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RESUMEN

El pirofosfato pudo haber sido la molécula acarreadora de energia precursora del ATP en la atmésfera primigenia.
Durante la evolucion, el ATP sustituyé al pirofosfato mostrando una mayor versatilidad funcional. Paralelamente,
los sistemas encargados de su sintesis o hidrélisis, H+ pirofosfatasas, ATPasas y la ATP sintasa mitocondrial,
fueron mostrando mayor complejidad estructural y diversificado funcionalmente utilizando parte de sus
componentes estructurales para realizar funciones diferentes de la sintesis o hidrdlisis del ATP. Estos hallazgos
han revolucionado el campo de la bioenergética tradicional y abierto nuevos caminos a la investigacion de
procesos normales y patolégicos.
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ABSTRACT

In the primitive atmosphere, pyrophosphate could have been the energy carrier molecule that gave rise to ATP.
During evolution, ATP substituted pyrophosphate because it showed a higher functional versatility. At the same
time, the systems that carried out its synthesis or hydrolysis, such as the H+ pyrophosphatases, ATPases and
mitocondrial ATP synthases showed a higher structural complexity and also diversified functionally by using a
part of their structural components in order to perform functions different from those of ATP synthesis or hydrolysis.
Such findings have revolutionized the field of traditional bioenergetics and opened new pathways to the research

of pathological and normal processes.
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INTRODUCCION
L aspropi edadesgeol 6gi cas, quimicasy biol 6gicasdel

pirofosfato (Pi P) son consistentesconlahipétesisde
gue éste pudo ser lamol éculaacarreadorade energia
enlaatmésferaprimigeniay unprecursor del adenosin
trifosfato (ATP). El PiP puededonar energiay fosforilart.

La complejidad estructural del ATP le proporciond mayor
versatilidadfuncional, yaqueasu papel deacarreador deenergia
se sumaron el de ser donador de fosfato en la regulacion por
fosforilaciones, pudiendo ademasdonar PiPoadenilar. EI ATP
actGa como molécula reguladora en numerosas reacciones
enzimati cassobretransportadoresy receptores, y comosustrato
enlasintesisdel ADN.

Nota: Articulo recibido el 10 de febrero del 2005 y aceptado el 17 de
mayo del 2005.

Enel metabolismodelospreprocariotesprobablementeel PiP
fue el acarreador de energia como un prenucleétido y el
nucleétido ATPtomé sulugar como principal acarreador de
energiaen los eucariotes.

EvVOLUCION DE LOS SISTEMAS ENZIMATICOS QUE
UTILIZAN O TRANSFORMAN LA ENERGIA

Existen numerosasenzimasquehidrolizanel ATPenlacélula,
sin embargo, el 90% dela sintesis en condiciones aerobias|o
realizalaATPsintasa

La ATP sintasa es un complgjo enzimético ampliamente
distribuidoenlanatural eza. Selocalizaenlamembranaplasmética
delasbacterias, latilacoidal deloscloroplastosy lamembrana
internadelasmitocondrias.

Laestructuradel ossegmentoscatal iticosmuestraunaltogrado
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de conservacion en la escala filogenética, 72% de identidad
entre las subunidades de mayor peso molecular de las
mitocondrias de bovinoy laenzimadeEscherichiacoli.

A pesar de su alto grado de complejidad estructural la ATP
sintasade mitocondrias de bovino, eslamejor conocidaen la
actualidad®

Estaformadapor dossegmentosdefinidospor supolaridad, un
hidrofobico o F; integrado a la membrana y un segmento
hidrofilico oF,.

Siguiendo el mecanismo quimiosmético propuesto por Peter
Mitchel en 19613, & complejo F,F, realiza dos reacciones
acopladas: el F,, el transporte de iones (protones o sodio) a
travésdeunamembranay el ssgmentoF, uneel ADPy el fosfato
paraformar el ATP. Laenergiade este proceso provienedela
formaci 6n deun gradiente el ectrogquimico compuesto deiones

con carga (H*) proporcionado por la cadenade transporte de
electronesquebombeal osH* haciael compartimientocontrario
al que se encuentrael complejoF, que sintetizael ATP. Este
proceso se conoce como transduccion deenergia.

Evolutivamente, el compl gjobacterianopresentalacomposicion
massimple, yagueconstadesol o ocho subunidadesdiferentes,
3deF;a b2yc,12al4 copiasy 5 subunidadesdiferentesde
F,:3a,3b,gdye. Encontrasteel complejoF,F, demitocondrias
tiene16 subunidadesdiferentes, lasquecomponenal bacteriano
y otras supernumerarias. enF, subunidadesA6L, d,f,F6,ey
g. Al segmento F, se afiadieron OSCP (equivalente ala d
bacteriana) y un regulador interno o proteinainhibidora(IF,)
(Tablal).

La biogénesis del complejo bacteriano se realiza en un solo
operdn (atp ounc) guegeneraun mensgjero policistronico*.En
eucariotesel complgjotieneorigen bigendmico, lamayor parte

([ Subunidades )
Segmento Bovino! Levadure? Bacteria® Estequiometria L ocalizacion del gen
(p. m.kDa) (p. m.kDa) (p. m.kDa)

a (55) a (4 a (55) 3 Nuclear
b(51) b (51) b (50) 3 Nuclear
g(30) g(30) a(32) 1 Nuclear
F d(15) X e (14) 1 Nuclear
e(5.6) d14) 1 Nuclear
OSCP(20) e (6.6) d(19) 1 Nuclear
IF, (10) OSCP(20) 1 Nuclear

A (24) IF, (7.3 a(30) 1 Mitocondrial
b (Fol-PVP) (24) 6(27) b(17) 12 Nuclear
c(7.6) 4(23) c(8.2) 1014 Nuclear
9(7.7) (bovino)

Mitocondrial

K (levadura)

A6L (7.9) 8(5.8 1 Mitocondrial
d(18) d(10) 1 Nuclear
f(10) f(10) n.d? Nuclear
F6(8.9) h(10) n.d. Nuclear
9kDa n. d. Nuclear
15kDa n.d. Nuclear
e(8.1) e(10) n. d. Nuclear
g(11) 9(12) n.d. Nuclear
i (6.6) 1 Nuclear

L k(7.5) n. d. Nuclear )

Tabla I. Composiciéon de subunidades de los segmentos F y F de la ATP sintasa de diferentes organismos.
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secodificapor e genomanuclear y solamenteayA 6L proceden
del genomamitocondria (Tablal).

Lamayor parte del sitio catalitico reside en la subunidadb y
existentrabajosquehantratadodemedir catalisi senlasubunidad
b aisladay purificada, paraestudiar €l ciclo catalitico libre del
resto delas subunidadesdel complejo. En nuestro laboratorio
hemosestudiado | aspropi edadescatal iticasdelasubunidadb
de una bacteria termofilica, sobreexpresada en E. coli, y
encontramosunaactividad dehidrélisisde ATPmuy bajay de
muy bajaafinidad. Sorpresivamentey reminicentedesuestirpe
evolutiva, exhibeunaactividad dehidrdlisisdepirof osfatocon
caracteristicasqueno compartenlaspirof osfatasashastaahora
descritas.

La literatura se ha enriquecido en la Ultima década con las
estructuras cristal ogréficas del complejoF, demitocondriasde
corazén debovino®, levadura, E. coli, cloroplasto, thermophilus?
y de subunidades aisladas, asi como, del complejo F,F, de
mitocondriasdelevadura’ (Figural).

Deunamanerageneral laestructuramuestral osdossegmentos:
el F, compuesto por laalternanciadel assubunidadesgrandes:
3a y 3 b formando un cilindro asimétrico inducido por la
presenciadelasubunidadggqueformaunejecentral enel interior
del hexameroa ;b ,.

Lacristalografianospermitidel estudiodetalladodelos3sitios
cataliticos, colocadosenlasinterfasesa b. Presentanasimetria
por su diferente ocupacién de nucl eétidos, dos sitios poseen
ADPOATPy unonocontienenuclebtido. Existenotros3sitios
denucledtidosno cataliticosenlasotras3interfasesba . Enla
estructuradel complejoF,F, delevaduralas subunidadesdy e
sirven de ejede union junto conlag del segmentoF, conel F,.

[FEEE——

(.

Figura 1. A) Imagen de la densidad electronica de la Fc,, ATP
sintasa de mitocondria de levadura. B) Esquema topoldgico de
las subunidades de la EF, ATP sintasa de mitocondrias de
bovino. Stock, et al.”

Recientementesehadescrito un segundo € eperiféricoqueune
F, con F, compuesto por las subunidades OSCP, b, d, A6L
ancladas por laagueseencuentraenel interior delamembrana®.

Respecto al segmentoF,, noexisteestructuracristalogréfica, y
su composicion es variable en las diferentes especies, €l
componenteprincipal eslasubunidadc queesunoligémeroen
formadecilindro hueco al que sele adosalasubunidaday que
se ancla al rotor (gde) y a €e latera por la subunidad b°.
Reconstituido a partir de subunidades puras (ac) transporta
protonesformando el canal deprotonesdelaF,F,. El nimerode
subunidades c varia entre 12 a 14 y de su €ficiencia en €l
transportedeprotonesdependelacapaci dad delasenzimapara
sintetizar ATP. Laestequiometriaproton-ATP esde 3-4 por 1.

Laestructuracristal ogréficadel segmentoF, F estaperfectamente
acordeal mecanismocataliticodelaenzima, propuesto por Paul
Boyer® en él cada uno de los tres sitios catal iticos presenta,
alternadamente, cambios conformacionales producidos por
cambios de afinidad a nucledtidos dando una cinética de
cooperatividad.

Este mecanismo cinético supone la accién de un catalizador
rotatorio comprobado el egantemente por |os experimentos de
Noji y colaboradoresen el Japon't.

El complgjo F,F, es uno de los nanomotores rotatorios mas
espectaculares descritos hasta ahora, esta formado
mecani camente por dosrotores, enF,,g,dyegiranacordescon
el segundo rotor enF,,, formado por el polimerodesubunidades
c. Laestabilidad delosrotoresestdaseguradapor unestator: el
hexamero dea b yloscomponentesdel gjeperiféricoOSCP, b,
dy A6L, unidos alasubunidadaenel interior delamembrana.

Laextraordinariaprecisién entre el acoplamiento cinéticoy el
mecanico del complejoF, F, lepermitetener unmaximogradode
eficiencia cercano al 100%%*2. Esto se debe aque €l rotor enla
subunidad g se mueve, sin friccion, en un tinel hidrofébico
formado por el hexdmeroa b, enel quedurantelarotacién, nose
forman ni rompen uniones intermoleculares. La energia del
procesolaproporcionalafijaciondel nucledtidoenunsitiocon
ataafinidad, quecierrael sitio catalitico conun movimientode
bisagray que seacoplasimultdneamentealarotaciondelagen
la gque no existen puntos muertos en los que el rotor pueda
detenersedebidoaquelatorcamecanicaesconstante. Durante
un ciclo de rotacion de 360 grados se sintetizan 3 ATP conla
rotacion en el sentido delasmanecillasdel reloj o sehidrolizan
en el sentido contrario.

Ladistribucion delaenergiadefijacién denucledtidosend sitio
catalitico delab generalatorcaquedaorigenalarotaciondelag,
asuvez, lab a macenaenergiael asticaqueal revertirel movimiento
debisagrapermitelasalidadel osproductosy quee sitiocatalitico
regreseasu estado original vacio parainiciar un nuevociclo®.
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Igual quecual quier proceso metabdlico, lasintesisde ATP por
la ATP sintasa esta sujeta a una regulacion estricta. Existen
reguladoresexternoscomoladisponibilidad desustratosADP
y Pi, por sus respectivos acarreadores mitocondriales y la
generaciondel gradienteel ectroquimico provistopor lacadena
detransporte de el ectronesy sus bombas de protones.

Existe un regulador enddgeno de la ATP sintasa que es
evolutivamente exclusivo de eucariotes eslallamadaproteina
inhibidora (IF,). Es una proteina de solo 84 aminoéacidos que
previenelahidrélisisde ATPen condicionesdebajo potencial
electroquimico. Se une ala F, por su extremo amino en una
interfase ab que contiene ADP, como |o muestrael cristal del
complejo F,1*3. Suextremo carboxil o sobresaledel complejoy es
capaz deinteraccionar con el extremo carboxilodeotrocomplejo
F,l'y formar un dimero deF, | atravésdeunahéliceenrollada™.
EnlaF, existenhélicesenrolladasenel rotor central formado por
la subunidadgy enel dimero delasubunidadbqueformaparte
del eje externo. Estetipo de estructuras son el &sticas, pueden
doblarsey comprimirse, porloquetienenlacapaci dadderealizar
cambiosconformacionales.

Latrascendenciadeladimerizacion del complejoF, | estalejosde
ser explicada cabalmente, sin embargo, se podrian aducir
numerosas razones por las cuales laformacion de oligémeros
resultaventajosa, yaque, porlogeneral, aumental aestabilidad
del complejo, los sitios catal iticos se concentran y presentan
diferente accesibilidades y especificidad, 10 que abre nuevas
posibilidades de regulacién por €l aumento de lacomplejidad
estructural y por laapariciéndeunanuevainterfasequepropicie
laaparicion denuevos efectoresal ostéricos.

Por otrolado, |adi merizaci 6n puedeser unmecanismoquecense
laconcentraci6n deproteinaenunacélulaocenunorganelo. Se
ha propuesto que la oligomerizacion favorece laformacion de
superestructuras como las crestas mitocondrial es, ademas de
contribuir a enrrollado y ensamblado de |la proteina en la
membrana. L ahabilidad dedisociarsepermitiendolaactivacion
oinactivacién del complego, asi como, laaparicion deposibles
interacciones con otras proteinas intrinsecas del complejo,
como larecienteinteraccion con OSCP o gjenasaél.

En nuestro laboratorio, hemos estudiado la conversion del
complejo dimérico inhibido por la proteina inhibidora (F,)
enddgena en monomérico, que adn conservala lF,, antes de
convertirse en unaenzimacatal iticamente activay desplazarlo
del sitioinhibitorio. Estointrodujounnuevo pasoregulatorioen
e ciclo catalitico delaenzima'#?®.

En el miocardiolalF, tieneun papel muy importantedurantela
isquemiainhibiendolahidrolisisdeATPqueseproducedurante
este proceso patol 6gico. Lamagnitud delahidrdlisis depende
delaespeciey delavelocidad de contraccion del corazén, del
contenido delF, y desu afinidad por laF,. Existentresgrupos

entrelosmamiferoscondiferenciasenlavel ocidad cardiacay el
contenido de IF,. En el primer grupo se encuentran el conejo,
cerdo, vacay humano quetienen unafrecuenciacardiacamenor
de250 contraccionespor minutoy unaestequiometriaF, -IF, de
1. El segundogrupoloforman, ratonesy ratasconunafrecuencia
cardiacademasde 250 contraccionespor minutoy unarelacion
F,-IF, menor de 1. Enel tercer grupo seencuentrael cobayocon
una frecuencia de contraccién de 250 por minuto y una
estequiometria F-IF, de 1, pero que no inhibe la hidrdlisis
durantelaisquemia. EI F,linhibeun50%lahidrdlisisisquémica
a unirsealaF, y seliberalainhibiciondurantel areperfusion. No
se sabe qué grado deisquemiase necesita paratransformar la
enzimadesintéticade ATP en hidroliticat®.

El campo esta abierto y con estos nuevos hallazgos se ha
despertado nuestrointerés sobre otrascaracteristicasdeesta
proteinaquehasido estudiadapor nosotroscon anterioridad.
Utilizando model os computacionales de las estructuras del
cristal del inhibidor soluble o resuelto por NMR del segmento
dimerizante, sehaelaboradoun modelo delaproteinaenel que
sedescribeunavisagraqueincluyelosaminoéacidosdelosque
dependelasensibilidad al pH delainhibiciény que comunica
susdossegmentosfuncionales, el inhibitorioy el dimerizante.
Con este model o se pretende explicar algunos de | os efectos
cinéticosdelaproteinay sutrascendenciacomo regulador de
lacatdlisis.

ATPasas DE ARQUEAS (A ATPasa), ATPasas DE
vacuoLA (V ATPasa) v ATP sinTasas (F ATPasa)
Las ATPasastipoA,V yF, estalltimayadescritaenlaseccién
anterior, sonsistemasenzi méti cosfascinantesqueseoriginaron
apartir de un ancestro comin y que tienen una distribucién
universal entodoslosorganismos. Sonesencialesparalavida
ytienenencomunel acoplar el gradienteel ectroquimicodeiones
a través de la membrana para hidrolizar o sintetizar el ATP.
Estructural menteson compl gjosenzi méticosquetrabajancomo
motores rotatorios moleculares. Su estructuray funcion se ha
conservado durante la evolucion. Estan formados por dos
dominios, hidrofobico (A, V,y F,) ehidrofilico (A, V,y F))
conectados por un gje central y uno o dos laterales. Los
polipéptidos de mayor peso molecular a y b enlasdetipoFo
BA respectivamente en las de tipo V 0 A se originaron por
duplicaciongénicay conservanunmuy altogradodehomol ogia.
A travésde mutacionesy delecioneslasubunidada oB perdié
lacapacidad de catalizar, sin perder ladefijar nuclettidos.

L asATPasasdetipoA sehan obtenidodemembranaplasmaética
de diversas arqueas como Sulfolobus acidocalcareus y
Methanosarcina mazei. Estan formadas por 9 subunidades
diferentes. El segmentohidrofilicocatal iticoestacompuestopor
3A,3B,C,DyE LaD corresponde alasubunidadgdeF,.La
subunidad E es semejante a la subunidad dde F, y alas
subunidades Gy H, que no se les ha asignado funcién. El
segmento hidrofobico A, contiene las subunidades! y K; | es
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equivalente a una fusion de las subunidades ay b, y K es
equivalente ac. Un polimero de subunidadesK puedeconducir
protonesosodio. Estoscomplgjossintetizan ATPsiguiendoel
mismo mecanismo general delasdetipoF (F,F).

Las ATPasastipoV seencuentranenlasmembranaplasmética
de arqueobacterias, en la membrana de vacuolas de las
levaduras, en la membrana del tonoplasto de plantas
superiores, y en los mamiferos en las membranas de los
lisosomas, endosomas, granulos secretorios, granulos de
almacenamientoy enlasvesiculasdeclatrina, entodasellas
funcionan solamente como ATPasas tomando parte en
diversas funciones como la endocitosis de receptores, la
acidificacionenel tubulorenal, enlaabsorcion dehueso, en
la acumulacion de neurotransmisores en vesiculasy en la
activaciondehidrolasasécidas, entreotras.

El pH deloscompartimentosintracel ularesdelascélulasenlos
eucariotesesun parametrofinamentereguladoporlasV ATPasas,
queafectamuchosprocesoscel ularescomoel transporteentre
las diferentes membranas intracel ulares, el procesamiento de
prohormonas, el transportedeneurotransmisoresy laentradade
virusalascélulas.

Estaformada por dossegmentosV ; hidrofébico yV, hidrofilico
y dossegmentosexternosqueconectan ambossegmentos. En
total posee 13 subunidadesdistintas: ASBB3CDEFGH enV, ya
d,c,c'yc', enV0, A3 yB3tienensitiosdefijaciondenucl etidos
y las subunidades del gje central sonC,D, E,F, G2 yH. Parala
hidrolisis del ATP se requieren las subunidadesABCGYy E
Tiene un cuello periférico de composicién no precisada,
probablemente H.

Esta enzima se regula de un modo peculiar, disociando el
segmento V, del V, de manera reversible, inhibe o activa la
hidrélisisy el bombeo deprotones. Estaseparaci on desegmentos
|lepermiterealizar funcionesseparadasparacadauno, actuando
e V, como ATPasa unido a V, o como V, en la fusion de
membranas formando parte de las uniones célula-célula (gap
junctions). Lacomposicion del V, difieredeladel F,delaATP
sintasa, yaqueestaformadopor 3diferentesti posdesubunidades
coriginadas por duplicaci6n génica. Existen subunidadesccon
dosy cuatro crucestransmembranal esformando un oligbmero
asimétrico con bgjaeficienciaen el transporte de protones (12
protones enF,y 6 protonesenV ) loquepodriaser lacausade
quenopuedasintetizar ATPy seasélohidrolitica, funcionando
como una eficiente bomba de protones para cumplir con la
funciondeacidificar lasvacuolas'’ (Tablall).

Comparando alasATPasastipoA,V y Fsepuedesuponer que
durantelaevolucionalaF selefueron afiadi endo subunidades
pararegular sufuncion, transportey localizacién endiferentes
compartimentos celulares, asi como, para su ensamblado y
estabilizacion.
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Tabla Il. Composicién de subunidades de los segmentos AA,
(archea), V.V, (vacuolar) y EF, (mitocondrial) y sus posibles
equivalencias.

La evolucion de estas enzimas estuvo determinada por la
especializacion delasfunciones que comenzd como bombade
protones en el ancestro procariote que vivia en condiciones
reductoras cambiando asintasaen condiciones oxidantes (en
presenciadeoxigeno) y volviendo aser bombadeprotones, en
lavacuoladel oseucariotes. Estasfuncionesreversiblespodrian
tener que ver con la estequiometria protén-ATP y con la
contribuci6n delassubunidadespequefiasalaregul acion que
hanmostrado unmayor grado dediversidad quel assubunidades
grandes (a yb).

H* PIPASA MEMBRANAL

Esunaproteinaintegral demembranaconun peso molecular de
66 a 116 kilodaltones. Con 14 a 16 posibles pasos
transmembranal es, que no tiene grandes semejanzas con las
ATPasasA,V yFni conlasATPasastipoP (laATPasadecalcio
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de membrana del reticulo endopldsmico o SERCA y laNa-K
ATPasade membranaplasméticade eucariotes), sin embargo,
tiene secuencias conservadas como en el equivalente del asa
fijadoradelosfosfatosenlasubunidadF,-b (asaP) enlaque4
delosaminoacidosdel sitio del pirofosfato delapirofosfatasa
membranal de Rodospirilum rubrumson idénticos. Ademas
existe semejanzaentre el segmento 227-247 delapirofosfatasa
vacuolary el alfahélicedelasubunidadc del segmentoF dela
ATPsintasa. Se supone queen laevolucion lasubunidadc de
|aATPsintasaformé partedeunodel oscrucestransmembranales
delapirofosfatasa.

Se localiza en la membrana plasmética de procariotes y en
organelos intracelulares de eucariotes como vacuolas y
acidocal cisomas. En cromat6foros de Rodospirilumrubrum,
sintetiza PiP en laluz durante el transporte de el ectrones que
generaun gradiente el ectroquimico, igual quelaATP sintasa
membranal. Puede mantener la energizacion de la membrana
para transporte secundario de metabolitos, hidrolizar PiP
generando ungradientedeprotonesqueseutilizaparasintetizar
ATPporlaATPsintasay esimportanteenlaosmoregulacion
de la bacteria. El PiP sintetizado en la luz se acumula en
granul os®.

LOCALIZACIONES ECTOPICAS
Enlascélulasdeeucariotesesfrecuenteobservar lautilizacion
demaddul osprotei coso segmentosdeproteinaso subunidades
deproteinasmultiméricasquerealizandistintasfunciones. Esta
multifuncionalidad puedevariar dependiendodesulocalizacion
intracelular, suoligomerizaciénconotrasproteinasolapresencia
de otros ligandos ya sea, expresada y conducida a otro
compartimento celular o excretada al espacio extracelular. El
gjemplomasconocidoesel deunaproteinamitocondrial quees
partedelacadenadetransporte de el ectrones, el citocromoc,
que al ser liberada al citoplasma es una sefial molecular que
participaenel procesodelamuertecel ular por apoptosis. El caso
delaATPsintasanohasidolaexcepcion, yaquesehandescrito
|ocalizacionesectdpicasdesussubunidades(Tablalll).

a) de ATP

L a deteccion de nucledtidos o nucledsidos de adenina en el
espacio extracelular hace suponer que éste es sintetizado
intracelularmente, ya seaen lamatriz mitocondrial por laATP
sintasa 0 en el citoplasma por la glicdlisis, las dos fuentes
principales de generacion de ATP. Su salida a espacio
extracelular através delamembranaplasméticapodriaocurrir
por algun poro o acarreador ain no descrito, o por fusion de
vesiculascargadasde A TP, comosehaohservadoenel epitelio
secretor delasglandul assalival esodelosductossecretoresdel
pancreas, aunque existelaremotaposibilidad de que éste sea
sintetizadoin situ enotrasmembranas. Estaposibilidadimplicaria
|aexistenciadetodalacompl ejamaguinariaproteicaquehemos
descritoenlosparraf osprecedentessuponiendo quelaenzima
llevaria a cabo la sintesis siguiendo el mismo mecanismo y

utilizando comofuentedeenergiaun gradienteel ectroquimico.
Todo esto plantea una serie de interrogantes que abren un
enormecampo deinvestigaci 6n que seaboqueacomprobar o
descartar su existencia.

Lapresenciade ATPenel espacioextracelular seshaobservado
en el plasmasanguineo durantelaagregacion plaquetariaoen
€l espaciointersinaptico durantelaneurotransmisién. El ATP
enel espacio extracelular cumplediversasfuncionesfijandose,
por ejemplo, areceptoresespecificosasociadosaproteinasG,
actuando como mol éculade sefializacion en lacomunicacion
intercelular o regulando canal es iénicos con consecuencias
fisioldgicas tan variadas como la respuesta inflamatoria, la
necrosisy laapoptosiscelular o el transporteenlosepitelios.
El ATPsecretado esrapi damentehidrolizadoen ADPy fosfato,
AMP o adenosina en la superficie celular por ecto ATPasas,
apirasas, ADPasas, 5" nucleotidasas o fosfatasa alcalina
probablementelocalizadasen las|lamadas bal saslipidicas.

L asbal saslipidicassonestructuras, presenteshastaahora, solo
en lamembrana plasméticay que tienen una composicion de
lipidos y proteinas determinadas como colesterol y
glicoesfingolipidoscon abundanciadeéci dosgrasosdecadena
larga, asi como proteinasespecificascomolascaveolinas. Dada
su rigidez, parecen flotar entre el resto de los lipidos de la
membranaplasméti caquetienen masfluidez. Seseparanpor su
resistencia a los detergentes como el Tritén X100. Han sido
implicadas en numerosas funciones como en la invasion por
patégenos, la homeostasis de colesteral, la angiogénesis, la
transduccidndesefial esy enal gunasenfermedadesdegenerativas.
Contienen receptores membranales, € factor de crecimiento
epidérmicoy el factor denecrosistumoral, entre otros'®.

b) Localizaciones ectépicas de los complejos
enzimaticos o de sus subunidades implicados en las
transducciones energéticas

1) Célulasnormales

Subunidad F,-a como chaperona. En células de animalesy de
plantas la subunidad F,-a y las chaperonas mitocondriales
comparten secuencias similares que permiten suponer una
relacion evolutiva entre ellas. Se ha observado que la F,-b
requieredelaF -a paraconservar suestructuranativaactuando
esta Ultima como una chaperonina, ala que se le asocia una
chaperonina mitocondrial, la hsp60, cuando esta siendo
sintetizada®.

Subunidad F6 como vasoconstrictor. Como una respuesta al
estréshemodinamico, lascélulasendotelial essecretanalaluzde
los capilares|asubunidadF6 produci endo unavasoconstriccion.
Hastalafecha, estasubunidad pareceser el (inicovasoconstrictor
enddgeno, ya que se ha observado que aumenta en animales
hipertensos?.




24 TIP Rev.Esp.Cienc.Quim.Biol. Vol. 8, No. 1
( Normales )
Segmento Tipocelular L ocalizacion I nteraccion Funcion
Fl-ab Células endoteliales | Membranaplasmatica Receptor deangiostatina Regulaci6ndeangiogénesis
Fla Hepatocitos Membranaplasmética Receptordeapoliproteina | Transportedelipidosy
A-I colesterol
Flb Hepatocitos Membranaplasmética Receptor deenterostatina Regulaciondelasaciedad
Fla Célulasanimalesy de | Citoplasma ConF1-byotrasproteinas | Chaperonina
plantas
Fla Célulasendoteliales | Membranaplasmética Fijaciondecitosinap43 Inhibiciondelaproliferacion
decélulasendoteliales
Fo-F6 Célulasendoteliales | Membranaplasméticay Célulascapilares Vasoconstriccion
torrentesanguineo
Vo< Neuronascerebrales | Membranadel sinaptosoma | Fusiéndemembrana Liberacidondeacetilcolina
y membranaplasmética sinaptosomal y
citoplasmica
Patol6gicas
Segmento Tipocelular Localizacion I nteraccién Funcion
Fla Neuronascerebrales | Citoplasma Neurofibrillasenla
enfermedaddeAlzheimer
F1b Céulastumorales Membranaplasmética Diferenciaciondelinfocitos| Inhibiciondeproliferacion
citotoxicos decélulasendotelialesy
regulaciondelisisdecélulas
tumorales
F1-ab/Apo | cdulastumoraes Membranaplasmética Reconoci miento por Antitumoral del sistema
Al célulasT inmune
Foc Cardiocitos, neuronas| Membranaplasmatica Formaciondecanalesde Lipofucinosisceroideao
y retinocitos Na*y Ca?* enfermedad
neurodegenerativade
L Batten )
Tabla Ill. Localizacién ectépica de subunidades de la ATP sintasa mitocondrial en condiciones normales y patolégicas.

ElcomplgoV -cdelaATPasavacuolar comopartedd complego
defusion membranal. LasubunidadcdelaATPasavacuolar se
origind por duplicaciony fusion génicaapartir deun ancestro
comunqueformoel canal deH* delaF;mitocondrial, conlaque
tiene un 80% de identidad. La V -c se ha identificado en la
membranadel sinaptosoma de neuronastomando parteen la
fusiéndelamembranasinaptosomal conlamembranaplasmética
einduciendolaliberacidndeacetil colinaatravésdelaformacion
deporos®.

En hepatocitos
Recientemente se ha publicado el proteoma de la membrana
plasméticadehepatocitosderataapartir delafraccionllamada

de balsas lipidicas. En estas fracciones, que aln son muy
controvertidas, debido aque su caracteri zacion hasido dificil
dadaslaspropiedadesdindmicasdeloslipidosdelamembrana
plasmética. Enel proteomadel asbal saslipidicasseencontraron
numerosasproteinasmitocondriales, delacadenadetransporte
deelectronesy dela ATP sintasasugiriendo laexistenciadel
complejo F,F,enlasbal saslipidicasdelamembranapl asmética.
En este trabajo solo la existencia de las subunidades F,-ab
fueron confirmadas por otrosmétodosexperimental es?.

En membrana plasmética FL.-ab como receptor de
apolipaoproteinaA-l. Enlamembranaplasmati cadehepatocitos
se ha identificado inmunoldgicamente la presencia de las
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subunidades F-ab que actian como receptores de la
apolipoproteinaA-l einducenlaendocitosisdelaslipoproteinas
dealtadensidad y del colesterol. Lamembrana plasméticadel
hepatocito hidroliza ATP y la hidrdlisis es inhibida por la
proteinainhibidora(F, I), adicionadaexogenamentelahidrolisis
deATPproduceADPqueserequiereparalaendocitosis, loque
hahecho suponer alos autores que se encuentrael complejo
ATPasacompletoy funcional enlamembranaplasmética?.

Enlamembranaplasméticadehepatocitosy deneuronasdela
amigdala cerebral la subunidad F-b como receptor de
enterostatina.

La enterostatina es un pentapéptido con una secuencia de
aanina-prolina-glicina-prolina-alanina. Esproducidopor el corte
proteoliticodel aminoterminal delaenzimaprocolipasay quees
liberado en el intestino delgado, en la mucosa géstricay en
ciertasregionesdel cerebrocomolaamigdala. Laenterostatina
sefijaenlasubunidadF, -b einduce sensacion de saciedad en
ratassometidasadietasel evadasengrasas. L osautoressugieren
gue una dieta alta en grasas podria ocasionar lalocalizacién
ectopicadelaF,-b en lamembrana plasméaticay actuar como
receptor deenterostati na?>.

En adipocitos

En adipocitos humanos y en fibroblastos inducidos a
diferenciarse en adipocitos se encontré un aumento en la
biogénesismitocondrial y lalocalizaci énectépicadel complejo
deATPsintasaenlasbal saslipidicasdelamembranaplasmética.
SeidentificaronlassubunidadesF,-a b porinmunol ocalizacion
y semidiésintesisde ATPsensibleainhibidoresmitocondriales
comolaoligomicinay adesacoplantes. L osautoresafirmanque
|laenzimadelamembranaplasméticatienelafunciondegenerar
ATP extracelular para cumplir funciones como regulador de
receptoresy como mol écul ade sefializaci 6n%S.

En célulasendoteliales

Lamayor partedelaslocalizacionesectdpicasdel oscomplejos
delaATPsintasasehan descrito en célulasendotelial es: estas
células que recubren los vasos sanguineos, mantienen la
homeostasi svascul ar, toman parteimportanteenlaangiogénesis
y estédn sometidas a cambios hemodindmicos que contraen o
dilatan los capilaresy que regulan muchas de susfunciones.

Las células endoteliales han cobrado una gran importancia
duranteal gunosprocesospatol 6gicos, comoenel desarrollode
tumoresy su capacidad deproducir metastasis. Sonlascélulas
implicadasenlaangiogénesi squeesun proceso consistenteen
la proliferacion, migracion y diferenciacion de las células
endotelia esy queesfinamenteregul adapor factoresinductores
einhibidores. Existeunfactor queestimulael crecimientodelas
célulasendoteliales(VEGF, vascular endotelia growthfactor) y
la angiostatina, por e contrario, inhibe su crecimiento. La
angiogeénesi sseestimuladuranteprocesospatol 6gicoscomola

trombosisy lafibrinolisis, enlacoagulacion, lainflamaciény en
losprocesostumoral es, favoreciendolaformaciondemetastasis.
Las células endoteliales se unen entre si através de uniones
fuertespor lasproteinasocludinas, conunionesadherentespor
las cadherinas y através de las uniones tipo gap. Durante la
inflamaciénseliberancitocinas, comoel TNF (factor denecrosis
tumoral) por lascélulasfagociticasmononucl earesy factoresde
adhesi6n que inducen apoptosis. Por otro lado, las células
endotelia esdel osvasoscerebral esinteractlianconlosastrocitos
y formanlabarrerahematoencefalica?’.

Las subunidades Fl-ab como receptor de angiostatina. En
cultivosprimariosdecé ulasendotelialesdel cordénumbilical de
humanossehanrealizadolosméasimportanteshallazgosdelas
localizacionesectdpicasdelaATPsintasao desussubunidades.

L as subunidadesF,-a b sehanidentificadocomoel receptor de
angiostatina. La angiostatina es un péptido derivado del
plasmindgeno cuya funcion es inhibir la angiogénesis. Las
células endoteliaes hidrolizan y sintetizan una cantidad muy
marginal deATPqueseinhibepor angiostatina. Estosugierela
existenciadel complejoF, F,completoenlamembranaplasmética,
sinembargo, alinnosehanidentificadomésquel assubunidades
F,-ab.LacantidaddeATPsintetizado essensi bleainhibidores
deF, y adesacoplantes, |o cual sugeririaqueutilizaungradiente
€l ectrogquimico, queenausenciadeungenerador comolacadena
detransportedeel ectronesmitocondrial noseconocetodavia®.

La subunidad F-a como receptor de la citosina p43. En
membranas plasmaticas derivadas de células endoteliales
procedentes de laaortade bovino se encontré que el extremo
carboxilo delacitosina p43 que induce junto con el TNF una
respuesta inflamatoria y apoptosis, produce una respuesta
antiangiogénicaal unirseasureceptor enlamembranaplasmatica
identificado comoF,-a®.

LasintesisdeATPextracelular por laATPsintasaregulala
angiogénesis. Semidi6 sintesisextracelular deATPencélulas
endotelialesdel cordén umbilical de humanos. Losvaloresde
ATPsonaltosy sensiblesainhibidoresdeF, y deF,F,, asi como
a desacoplantes. Sugiriendo la existencia del complejo F,F,
completo y que el mecanismo de sintesis sea a través de un
potencial el ectroquimico. Lainhibiciondelasintesisde ATPpor
laenzimademembranaplasmética, inhibidlaproliferaciondelas
células del corddn umbilical. Los autores sugieren gue estos
inhibidores de la sintesis podrian ser usados como farmacos
anticancerigenos®.

Localizacion en la membrana plasmatica de la subunidad
reguladoradelaF,F ATPsintasa(F,1). Recientementenuestro
grupo detrabajo sehaabocado aidentificar lassubunidadesde
F,F,ATP sintasaen lamembrana plasméaticade | as célul as del
endoteliovascular del cordénumbilical. Lascélulasendoteliales
intactas contienen ademas de las subunidades F-ab, ya
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identificadaspor otrosgrupos, laproteinaF, | cuyafuncionen
la membrana plasmética parece no estar relacionada con la
funcién reguladoraque gjerce enlamitocondrias.

El grupo de Pizzo encontré en las células fijadas del cordén
umbilical de humanoslapresenciadelaproteinainhibidorade
laF, (IF,)). Susdatosparecen indicar quesu presencianotiene
relacion claracon laangiogénesis®.,

2) L ocalizacionesectdpicasen condicionespatol 6gicas

La subunidad F-a como componente estructural de las
neur ofibrillasamiloideasen laenfermedad deAlzheimer
Sehaencontradoenlasneuronasdepaci entesconlaenfermedad
de Alzheimer que en lasneurofibrillasamil oideas se encuentra
como un componenteimportante |asubunidadF,-a %,

Lasubunidad F,-cformapor osen lamembranaplasméticade
célulasexcitables produciendo la enfermedad lipofuscinosis
ceroideneural oenfermedad deBatten

Lasubunidad F-c de la ATP sintasa se ha encontrado en la
membrana plasmatica de células del miocardio, neuronas
cerebrales y neuronas de retina formando poros de 10
componentesqueinducenel pasoindiscriminadodeionessodio
y calcio, factores que producen una enfermedad
neurodegenerativacaracterizadapor |apresenciadecuerposde
inclusion en el tejido cerebral. EI aumento de los canalesy e
cambio de composicion de los iones intracel ulares producen
alteracionesy muerte delascélulas af ectadas®.

Las células tumorales tienen subunidades F-a y b en la
membrana plasmatica que esreconocida por loslinfocitos T
citotoxicos

Lalocalizacion delas subunidadesF,-a b enlasuperficiedela
membranaplasméticadelascé ulasdediferenteslineastumoral es,
permitequeloslinfocitosT citotoxicoslasreconozcany € erzan
suactividad citolitica. LaexpresiondelassubunidadesF, a yb
se hace en forma disociada sugiriendo un polimorfismo de la
estructura, sinembargo, esimprobablequeselocalicenenforma
aidadaenlamembranaplasmética, yaqueno contienendominios
transmembranal esquelespermitan anclarse®>,

CONCLUSIONES

Es indudable que a medida que hemos enriquecido nuestros
conocimientos sobre las estructuray lasfuncionesdela ATP
sintasamitocondrial y susparientesmascercanaslasATPasas
dearqueobacteriasy devacuolas, asi como desu pariente mas
Igjano, laH* pirofosfatasamembrana; e campodel abioenergética
sehaampliadoy diversificado; por otrolado, laslocalizaciones
ectopicasdel compl gjoF, F, mitocondrial alamembranaplasmética
han abi erto nuevoshorizontesal abioenergéticatradicional que
incidenenéreasderegul aciondeprocesoscomolaangiogénesis
olaapoptosisen lasquelas mitocondriasy sus componentes
ejercen un papel desencadenante y regulador o sus

insospechadas relaciones con el metabolismo de lipidos, la
fusion de membranasy laendocitosis.

Susfuncionesdereceptoresde mol écul astandiferentescomo
la angiostatina, |a enterostatina, la apolipoproteina A-1 o la
citosina p43. Su papel en procesos patoldgicos como la
inflamacion y la angiogénesis tumoral, la enfermedad de
Alzheimer o de Batten, nos pondrian en alerta para tratar de
comprobar cudl esdeestosnumerososy diferentesefectosson
real esonosencontramosen presenciadesofi sticadosartef actos
metodol 6gi cos que esnecesario aclarar.

Estos hallazgos, de ser reales, revolucionan el campo de la
bioenergética y amplian de una manera insospechada sus
alcances, tratando deexplicar desded origen deestossegmentos
enziméticosy susfuncionesenel intrincadometabolismocelular,
asi comolaposiblecuradeenfermedadescomoel cancery otras
deetiol ogiahastaahoradesconocidas.

Seacual fuereel resultado de estos nuevos hallazgoshay que
reconocer que hacen del campo delainvestigaciénatodoslos
niveles un reto excitante dificil de superar por cualquier otra
actividad humana.
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