versutus 7
I N unclassified Paracoccus 7
I PR P-racoccus binzhouensis 7
S s e e s e e e Paracoccus 7
I N Paracoccus versutus 8
I Paracoccus 8
I Paracoccus 9
I N Paracoccus thiocyanatus 10
@ Paracoccus sp. H4-D09 10
@ Paracoccus laeviglucosi... 13
_—___-_ unclassified Paracoccus 13
@ Paracoccus 14
. . . . . . . . : : . . . . . . . . . Bl Paracoccus yeei 14
I N Paracoccus limosus 15
- - . - - - . . - - . - - - - . . - - g Paracoccus aminovorans 16
@ Paracoccus 16
g Paracoccus 16
__——___— Paracoccus sphaerophy... 16
I P -racoccus lutimaris 17
I N Paracoccus sp. DMF 17
_—__—-——_ unclassified Paracoccus 18
2 Paracoccus aestuariiviv... 18
___—-_-_-—— Paracoccus chinensis 18
_:;-_-__-__ Paracoccus solventivorans 19
o Paracoccus sp. 19
__-——-—-_—_ Paracoccus solventivorans 19
[ Paracoccus homiensis 19
g Paracoccus aurantiacus 19
______— Paracoccus endophyticus 19
P unclassified Paracoccus 20
'8 Paracoccus ravus 20
@ Paracoccus sp 20
. . . . . . . . . . . . . . . . . . B Paracoccus sulfuroxidans 20
. : . . . . . . . . . . . . . . . . @ Paracoccus zeaxanthini... 20
I T P Paracoccus aerius 20
I P Paracoccus salipaludis 20
I T Paracoccus sp. S1E-3 21
I N Paracoccus sp 21
_m Paracoccus sanguinis 21
2 Paracoccus isoporae 21
-—___—_ Paracoccus xiamenensis 21
T Paracoccus luteus 21
I N T P Paracoccus 21
I T P Paracoccus aeridis 21
. . . . . . . . . . . . . . . . . . B Paracoccus seriniphilus 23
Paracoccus saliphilus 25

Figura 20. Alineamiento de cien secuencias representativas del género Paracoccus contra la secuencia

de referencia Paracoccus denitrificans Pd1222, residuos 21 — 41 (imagen tomada de BLAST).
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NCBI Multiple Sequence Alignment Viewer, Version 1.20.0

Alignment | Organism Mismatches

41

I

0
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . @ Paracoccus denitrificans 0
I N Paracoccus sp. MKU1 5
I Paracoccus pantotrophus 6
I N Paracoccus pantotrophus 7
@ Paracoccus versutus 7
unclassified Paracoccus 7
@ Paracoccus binzhouensis 7
I T Paracoccus 7
I T Paracoccus versutus 8
T e e e s e S W P 3 AC0CCUS 8
. . . . - . . . . . . . . . . . . . . . Paracoccus 9
m Paracoccus thiocyanatus 10
@ Paracoccus sp. H4-D09 10
_——-_-—__ Paracoccus laeviglucosi... 13
_x-s__-__ unclassified Paracoccus 13
W Paracoccus 14
____-_——: Paracoccus yeei 14
Paracoccus limosus 15
Paracoccus aminovorans 16
Paracoccus 16
Paracoccus 16
Paracoccus sphaerophy... 16
Paracoccus lutimaris 17
Paracoccus sp. DMF 17
unclassified Paracoccus 18
Paracoccus aestuariiviv... 18
Paracoccus chinensis 18
Paracoccus solventivorans 19
Paracoccus sp. 19
Paracoccus solventivorans 19
_-_-—_1——_1 Paracoccus homiensis 19
Paracoccus aurantiacus 19
Paracoccus endophyticus 19
unclassified Paracoccus 20
Paracoccus ravus 20
Paracoccus sp. 20
Paracoccus sulfuroxidans 20
. . . . . . . . . . . . . . . . . . Paracoccus zeaxanthini... 20
I PP Ol Paracoccus aerius 20
. . . . . . . . . . . . . . . . . Paracoccus salipaludis 20
Paracoccus sp. S1E-3 21
Paracoccus sp. 21
Paracoccus sanguinis 21
Paracoccus isoporae 21
Paracoccus xiamenensis 21
. . . . . . . . . . . . . . . . . Paracoccus luteus 21
I T P Ol Paracoccus 21
- - . - - . . . - - . . . - . - - S Paracoccus aeridis 21
joll Paracoccus seriniphilus 23
)o@ Paracoccus saliphilus 25

Figura 21. Alineamiento de cien secuencias representativas del género Paracoccus contra la secuencia

de referencia Paracoccus denitrificans Pd1222, residuos 41 — 61 (imagen tomada de BLAST).
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NCBI Multiple Sequence Alignment Viewer, Version 1.20.0

Alignment | Organism Mismatches
0

Paracoccus denitrificans 0

Paracoccus sp. MKU1 5

Paracoccus pantotrophus 6

Paracoccus pantotrophus 7
_———-——_-:—— Paracoccus versutus 7
@ unclassified Paracoccus 7

Paracoccus binzhouensis 7

5 5 = : : 5 3 5 5 E 5 5 5 5 = 5 5 ; 5 M Paracoccus 7
I T - MR Paracoccus versutus 8
T e e e e s B | P ar aC0CCUS 8
. . . . - . . . . . . . . . . . . . . . Paracoccus 9
R Y W Paracoccus thiocyanatus 10
. . . . . . . . . . . . . . . @ Paracoccus sp. H4-D09 10
Paracoccus laeviglucosi... 13

unclassified Paracoccus 13

Paracoccus 14

Paracoccus yeei 14

Paracoccus limosus 15

Paracoccus aminovorans 16

Paracoccus 16

Paracoccus 16

Paracoccus sphaerophy... 16

Paracoccus lutimaris 17

Paracoccus sp. DMF 17

unclassified Paracoccus 18

Paracoccus aestuariiviv... 18

Paracoccus chinensis 18

Paracoccus solventivorans 19

Paracoccus sp. 19

Paracoccus solventivorans 19

Paracoccus homiensis 19

Paracoccus aurantiacus 19

Paracoccus endophyticus 19

unclassified Paracoccus 20

Paracoccus ravus 20

Paracoccus sp. 20

Paracoccus sulfuroxidans 20

Paracoccus zeaxanthini... 20

Paracoccus aerius 20

Paracoccus salipaludis 20

Paracoccus sp. S1E-3 21

Paracoccus sp. 21

Paracoccus sanguinis 21

Paracoccus isoporae 21

Paracoccus xiamenensis 21

Paracoccus luteus 21

Paracoccus 21

Paracoccus aeridis 21

Paracoccus seriniphilus 23

Paracoccus saliphilus 25

Flgura 22. Allneamlento de cien secuencias representatlvas del genero Paracoccus contra la secuencia

de referencia Paracoccus denitrificans Pd1222, residuos 61 — 81 (imagen tomada de BLAST).
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NCBI Multiple Sequence Alignment Viewer, Version 1.20.0

Alignment | Organism Mismatches
I82 90 1

o
-
e R

Paracoccus denitrificans

0

0

L Paracoccus sp. MKU1 5
L Paracoccus pantotrophus 6
L Paracoccus pantotrophus 7
L Paracoccus versutus 7
L unclassified Paracoccus 7
M Paracoccus binzhouensis 7
L Paracoccus 7.
L Paracoccus versutus 8
L Paracoccus 8
L Paracoccus 9
- Paracoccus thiocyanatus 10
Paracoccus sp. H4-D09 10
Paracoccus laeviglucosi... 13
unclassified Paracoccus 13
Paracoccus 14
Paracoccus yeei 14
Paracoccus limosus 15
Paracoccus aminovorans 16
Paracoccus 16
Paracoccus 16
Paracoccus sphaerophy... 16
Paracoccus lutimaris 17
Paracoccus sp. DMF 17
unclassified Paracoccus 18
Paracoccus aestuariiviv... 18
Paracoccus chinensis 18
Paracoccus solventivorans 19

L Paracoccus sp. 19
- Paracoccus solventivorans 19
Paracoccus homiensis 19
Paracoccus aurantiacus 19
Paracoccus endophyticus 19

Vv unclassified Paracoccus 20
Paracoccus ravus 20

M Paracoccus sp. 20
Paracoccus sulfuroxidans 20
Paracoccus zeaxanthini... 20
Paracoccus aerius 20
Paracoccus salipaludis 20

L Paracoccus sp. S1E-3 21
- Paracoccus sp. 21
Paracoccus sanguinis 21
Paracoccus isoporae 21
Paracoccus xiamenensis 21
Paracoccus luteus 21
Paracoccus 21
Paracoccus aeridis 21

L Paracoccus seriniphilus 23
V Paracoccus saliphilus 25

Figura 23. Allneamlento de cien secuencias representativas del género Paracoccus contra la secuencia
de referencia Paracoccus denitrificans Pd1222, residuos 82 — 104. Las columnas azules representan los
residuos menos conservados. En dltima instancia el mayor grado de desemejanza ocurre en la Ultima
region de la secuencia. Una columna final con algunos residuos en gris indica que éstas secuencias

poseen mas residuos que la secuencia de referencia (imagen tomada de BLAST).

En la Figura 19 la diferencia mas notoria ocurre a nivel del onceavo aminoacido; en P.
denitrificans Pd1222 es una histidina (H), mientras que en la mayoria de las demas
secuencias en su lugar hay una tirosina (Y) o una glutamina (Q), siendo que

guimicamente hablando estos aminoacidos no se parecen. La segunda diferencia mas
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notoria ocurre a nivel del décimo aminoé&cido; en P. denitrificans Pd1222 es una alanina
(A) en muchos otros es reemplazado por una serina (S). Hasta los primeros nueve
aminoacidos, las secuencias son practicamente iguales a la secuencia de referencia,
con minimas desemejanzas (por ejemplo; el cambio de una treonina (T) por S en el
caso de Paracoccus solventivorans o un &cido aspartico (D) por un &cido glutamico (E)
en el caso de Paracoccus aerius). Existen residuos altamente conservados que en
ninguna secuencia difieren con respecto a la secuencia de referencia, éstos son los
residuos 1, 3, 4, 5, 7, 12, 15, 16 y 18. Por otro lado, se observan mas diferencias
significativas en los residuos 13 y 17 donde una alanina (A) y una histidina (H) son
sustituidas por serina (S), treonina (T) o asparagina (N) y arginina (R) y lisina (L)
respectivamente. Asimismo, se observan cambios menores, como la sustitucién de
alanina por acido glutamico en 5 especies de Paracoccus y la sustitucion de este mismo

aminoacido por acido aspartico en 11 especies de este genero.

En la Figura 20 los Unicos cambios notorios se observan a nivel del residuo 22, siendo
gue en la secuencia de referencia es asparagina (N), en 18 especies es reemplazado
por una arginina (R), existen algunas sustituciones menores en los residuos 39, 40y 41.
No obstante, este segmento de la secuencia es el mas conservado y, curiosamente, en
ninguna de las secuencias contra las cuales se compar6 la secuencia de referencia
parecen poseer cisteina en su composicion, salvo las subunidades ¢ de Rhodospirillum
rubrum y Methylobacterium radiotolerans, que contienen una cisteina (C) en su extremo

C-terminal.

En la Figura 21 se aprecia un considerable grado de conservacién, mas no tanto como
en el segmento anterior. Los cambios mas significativos son residuos de treonina
siendo reemplazadas por serina y residuos de acido aspartico (D) siendo sustituidos por
acido glutamico (E). Este tipo de sustitucion de un aminoacido cargado negativamente
por otro con esta misma caracteristica es relativamente comun. Es notoria la escasez
de aminoacidos aromaticos como la histidina, el triptéfano, la tirosina y la fenilalanina,
sugiriendo que, para funcionar correctamente, la subunidad { debe ser pequefia, para

permanecer versatil y flexible.
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En la Figura 22 se observa un gran numero de disimilitudes. Por ejemplo; el residuo 77
de Pd1222, un &cido glutdmico, es reemplazado por alanina en casi todas las
secuencias. Asimismo, se observa una sustitucién de D por E en los residuos 61 y 65,
viéndose nuevamente la sustitucion de un aminoacido cargado negativamente por otro.
También se aprecia una sustituciéon de fenilalanina por tirosina a nivel del residuo 69, es
decir, la sustitucion de un aminocido aromatico por otro. En general, la estructura
primaria es rica en aminoacidos cargados negativamente (D y E), balanceado con
aminoacidos cargados positivamente (R y K) pero con predominante abundancia de
aminoacidos pequefios e hidréfobos (A, L, I, V & G) y casi ausencia de aminoacidos

arométicos (Y, F, Wy H).

En la Figura 23 se observa la mayor cantidad de disimilitudes, correspondiendo a la
region menos conservada de la subunidad ¢ ya que solo 6 residuos presentan un alto
grado de conservacion. No obstante, puede considerarse que es una secuencia con un
significativo grado de conservacion, ya que son pocas las especies del género
Paracoccus cuyas secuencias difieren en mas de 20 aminoacidos (de 104 en total) con
respecto a la secuencia de referencia, por ejemplo; Paracoccus sanguinis (21),
Paracoccus luteus (21), Paracoccus seriniphilus (23) y Paracoccus saliphilus (25).
Asimismo destacan 4 columnas azules en contraste a la coloracion roja del
alineamiento a nivel de los aminoéacidos 83 (E), 94 (A), 98 (E) y 102 (S). Este cambio de
color representa un bajo grado de conservacion, al contrario del color rojo que
representa un alto grado de conservacion. El que Unicamente 4 aminoacidos de una
secuencia de 104 en total sean diferentes, demuestra que la subunidad { mantiene un
alto grado de conservacion en especies del género Paracoccus. Finalmente, en la
Gltima columna se observa que, especialmente en las secuencias mas similares a la
secuencia de referencia, el Ultimo aminoacido, que en la secuencia de referencia es una
isoleucina (1), en otras especies (tales como Paracoccus pantotrophus y Paracoccus
versutus) es frecuentemente reemplazado por una leucina (L). Este tipo de cambio es
normal ya que ambos aminoacidos son estructuralmente similares y a menudo son
intercambiados entre si. Los gaps que se distinguen se deben a que algunas especies
poseen 103 residuos en su cadena de aminoacidos en lugar de 104 como la secuencia

de referencia.
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En dltima instancia, la secuencia de referencia es rica en alanina (17 residuos), acido
glutamico (13 residuos), acido aspértico (11 residuos) y arginina (10 residuos) que en
su totalidad constituyen casi la mitad de la proteina. Posee cantidades moderadas de
leucina (9 residuos), treonina (7 residuos), lisina (6 residuos), glicina (6 residuos), valina
(4 residuos) e isoleucina (4 residuos). Y es pobre en metionina (2 residuos), asparagina
(2 residuos), glutamina, tirosina, triptéfano y prolina (1 residuo de cada uno).
Extraflamente, en general, las subunidades { de las a-proteobacterias carecen de
cisteina (C) pese a que los miembros del género Paracoccus son capaces de
metabolizar una amplia gama de compuestos azufrados. Esto puede deberse a que la
cisteina puede ser toxica, incluso a bajas concentraciones, por ello su concentracion
intracelular esta estrictamente controlada a nivel de su biosintesis, pues la cisteina se
sintetiza a partir de serina con un azufre proveniente de metionina. Debido a su posible
citotoxicidad y a que puede coordinar iones metalicos, ademas de que puede participar
en regulacion rédox y/o proveer fuentes disulfuro (S-S), la cisteina no se sintetiza a
menos que sea estrictamente necesario (Takumi & Nonaka, 2016). Sin embargo, dos
excepciones son: 1) la subunidad ¢ de Rhodospirillum rubrum que contiene una cisteina
(Figura 30), que probablemente sea indicio de una regulacion redox, dado que se trata
de una a-proteobacteria fotosintética. 2) la subunidad { de Methylobacterium
radiotolerans que contiene dos cisteinas, (Figuras 29 y 30), podria ser un indicio
también de regulacién redox, como en el caso de R. rubrum, o de una estrategia de
aumento de estabilidad, necesaria por tratarse de un extremofilo resistente a la

radioactividad. Valdria la pena explorar ambas posibilidades.

Retomando un punto anterior, segun lo reportado por Zarco-Zavala et al (2014) luego
de la serie de alineamientos con BLAST y ClustalW aqui presentados, se demostro que
la subunidad ¢ no presenta una similitud significativa ni con la subunidad € bacteriana ni
con el IF1 mitocondrial. No obstante, si existe cierto grado de similitud entre los primeros
14 residuos del N-terminal de la subunidad ¢ con el dominio inhibitorio de IF1. Ya que se
ha encontrado a dicha subunidad como un marco de lectura abierto (ORF) o DUF1476
a lo largo de la familia de las a-proteobacterias, anteriormente se construyé un arbol
filogenético con 100 secuencias representativas para determinar las relaciones

evolutivas entre distintas subunidades { homodlogas (Zarco-Zavala et al, 2014). Tal
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como se muestra en las Figuras 17 y 24, las especies cuya subunidad ¢ presenta un
mayor grado de similitud con respecto a la de P. denitrificans son Rhodobacter
sphaeroides, R. capsulatus, Oceanicola batsensis y una especie no identificada de
Jannaschia. Esto concuerda con observaciones anteriores donde se estudié la relacion
entre Paracoccus y Jannaschia a nivel estructural y funcional. Al no haber encontrado
ORF’s ni DUF’s de la subunidad ¢ completa fuera de la clase de las a-proteobacterias,
se comprueba que esta subunidad es esencialmente exclusiva de la F1Fo-ATP sintasa

de esta clase de bacterias.

En la Figura 24 esté representado un alineamiento de 12 secuencias representativas
escogidas para construir el cladograma de la ya vista Figura 17, en donde en general
se observa un alto grado de conservacion en la secuencia de aminoacidos en el N-
terminal encargado de la funcion inhibitoria. También hay residuos con muy bajo grado
de conservacion, especialmente en el extremo C-terminal y algunos gaps en los
residuos 45, 46, 81-83 y 102-104. Es notorio que en la secuencia de Methylobacterium
nodulans es donde se encuentra la mayor cantidad de gaps, siendo 28 de 104. Esta
bacteria pertenece al orden de las Hyphomicrobiales, a diferencia de P. denitrificans

gue pertenece al orden de las Rhodobacterales (Zarco-Zavala et al, 2014).

>

N
68675989875

>

1"
5937576879

1
9879979849 6595746997 967753818

Paracoccus denitrificans

6
D! H N L A
Rhodobacter capsulatus D Y \" G L L A
Rhodobacter sphaeroides D F N DL L A
Oceanicola batsensis D F N EL M A
Jannaschia sp. D F N EV L A
Rhizobium etli E L D BL I v
Rhodopseudomonas palustris K F D LGL EK L A
Bradyrhizobium japonicum K F N RELGL EK L A
g g um D F D KELGL EQ M i
Rhodospirillum rubrum D F N HEFGL EA L T
Methylobacterium nodulans E F N RIEIGT GR L T
Methylobacterium radiotolerans E A N RELAT ER M G
51 61 7 81 91 101 o
9715872773 1756658827 961398 1614694 2641694
-
A EPGDEDVFR LAARBL EET IHA
oo serbemores v EAGKDDVVR MLVABL EAT I HA A
Fhodibeckic sobedokiee A EPGFEDVVR HVAARL ABMVEG ELEP
Oosanico Datiarals A EAGHEDVVR HMVvSGEL Qe I @{T QLEK
hreasetorvaes A EAGHEDVMR viEGcEL ---PEREVEA GLMA
Rhizobium et F ESGDENVFR IEsPL vAI18AQTVHE QLBL
Rhodopseudomonas palustris A EAGDDDVVR VEKEL ITLEREFRELEA E A
Bradyrhizobium japonicum A EAGDADVLR LETEF VAVIEQA I BA E A
lag il g A DATDRDAGH I NREF ITLBEAA | @H v E
Rhodospirillum rubrum A ARGEDAV I G VEGEL IDIGEGRLEI KC@G
Methylobacterium nodulans T PLTEEALEMD LRTEL ---M-N--1- - -
Methylobacterium radiotolerans v T-NDETLIA LASEL IEARVBRLET RCAA

Figura 24. Alineamiento de secuencias de proteinas generado con Consurf con 12 subunidades (
representativas y enumeradas de acuerdo a la secuencia de Pd-C. Los aminoacidos estan coloreados de
acuerdo a su grado de conservacion, (cédigos de color: azul, variable; blanco, promedio y rojo cereza,

altamente conservado). Los puntajes de conservacion se muestran en barras y ndmeros [escala 1
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(menos conservado) a 10 (totalmente conservado) en la parte superior de cada residuo] (imagen de
Zarco-Zavala et al, 2014).

Se analiz6 la estructura secundaria (es decir, el plegamiento adoptado por la cadena de
polipéptidos a partir de la formacion de puentes de hidrégeno entre los &tomos que
forman el enlace peptidico) de la subunidad ¢ mediante CD (Dicroismo Circular) una
técnica de espectroscopia basada en la polarizacion circular de la luz a través de
compuestos Opticamente activos con grupos cromoforos o quirales. Los andlisis
demostraron que en un intervalo de pH de 6.0-8.0, la subunidad ¢ esta compuesta por
a-hélices en mas de un 90% (Zarco-Zavala et al, 2014) y, mediante RMN (Zarco-Zavala
et al, 2014; Serrano et al, 2015), se dilucidé la estructura terciaria de dicha subunidad;
encontrandose que esta exhibe una estructura de 4 a-hélices en haz, distinta a otros
inhibidores de la Fi-ATPasa (tanto IF1 como la subunidad € son a-hélices extendidas).
Tanto su N-terminal como su C-terminal convergen en la estructura terciaria de la
proteina (su configuracion tridimensional) donde el extremo N-terminal sobresale del

dominio central 4 a-hélice-globular como se observa en la Figura 25.
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Figura 25. Estructuras de los inhibidores proteicos de la Fi-ATPasa. A) Estructura de rayos X de la
subunidad € de E. coli (Ec-€). B) Estructura de rayos X de la proteina inhibitoria ¢ de P. denitrificans. C)
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Estructura de rayos X de la proteina inhibitoria IF1 de Bos taurus. En todas las estructuras el segmento en
rojo corresponde al dominio inhibitorio, el C-terminal de las 2 a-hélices en Ec-¢ (A), los 14 residuos
moviles del N-terminal de Pd-C (B), y la region N-terminal del IF: de la Fi-ATPasa mitocondrial (C). El
entrecruzamiento y la comparacion estructural indican que el dominio inhibitorio de Pd-¢ se une a la
interfaz rotor/estator para bloquear la catalisis rotacional de la PdFi-ATPasa (imagen tomada de Zarco-
Zavala et al, 2014).

Para finalizar el presente trabajo, mediante el BLAST de NCBI se construy6 un reducido
arbol filogenético que en resumidas cuentas muestra la relacion que existe a nivel
taxonémico entre la secuencia de referencia y las 494 secuencias contra las cuales fue
comparada, es destacable que practicamente todas las secuencias que presentaron
similitud con la secuencia de referencia Pd1222 sean a-proteobacterias, inclusive la
rama mas distante que aparece en la Figura 26 y que a primera vista podria parecer
que no es una a-proteobacteria, Phaeobacter gallaeciensis, en realidad si lo es, y
pertenece al orden de las Rhodobacterales, y por lo tanto estd emparentada a P.

denitrificans.

DUF1476 domain-containing protein [Phaeobacter sp. CEC...

9 "W a-proteobacteria | 6 leaves

. a-proteobacteria | 2 leaves

|01 |

| Q

‘Multiple organisms | 492 leaves

Figura 26. Primer arbol filogenético generado a partir de las secuencias contra las cuales fue comparada

la secuencia de referencia de Pd1222 (imagen obtenida del BLAST).

Simultaneamente se construyé un segundo arbol filogenético (Figura 27) con la
diferencia de que en éste, 100 a-proteobacterias (de un total de 494) no estan
plenamente identificadas, de ellas destacan dos que se muestran en ramas distantes,
una de ellas es Amylibacter cionae, mientras que en una rama menos lejana se
encuentra Marivivens niveibacter, ambas a-proteobacterias pertenecientes al orden de
las Rhodobacterales, probando una vez mas que la subunidad C es exclusiva de esta
clase de bacterias. Existe un gran numero de géneros distintos de bacterias dentro de

este orden que se caracterizan por poseer una gran versatilidad metabdlica. Cabe
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mencionar que de manera similar a lo observado por Mendoza-Hoffmann (2018c), hay
algunos ejemplos de bacterias fuera de la clase de las a-proteobacterias que tienen el
gen de ¢ (DUF1476), pero en todos los casos es un gen incompleto que probablemente
se adquirié por transferencia horizontal, asi que faltaria corroborar si esos genes de ¢
existentes fuera de las a-proteobacterias se expresan in vivo y ademds, faltaria

corroborar si son o no funcionales como inhibidores de las F-ATPasas respectivas.

DUF1476 domain-containing protein [Amylibacter sp. SFDW26]

Q ' DUF1476 domain-containing protein [Marivivens...

< a-proteobacteria and unknown | 100 leaves
10.2 l

<Multip1e organisms | 399 leaves

Figura 27. Segundo arbol filogenético de las secuencias contra las cuales fue contrastada la secuencia
de referencia de Pd1222 (imagen obtenida del BLAST).

Para finalizar el presente trabajo, con el propésito de efectuar una actualizacion de
diversas secuencias que en su momento Zarco-Zavala et al (2014) mostraron de
manera incompleta (Figuras 17 y 24), se generdé un nuevo alineamiento mediante
Chimera, ya que en dichas imagenes se observaron gaps en varias secuencias, por
ejemplo; en la secuencia correspondiente a Methylobacterium nodulans existe un
notorio gap entre los residuos 76 — 104, mismo que ya fue actualizado y puede verse ya
completo en la Figura 28. En esta misma imagen se observa un gap entre los residuos
81 — 83 en las secuencias de las primeras cuatro especies del alineamiento
(Paracoccus denitrificans, Rhodobacter capsulatus, R. sphaeroides y Oceanicola
batsensis). Esto se debe no a que la secuencia esté incompleta, sino a que el programa
gue efectia el alineamiento tiende a formar la mayor cantidad de alineamientos de
aminoéacidos posible, y para mantener dichos alineamientos tiende a crear estos gaps
artificiales con el fin de que se mantenga la concordancia entre los alineamientos de
aminoacidosde las distintas secuencias, ya que éstas no poseen todas la misma
longitud, pues mientras que la secuencia de referencia de P. denitrificans mide 104 aa,
las secuencias de Methylobacterium miden 110 aa y las de Magnetospirillum

magnetotacticum mide 106 aa. Esta diferencia en las longitudes de las secuencias es la
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gue forza al programa (ya sea ClustalW o Chimera) a formar gaps en pos de mantener
el mayor nimero de alineamientos posible. No obstante, esto no debe ser motivo para
creer que existen gaps en las secuencias 0 que éstas estan incompletas. Como se
muestra en este trabajo, todas las secuencias previamente trabajadas por Zarco-Zavala
et al (2014) ya han sido plenamente actualizadas. Adicionalmente, se decidié afiadir la
secuencia actualizada de Sinorhizobium meliloti, una bacteria perteneciente a la familia
de las Rhizobiaceae y por lo tanto filogenéticamente cercana a Rhizobium etli y

Bradyrhizobium japonicum.
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Figura 28. La secuencia de la subunidad { en diversas especies de a-proteobacterias de la familia
Rhodobacteraceae (residuos 1 — 30). En la base de datos de Protein Database, la proteina aparece en
todos los casos como DUF1476 (proteina con dominio de funcién desconocida) y de las 494 secuencias
gue fueron comparadas contra la secuencia de referencia, se escogié una docena de entre las mas

taxondémicamente similares para contrastarlas contra la secuencia de la subunidad { de PD1222.
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Figura 29. Continuacion de Figura 28. La secuencia de la subunidad ¢ en diversas especies de a-
proteobacterias de la familia Rhodobacteraceae (residuos 31 — 70). El cddigo de colores suele mostrar a
los acidos glutamico y aspartico en magenta, glicina en ocre, triptéfano, leucina, isoleucina, valina y
alanina en azul, tirosina e histidina en cyan, treonina, glutamina y serina en verde, arginina y lisina en rojo
y prolina en olivo. Cuando en un determinado residuo no hay un aminoacido predominante, el codigo de
colores muestra a los residuos de una misma columna en negro.
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RKVAADL DKASADMVR KMLELLPVA KAQLMSEAAT
RKVSGDL . . . DKATDQEIR TKMEQLLKVA KSQLLDE. .
RKVTKDLADK ISVTEPEIR VKLGEFLAQA VLEIKAGK. .
RKVRGDL . . DVSDDEIR TKMTRLREEA KRQVMEEQAE
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RKVMADFAAK NVAVTEQAIR AKMSELIAAA AAEVKAGK.
RVLGDLAAR IDIGEGRLR IKLEKCQGQA EARERAHPRE
DRLRTELIGR HEAAAAEL DLFARASAEA ALAVREENRA
ARLQSDLKAA IEATVDRLR TEMTRCAALA QAERRVEVAL

Figura 30. Continuacion de Figura 29. La secuencia de la subunidad C en diversas especies de a-
proteobacterias de la familia Rhodobacteraceae (residuos 71 — 10X o C-terminal). Las cepas utilizadas
fueron: Paracoccus denitrificans (PD1222), Rhodobacter capsulatus (WP_013067880.1), R. sphaeroides
(ATCC17025), Pseudooceanicola batsensis (WP_009804758.1), Rhodopseudomonas palustris
(WP_119855633.1), Jannaschia sp (CCS1), Magnetospirillum magnetotacticum (WP_041039918.1),
Rhizobium etli (CFN 42), Sinorhizobium meliloti (1021), Bradyrhizobium japonicum (WP_211385245.1),
Methylobacterium nodulans (ORS2060) y M. radiotolerans (WP_012317426.1).
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Comparando la Figura 24 originalmente obtenida por Zarco-Zavala y colaboradores
(2014) con las Figuras 28, 29 y 30, es claramente visible que las secuencias de
diversas especies han sido actualizadas y completadas. Ejemplos de esto son las
secuencias de Rhodospirillum rubrum y Methylobacterium nodulans, que en la Figura
24 en el alineamiento previo de Zarco-Zavala et al, (2014), carecen de los primeros 2 o
3 aminoacidos del N-terminal, mientras que en el alineamiento actualizado se
completaron estos 2-3 aminoacidos (ver Figura 28 vs Figura 24, en las Ultimas tres

secuencias).

Asimismo, la secuencia de Methylobacterium nodulans muestra un gran gap a partir del
residuo 77 en el alineamiento previo de Zarco-Zavala et al, (2014) y de la Figura 24,
mismo que en las Figuras 29 y 30, puede verse ya completado, demostrandose que
posee un alto grado de similitud con M. radiotolerans, perteneciente al mismo género.
Es posible afirmar que existe un alto grado de conservacion entre las distintas
secuencias mostradas. Tal como se aprecia en la Figura 28, en los primeros 30
residuos de la secuencia se mantiene un grado constante de conservacion, puesto que
solo los residuos 3, 12, 21 y 22 muestran una alta tasa de variabilidad con respecto a la
secuencia de referencia y unos con otros. Si se dividiese a la secuencia de referencia
en tres secciones, la primera seccién seria la de mayor grado de conservacion, esto es
congruente con lo ya reportado puesto que el N-terminal de la subunidad C es el que
posee el dominio inhibtorio (Zarco-Zavala et al, 2014). Por ello, resulta l6gico que se
mantenga un alto grado de conservacién, de no ser asi, probablemente la funcién

inhibitoria de la subunidad ¢ se veria disminuida, o incluso totalmente abatida.

También cabe destacar que la secuencia de Rhodospirillum rubrum es la que mas
difiere con respecto a la secuencia de referencia, dado que muchos de sus residuos no
coinciden con los de secuencias aledafias ni con los de la secuencia de referencia. En
la parte superior de los alineamientos se muestran tres elementos que permiten una
mejor visualizacion de los mismos. El primero de ellos es Consensus (consenso), el
cual indica qué aminoacido es mas abundante en cada particular residuo de la
secuencia, por ejemplo; el residuo 1 siempre esta constituido por una metionina, los

residuos 7 y 20 siempre se componen de una arginina (R), excepto en la secuencia de
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R. rubrum (que como se ha mencionado anteriormente, es la que presenta mayor
variabilidad), el residuo 20 siempre es un acido glutamico (E), con excepcion de la
secuencia de Rhodobacter capsulatus, donde es sustituido por acido aspartico (D), este

tipo de sustitucion se le denomina sustitucion conservativa.

En la Figura 29, que corresponde a la parte media de la proteina, se continla
observando un alto grado de conservacién, siendo los residuos mas conservados y
abundantes: arginina (R), acido glutdmico (E), &cido aspartico (D), alanina (A), leucina
(L), triptéfano (W), valina (V) y glicina (G). Asimismo los residuos menos conservados
son el 35, 40, 42, 47, 49, 53 y 57, mostrandose en color negro, indicativo de que no
existe un consenso sobre cual aminoacido debe ser el predominante en ese segmento
de la secuencia. Este fendbmeno puede observarse mas notoriamente en la Figura 30,
donde el grado de conservacion disminuye, siendo pocos los residuos que se
mantienen conservados. Un ejemplo de esto es, sorprendentemente, una metionina en
el residuo 92, ademas de lisina (K) en los residuos 71y 91, D en el residuo 75, leucina
e isoleucina en el residuo 88 (otro caso de sustitucion conservativa) y alanina en el

residuo 99.

Curiosamente, las Unicas bacterias que poseen un residuo de cisteina (C) cada una en
su secuencia son R. rubrum y M. radiotolerans sin que se conozca el motivo de esto. El
menor grado de conservacion puede deberse a que este dominio de la proteina es
menos rigido y por ende puede tener mayor flexibilidad en su composicion. En general,
la secuencia de la subunidad ¢ mantiene un alto grado de conservacion a lo largo de
distintos géneros de a-proteobacterias, estando algunos mas o menos lejanos
filogenéticamente con respecto a P. denitrificans, lo cual es indicativo de que esta
proteina exclusiva de esta clase de bacterias es determinante en su ubicuidad

medioambiental.

Finalmente, para visualizar las regiones mas conservadas y mas variables de la
subunidad C en la clase de las a-proteobacterias, el alineamiento de aproximadamente
500 secuencias de esta subunidad se analizé y proces6 mediante el programa ConSurf,
el cual despliega las regiones conservadas y variables de las proteinas en la estructura

terciaria de las mismas en alguna estructura atomica resuelta para las proteinas de
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interés. Dado que hay ya varias estructuras de la subunidad ¢ aislada resueltas por
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), se usoO la estructura de la subunidad ¢ de
Paracoccus denitrificans identificada por el cdédigo del Protein Data Bank (PDB)
denominado 2LLO. De esta estructura se tomd el primer conférmero mayormente
representado de entre los conférmeros resueltos por RMN y los alineamientos
mostrados anteriormente, actualizados y depurados, se cargaron en el programa

ConSurf en linea en el sitio: https://consurf.tau.ac.il/. Para aumentar la precision de este

procedimiento, se usaron los alineamientos obtenidos en este trabajo para evitar que el
programa hiciera alineamientos de manera automatizada dado que estos programas

suelen cargar secuencias que no corresponden a la familia de proteinas en estudio.

Esto mejoro la exactitud del procedimiento y se obtuvieron claramente los aminoacidos
y posiciones mas conservados que se muestran en color guinda, mientras que los mas
variables se muestran en color azul claro, con las posiciones intermedias en
conservacion en rosa, y las intermedias en varibilidad en blanco. Como puede
observarse en la ultima Figura 31, las regiones mas conservadas corresponden a la
region inhibitoria del N-terminal intrinsecamente desordenado, asi como la a-hélice 1, y

las hélices 2 y 3y el asa que las conecta.

Con esta informacion evolutiva y funcional, se contribuye al desarrollo y disefio
demutantes puntuales para definir el papel de aminoacidos o regiones especificas de la
proteina. Es notorio que de acuerdo a los modelos estructurales de la interaccion (-
PdFiFo, la region mas conservada de ¢ forma parte del dominio N-terminal inhibitorio
que se inserta a la interfaz app/Bor/y, asi como del dominio a-hélice-2-asa-2-a-hélice-3,
gue forma parte del dominio de interaccion entre la subunidad ¢ y la subunidad b
catalitica de la PdFi1Fo-ATPasa. Por otro lado, la region variable de la superficie externa
de la a-hélice 4 del C-terminal no establece interacciones con ningun dominio de las

subunidades a, b o ¢ de la F1Fo-ATP sintasa de Paracoccus denitrificans.
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Figura 31. Conservacion y variacion de la subunidad ¢ como inhibidor de la FiFo-ATPasa de las a-
proteobacterias mostrada en la estructura de la subunidad ¢ de Paracoccus denitrificans. Los
alineamientos mostrados en este trabajo se cargaron al programa ConSurf en linea y se obtuvo la
representacién en listones de la subunidad ¢ en el programa Chimera mostrando el mismo coédigo de
colores de la Figura 24 tomada de Zarco-Zavala et al (2014). Es decir: guinda, posiciones mayormente
conservadas; rosa, medianamente coservadas; blanco, medianamente variables y azul claro, muy
variables. Se observa que las regiones mas conservadas (guinda) son el N-terminal inhibitorio
desordenado, la a-hélice-1, y el dominio a-hélice-2-asa2-a-hélice-3 que inhiben y se unen a las
subunidades aor, Bop, Y de la PdFiFo-ATPasa. Por otro lado, la a-hélice-4 del C-terminal es la region més
variable y la superficie externa de ésta no tiene interacciones importantes con la ATP sintasa de P.
denitrificans. Ver texto para mas detalles. La estructura de la subunidad ¢ es PDB _id: 2LLO.
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CONCLUSIONES

- Es probable que el mecanismo de ufieta-trinquete observado en la subunidad ¢
se conserve para el IF1 en mitocondrias y las subunidades € de otras eubacterias
fuera de la clase de las a-proteobacterias.

- La subunidad ¢ permite a la ATP sintasa de Paracoccus denitrificans
practicamente unidireccional, en el sentido de que permite libremente la sintesis
de ATP y al mismo tiempo que inhibe su hidrdlisis.

- La subunidad C es exclusiva de la clase de las a-proteobacterias y en el género
Paracoccus mantiene un alto grado de conservacion en su estructura primaria.

- El alineamiento actualizado de las diversas secuencias demuestra que las a-
proteobacterias que son mas cercanas a Paracoccus denitrificans poseen un
mayor grado de similitud en la composicion de sus subunidades (.

- El N-terminal de la subunidad C es el mas conservado de la proteina y coincide
con el hecho de que este dominio ejerce el efecto inhibitorio sobre la actividad de
Fi1- y FiFo-ATPasa de P. denitrificans y otras a-protobacterias.

- Esta actualizacion en las secuencias puede ayudar en futuras investigaciones de
mutagénesis sitio-dirigida y en experimentos concernientes a Paracoccus
denitrificans u otras a-proteobacterias estén éstas emparentadas o no.

- Paracoccus denitrificans es una a-proteobacteria de sumo interés para la
investigacion pues su versatilidad metabdlica la vuelve una candidata idénea

para ser un microorganismo modelo.
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