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Resumen

El sentido de la vida ya no solo lo dicta la direccion de
5" a 3" de la ADN polimerasa, sino también el de las
manecillas del reloj, dado que asi gira el rotor del
nanomotor F1Fo-ATP sintasa (visto desde el canal de
protones Fo a la parte catalitica F1), para sintetizar la
mayoria del ATP en todos los seres vivos. Esta
rotacion sintética la impulsa la energia del gradiente
de protones de mitocondrias, cloroplastos y bacterias,
el cual se colapsa en anoxia, isquemia, anaerobiosis,
desacoplamiento, o en la oscuridad en organismos
fotosintéticos, y asi la enzima tiende a girar “de
reversa” en contra de las manecillas del reloj como
F1Fo-ATPasa para consumir al ATP celular de manera
letal. Varios inhibidores naturales de la enzima
bloquean la actividad “reversa” de FiFo-ATPasa, y
nuestro grupo descubridé el inhibidor presente en
Paracoccus denitrificans y demas a-proteobacterias
denominandolo  subunidad (.  Recientemente
resolvimos su funcion, estructura y mecanismo
inhibitorio. La subunidad { resulté ser un inhibidor
unidireccional tipo ufieta-trinquete (o matraca) pues
bloquea la rotacion “reversa” contra las manecillas del
reloj de la FiFo-ATPasa sin afectar el giro “hacia
delante” en el sentido de las manecillas del reloj de
F1Fo-ATP sintasa. Este mecanismo unidireccional lo
comparten otros inhibidores naturales de la enzima (¢
bacteriana e IF1 mitocondrial) y tiene aplicaciones
importantes en el disefio de nuevos antibidticos.

Abstract

The sense of life is not only dictated by the direction
from 5' to 3' of DNA polymerase anymore, but it is
also clock-wise, since the rotor of the FiFo-ATP
synthase nanomotor rotates like this (viewed from
the proton channel Fo to the catalytic part Fi) to
synthesize most of the ATP in all living beings. This
synthetic rotation is driven by the energy of the
proton gradient of mitochondria, chloroplasts and
bacteria, which collapses in anoxia, ischemia,
anaerobiosis, uncoupling, or in the dark in
photosynthetic organisms, where the enzyme tends
to rotate counter-clockwise as FiFo-ATPase and to
consume the cellular ATP in a lethal manner.
Several natural inhibitors of the enzyme block the
reverse activity of FoFi-ATPase, and our group
discovered the one present in Paracoccus
denitrificans and related o-proteobacteria naming it
as the  subunit. Recently, we resolved its function,
structure, and inhibitory mechanism. The { subunit
turned out to be a unidirectional inhibitor working
as a pawl-ratchet, ie. blocking the “reverse”
counter-clockwise rotation of the FiFo-ATPase
without affecting the “forward” clockwise turnover
of the FiFo-ATP synthase. This unidirectional
mechanism is shared by the other natural inhibitors
of the enzyme (bacterial € and mitochondrial IF1),
and has important applications in the design of new
antibiotics.
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Introduccion
Inhibidores enzimaticos bidireccionales

De acuerdo con una inolvidable conversacion con
el Dr. Armando Gémez Puyou, en teoria no deberia
haber inhibidores enzimaticos unidireccionales,
debido a que las enzimas son catalizadores
biologicos que aceleran una reaccion quimica en
ambos sentidos, tanto de reactivos a productos como
viceversa, por lo tanto, cualquier inhibidor
enzimatico deberia ser bidireccional, es decir
inactivar a la enzima en ambos sentidos de la
reaccion. Esto se ilustra en el siguiente diagrama
cinético (esquema 1): la enzima (E) puede unir
sustrato (S) o producto (P) y catalizar la reaccion en
ambos sentidos, hacia “adelante” de S a P (—) o

hacia “atras” de P a S (=) de manera reversible (=).

Si la enzima une un inhibidor bidireccional (I), que
en este caso es no competitivo y total, las uniones de
I, Sy P ala enzima son independientes y no
interfieren entre si. Dado que el inhibidor es total,
éste lleva a la enzima a una forma inactiva (E*)
incapaz de catalizar. La enzima se queda detenida
cataliticamente tanto en la reaccion hacia “adelante”
(—), como en la reaccion “de reversa” (<—).

f—
—

S+E EP

f—
—

E+P

+ +| +| +

1 1 1 1

S+IE* & IE*S IE*P IE*+P

Esquema 1. Inhibicion bidireccional total no competitiva de
una enzima. La enzima (E) cataliza la reaccion en ambos sentidos
de SaPydePasS. Cuando se une un inhibidor no-competitivo
total (I), éste no interfiere con la unién de S y P, y lleva a la
enzima a una forma inactiva (E¥*), y los complejos IE*S e IE*P,
son incapaces de inter-convertirse entre si. La reaccidn no es
catalizada en ningun sentido (— ni <) y el inhibidor (I) es

bidireccional, por ello no hay flechas (=) en la parte central e

inferior del esquema.

Con el paso de los afios, hemos aprendido que
esta premisa de que las enzimas deben tener solo
inhibidores unidireccionales se cumple en la mayoria
de los casos, sin embargo en la naturaleza siempre

hay excepciones, y ademas de algunos substratos,
productos, o reguladores alostéricos de enzimas
escalares que funcionan como inhibidores
unidireccionales aparentes, una excepcidon muy
importante podria ser el nanomotor que le da energia
a la vida: la ATP sintasa, la cual no es una enzima
comun, pues funciona por un mecanismo rotacional
muy finamente regulado, inicialmente propuesto por
el Dr. Paul D. Boyer, gracias al cual le otorgaron el
premio Nobel de Quimica 1997 [1]. Dado que esta
enzima es un nanomotor, podria ser el primer caso
cuyos inhibidores naturales funcionen como
verdaderos inhibidores unidireccionales. En este
articulo se revisard como nuestros datos recientes con
una nueva subunidad { inhibidora que descubrimos
en Paracoccus denitrificans 'y demas a-
proteobacterias, indican que efectivamente la ATP
sintasa tiene inhibidores naturales undireccionales.

Mecanismo rotacional y control del nanomotor ATP
sintasa

En este nanomotor el rotor central gira en el
sentido “a Favor de las Manecillas del Reloj” (FMR)
impulsado por el gradiente y flujo de protones (o
iones sodio) a través del canal transmembranal Fo,
para acoplar esta rotacion a la sintesis del ATP a
partir de ADP y Pi en la parte F: del estator [1]. Es
por esto que el sentido de la vida ya no solo es el de
la ADN polimerasa de 5 a 3’, sino también el de las
manecillas del reloj o FMR de la ATP sintasa, que es
el nanomotor de la vida. De manera inversa en el
sentido “Contrario a las Manecillas del Reloj”
(CMR), el giro del rotor es impulsado por la union e
hidrolisis del ATP en la parte Fi-ATPasa, el cual se
acopla al bombeo de protones a través del canal Fo
(ver Fig. 1). Esta rotacion “reversa”, representa un
consumo desfavorable del ATP celular el cual tiende
a ocurrir durante la pérdida parcial o total del
gradiente de protones (durante la anoxia o
anaerobiosis en mitocondrias y bacterias, o en la
oscuridad en organismos fotosintéticos), por lo tanto
esta actividad “reversa” de FiFo-ATPasa es
bloqueada en mitocondrias y cloroplastos por
sistemas muy estrictos de control: por la proteina
inhibidora mitocondrial (IF1) y por un puente
disulfuro  susceptible de control redox en
cloroplastos. En el caso de los procariontes se
pensaba que unicamente la subunidad & funcionaba
como inhibidor (revisado en [2-5]). Sin embargo,
recientemente descubrimos una novedosa proteina
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inhibidora en Paracoccus denitrificans y demas -
proteobacterias que denominamos subunidad  [6-8].
Esta proteina surgié evolutivamente dado que la
subunidad ¢ de las o-proteobacterias perdid su
capacidad inhibitoria, asi que esta funcion se
transfirié a la subunidad ¢, la cual es una proteina
accesoria y externa al operon ATP. En el camino
encontramos que la subunidad { funciona de manera
similar a la IF: mitocondrial, mimetizando su
mecanismo de unién y de inhibicién [9] pero en la
Fi-ATPasa de P. denitrificans y en el resto de las a-
pteoteobacterias, aunque con una estructura diferente
a las de ¢ e IF; [8,10]. El modelo experimental de la
subunidad { ha resultado muy 1til para resolver
preguntas funcionales y estructurales de los distintos
inhibidores dado que mimetiza a la IFi, y ademas
permite construir mutantes para analizar el
mecanismo y la funcién de estos inhibidores [5,11].
Al ser { una proteina monogénica en P. denitrificans,
este modelo nos permitié construir una mutante nula
PdAC que a diferencia de las previas mutantes AIFi,
esta si tiene un efecto fenotipico severo respecto a la
cepa silvestre, y demuestra por primera vez que estos
inhibidores tienen un papel biolégico muy importante
en la conservacion de la energia celular [11].
Ademads, gracias a la mutante PdA{, pudimos
responder la pregunta del mecanismo uni- o bi-
direccional de {, y descubrimos un modo mecanico
de accion que se puede extender tanto a € como a la
IF: [4,5,11]. Finalmente, todo esto abre aplicaciones
usando a la ATP sintasa y a la subunidad { como
blanco para el disefio de nuevos antibidticos contra
algunas bacterias patdgenas, como las del género
Brucella.

Inhibidores naturales de las FiFo-ATPasas
La proteina inhibidora mitocondrial: IF

Desde que aislaron a la IF: por primera vez,
Pullman y Monroy [12] demostraron que esta
proteina funciona como inhibidor unidireccional de
las actividades de Fi-ATPasa y FiFo-ATPasa, sin
efecto alguno en la actividad de FiFo-ATP sintasa
[12] y que la IF: tiene mayor efecto inhibitorio a pH
relativamente acido entre 7.5 y 6.0, mientras que a
pH = 8.0 no tiene efecto inhibitorio [12]. Esto ya
implica cierta unidireccionalidad de la IF:1 in vivo
dado que la sintesis del ATP requiere forzosamente
la presencia del gradiente de protones en condiciones
energizadas donde la matriz mitocondrial se
alcaliniza y la IF1 asi desprotonada no debe de ejercer
inhibicion de la actividad de ATP sintasa.

El sitio de unién inhibitorio de la IF: en la Fi-
ATPasa mitocondrial se resolvid inicialmente por

entrecruzamientos quimicos con el extremo C-
terminal de la subunidad [ [13]. Posteriormente
nuestro laboratorio demostré que la IF: interactia
con y para detener el giro del rotor central del
nanomotor después de entrar por la interfaz catalitica
oe/Be [14].

e ATP

ADP
+Pl ADP
ATP +Pi

Figura 1. Estructura y rotacién de la ATP sintasa. En tonos de
verde se muestran las subunidades del Rotor (y/e/c12), y en azules
las del estator (os/Bs/b2/a). El rotor gira en sentido “horario” o
FMR para sinterizar al ATP (flecha verde, visto de Fo a Fi), y en
sentido reverso “anti-horario” (flecha naranja, CMR) para
hidrolizarlo. El gradiente de protones (no mostrado) impulsa la
rotacion FMR para sintetizar ATP y si este gradiente se pierde en
anaerobiosis, anoxia, o desacoplamiento, se favorece la rotacion
inversa CMR de hidrolisis del ATP. Se muestra la ATP sintasa de
Paracoccus denitrificans sin su inhibidor natural {. Modificado de
Ref. [11], ver texto.

Esto se combiné con la posterior estructura
cristalina del complejo Fi-IF: [15] para concluir que
la IF: entra por la interfaz or/Pe como lo propusimos
[14], v que el rotor da dos tercios de giro de 120°
para que finalmente la IF: se quede atorada en la
interfaz opr/Ppr/y donde frena completamente la
rotacion de y [2,15]. Este mecanismo de
entrada/union/rotacion se asocia ademds a una
transicion de intrinsecamente desordenado a a-hélice
del extremo N-terminal de la IFi;, el cual
denominamos mecanismo ERAHL por sus siglas en
inglés “Entrance/Rotation/AlphaHelix/Locking”
[4,5] (ver Fig. 6). En su posicion inhibitoria final, la
IF1 impide el giro de la enzima en el sentido CMR, o
actividad de Fi-ATPasa (Fig. 2C). Algunos
investigadores proponen que la IF: también inhibe el
giro de la enzima en el sentido FMR de ATP sintasa
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con implicaciones en el cambio de metabolismo
respiratorio a glucolitico en el cancer [16,17]. Sin
embargo, en estos trabajos no han medido
directamente la sintesis de ATP, sino la acumulacion
del ATP celular, el cual puede no sélo provenir de la
ATP sintasa; por lo tanto resulta ahora necesario
redefinir si la IF1 es capaz de inhibir la actividad de
FiFo-ATP sintasa mitocondrial in vivo, dado que en
caso contrario, la disminucioén del ATP celular que se
obtiene al modular la expresion de la IF; [16] se debe
buscar en otros efectos diferentes a la inhibicion de la
FiFo-ATP sintasa.
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La proteina inhibidora en algunas bacterias: la
subunidad ¢

El papel principal de € es estructural, y es una
subunidad esencial del complejo FiFo desde
bacterias hasta mitocondrias. Esta subunidad conecta
ay con el anillo de subunidades ¢ para que el giro del
anillo impulsado por el flujo de protones se transmita
de v a los cambios conformacionales de las interfaces
cataliticas o/f (Figs. 1 y 2A). Si se remueve &
genéticamente en Escherichia coli, la F1 se disocia de
Fo, y esto genera un fenotipo inviable dado que la
EcF1—ATPasa soluble en el citoplasma consume el
ATP celular [18]. El dominio C-terminal de € es el
que contiene la funcidon inhibitoria de la EcFiFo-
ATPasa [19].

S. cerevisiae

Figura 2. Inhibidores naturales de las ATP sintasas. El codigo de colores es similar a la Figura 1, con o3/f3 de F1 en cyan/azul y bo/a
de Fo en azul/rosa. En gris el anillo ci2 y en naranja 8. (A) ATP sintasa de E. coli, € inhibitoria se muestra extendida en rojo enredada con
y (verde) en la interfaz app/Por/y. (B) la subunidad { de la ATP sintasa de P. denitrificans, se muestra unida a la interfaz catalitica
app/Por/y, bloqueando la rotacion de y (verde). (C) el N-terminal inhibitorio de IF: se muestra en rojo insertado en la interfaz app/Bor/y.

Modificado de Ref. [5].

Este dominio se estructura como una horquilla de
dos a-hélices compactas que interactian con el
dominio N-terminal globular en la ¢ aislada [20], que
pueden extenderse y enredarse con lo subunidad y
para detener su rotacion [21-24] (Figs. 1,2A, y 3).
Algunos grupos sostienen que & bloquea tanto la
actividad de FiFo-ATPasa como la de FiFo-ATP
sintasa [25,26], sin embargo, los grupos de los Dres.
Roderick A. Capaldi y Masasuke Yoshida,
demostraron que ¢ funciona como inhibidor
unidireccional de la actividad de EcFiFo-ATPasa atun
cuando ¢ estd entrecruzada en su forma extendida a y

en la ATP sintasa de E. coli [27,28]. Dada la actual
controversia entre el mecanismo unidireccional o
bidireccional de ¢, al igual que con la IF;
mitocondrial, al parecer también es necesario volver
a revisar el efecto de ¢ en la rotacion FMR de la
FiFo-ATP sintasa ademas de su conocido efecto
inhibitorio en el giro CMR de FiFo-ATPasa.
Resultados recientes de crio-microscopia electronica
de la ATP sintasa de E. coli [30] y del termofilo PS3
[26] sustentan el mecanismo unidireccional de e,
dado que la rotacion permisible in silico de la enzima
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es soOlo en direccion FMR hacia la sintesis del ATP
(Fig. 3B).

Figura 3. Posible mecanismo de trinquete o matraca de la
subunidad ¢ para inhibir la actividad de EcFiFo-ATPasa. (A)
Vista lateral en listones de la EcFi. Se muestra ¢ extendida en rojo
con las dos a-hélices de su dominio C-terminal extendidas a lo
largo de y en naranja; o/f en cian/azul (PDB 30AA). (B) Vista
“inferior” de Fo a Fi en superficie de un corte transversal de la
PS3FFo obtenida por crio-microscopia electronica. La € extendida
(rosa) permite el giro de y (azul) FMR hacia la sintesis del ATP,
pero inhibe la rotaciéon CMR vy la hidrélisis del ATP, dado de que
el giro CMR induce que & choque con opp/Bre, mientras que el giro
FMR es permitido dado que € no choca con Ppp. Esto explica como
es que ¢ funciona como un trinquete o matraca [27,39].
Modificado de Ref. [39].

La subunidad ( de la ATP sintasa de Paracoccus
denitrificans como nuevo inhibidor natural de la
F1Fo-ATPasa bacteriana

Anteriormente [6-8,10], descubrimos una nueva
proteina inhibidora de la FiFo-ATPasa en la o-
proteobacteria P. denitrificans que denominamos

subunidad {. Esta subunidad tiene una estructura
global diferente tanto a € como a la IF1, y su ORF
esta conservado exclusivamente en la clase de las a-
proteobacterias. Dado que de estas ultimas es de
donde surgieron las mitocondrias [29-31] y P.
denitrificans es muy parecida a estas ultimas [32],
este modelo de estudio es de particular interés
evolutivo. Ademas, la ATP sintasa de P. denitrificans
fue la primera descrita cinéticamente como una ATP
sintasa undireccional [33,34], con una actividad
“reversa” de FiFo-ATPasa préacticamente nula
[33,34], mientras que sus homoélogas de E. coli o
mitocondrias son F-ATPasas y F-ATP sintasas
bidireccionales [35-38]. Esto nos hizo preguntarnos
si la subunidad { participa o no en el mecanismo del
nanomotor FiFo de P. denitrificans que lo hace girar
de manera preferente en la direccion FMR como
ATP sintasa.
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Figura 4. El extremo N-terminal de { contiene el dominio
inhibitorio. Se grafica la actividad de PdFi-ATPasa contra la [(]
en M. La actividad control (100%) es Vo (20.34 pMol/minXmg).
La {7 inhibe progresivamente a cero la actividad de PdFi-ATPasa
(H-H), mientras que la mutante trunca "' (A-A) no inhibe a la
PdFi-ATPasa aunque se afiada en exceso. El dominio NT
removido en (™' se muestra en rojo en (V' a la derecha.
Modificado de Ref. [8]

Para responder esta pregunta la M.C. Fernanda de
la Rosa Morales aislé por primera vez tanto a la Fi-
ATPasa como a la FiFo-ATPasa funcionales de P.
denitrificans, descubriendo a la subunidad { que
coincidentemente co-migraba con la IF:1 mitocondrial
en geles desnaturalizantes de policacrilamida [6,7].
Este resultado nos permitio hipotetizar que { podria
ser una nueva proteina inhibidora no detectada en
preparaciones preliminares de la Fi-ATPasa de P.
denitrificans [40]. Después de que junto con los
Dres. Mariel Zarco Zavala y Edgar Morales Rios
demostramos que efectivamente { inhibe totalmente
las actividades de PdF: y PdFiFo-ATPasas [7,8,10]
encontramos que sus estructuras primaria y terciaria
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completas [8,10] eran diferentes a € y a la IF:. Sin
embargo, un rasgo que me salté desde un principio a
la vista era que los extremos N-terminales de ¢ e IFi
guardan cierta similitud [6,8] aunque el resto de
ambas proteinas son completamente diferentes [8].
Esta similitud entre los N-terminales de { e IF; era
una hipotesis personal dado que la identidad es
relativamente baja, pero resulto ser correcta (Fig. 5).

A

S. cerevisiae IF, R ED
S. pombe IF, ASSAKI
P. denitrificans T
R. rorvegicus IF,
M. musculus IF,
H. sapiens IF,-3 RE?
H. sapiens IF,-2
H. sapiens IF -1
B. taurus IF,

S. scrofa IF, I
S. tuberosum IF, |-~SDSKGI
A. thaliana IF, DDKGR
0. zativa IF,

35
17
35
35
35
35
35
35
35
21
35

> O

Figura 5. Alineamientos de los dominios N-terminales de Pd{ e
IF1. A) Alineamiento de la estructura primaria de los N-terminales
de Pd{ y las IFis mitocondriales (rectangulo); modificado del
material suplementario de la ref. [8]. B) Alineamiento estructural
en 3D del dominio inhibitorio N-terminal de { (rojo) con la IF;
mitocondrial (beige) unida a la interfaz opp/Bor/y del complejo Fi-
IFi. En verde se muestra el modelo de la PdFi y en cyan el
complejo MF-IF1. Modificado de refs. [4,6,8,9]. Para corroborar
estos alineamientos estructurales in silico, se comprobd la
competencia entre la Pd{ y la IF para inhibir a la PdFi-ATPasa in
vitro, ver detalles en Ref. [9].

Encontramos ademas que los dominios N-
terminales de todos los ORFs de { son los mas
conservados, mientras que los sectores central y C-
terminal de  son mucho mas variables [8]. Ademas,
demostramos en colaboracion con el Dr. Kurt
Wiithich que el extremo N-terminal de { es
intrinsecamente desordenado y muy movil, siendo

éste un domino IDPr (Intrinsicallly Disordered
Protein Region) [8,11]. La fuerte conservacion y la
gran movilidad del extremo N-terminal de { me
condujeron a hipotetizar que era en este extremo N-
terminal donde debia estar el dominio inhibitorio de
(. Para resolver esto, la Dra. Mariel Zarco-Zavala
construy6 una mutante PN carente de los
primeros 14 aminodacidos del extremo N-terminal [8].
Por reconstitucion homologa con la mutante trunca
(Pd{*NT) en la PdF1-ATPasa, y heterdloga con otra
mutante trunca de Jannaschia sp (Js(*NT) carente de
los primeros 19 aminoéacidos, demostramos que al
remover el N-terminal de { se perdio por completo el
efecto inhibitorio [8] (Fig. 4). Esto aunado a
controles que corroboraron que ambas proteinas
truncas mantuvieron la estructura terciaria de la
PdC™T silvestre, demostrd que el extremo N-terminal
de { contiene el dominio inhibitorio, y que éste
inhibe la rotacion de y dado que el aducto C-y
observado con la PdC™T, se pierde en la mutante
PACANT [8].

Una vez demostrado que { inhibe la rotacion de y
con su N-terminal inhibitorio, nos concentramos en
definir el sitio de union de  en la PdF1-ATPasa. Por
invitaciéon del Dr. John E. Walker a colaborar se
intentd cristalizar tanto a la PdFi1 como el complejo
PdFiFo completo, sin embargo con esta colaboracion
solo publicamos la estructura de un par o/p de la Fi-
ATPasa de P. denitrificans, sin v, 3, €, y ( [41]. Por
tanto, dado que el sitio de { no se resolvid en este
cristal, construi un modelo por homologia de la PdF,
para buscar por docking el sitio de union de , usando
como molde la Fi-ATPasa mitocondrial [9]. Ya que
los N-terminales de ¢ e IF: se alinean en estructura
primaria [6,8] (Fig. SA) y teniendo el modelo de la
PdFi, probé si se podrian alinear en estructura
terciaria usando de molde al complejo Fi-IF:. El
alineamiento estructural entre ambos N-terminales
fue exitoso (Fig. 5B), gracias a lo cual descubri in
silico que  se une en la misma interfaz catalitica
(opp/Por/y) y en teoria en la misma forma de a-hélice
que la IF1 mitocondrial [9] (Fig. 5). Sin tener acceso
a la eventual estructura ni a las coordenadas
cristalograficas del complejo PdFiFo-(, todos
nuestros datos nos condujeron a proponer que (
también deberia de pasar por una transicion de IDPr
a o-hélice con un mecanismo ERAHL (Fig. 6)
similar al de la IF1, dado que la unién de { también
depende de algunas vueltas cataliticas de Fi-ATPasa,
como la IF: [7,8].

Esto lo corroboré con experimentos de
competencia entre { e IF1 para inhibir a la PdFi-
ATPasa de P. denitrificans [9]. En resumen, los
resultados de modelado, docking, y competencia C vs
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IF1 demostraron que la Pd se une en el mismo sitio
que la IF1, pero en la interfaz ape/PBor/y de la PdFi-
ATPasa [9]. Aunque las primeras pruecbas de
cristalizacion del complejo PdFiFo-{ las realizamos
en colaboraciéon con John E. Walker [42], ellos
enviaron la estructura del complejo la PdFiFo-C en
octubre del 2015 [43]. Aunque nuestro modelo PdF;-
{ apareciéo en linea en noviembre del 2015, lo
enviamos a publicar desde agosto del mismo afio [9],
antes de la liberacion de las coordenadas del
complejo PdFiFo-( (PDB 5DN6) en octubre; gracias
a esto nuestro modelo PdFi-{ no perdi6 validez.

(@)

5

[~

Figura 6. Mecanismo de union acoplado a la rotacion ERAHL
de las subunidades { e IF; a la Fi-ATPasa. La subunidad { de P.
denitrificans se muestra en superficie naranja y el N-terminal
inhibitorio en rojo. a/f en azul/cyan, y/e en verde/amarillo. (A)
Entrada del N-terminal inhibitorio de  por la interfaz abierta ar/Be
acoplada a la rotacion CMR de y/e impulsada por la unién de
MgATP (no mostrado). (B) Giro de 120° de y/e acoplada a la
unién de un segundo MgATP (no mostrado). (C) Anclaje final de {
en la interfaz app/Por/y que bloquea la rotacion CMR al contactar a
la subunidad y con su N-terminal. Este mecanismo también aplica
para la IF; mitocondrial dado que { e IF se unen al mismo sitio de
sus respectivas Fi-ATPasas. Modificado de Referencias. [2,9].

El cristal del complejo PdFiFo-{ resolvio
unicamente los extremos N- y C-terminales de (
unida a la PdFiFo-ATP sintasa y confirmé nuestra
prediccion [9] de que el N-terminal inhibitorio de
se une a la PdF: en la interfaz ape/Pop/y de manera
idéntica a la IF; mitocondrial en forma de a-hélice
[43]. Debido a que la estructura cristalina carece del
dominio globular de {, éste lo modelamos por
alineamientos del dominio globular de la { resuelta

por RMN (PDB 2LL0), con el N-terminal de  de la
estructura cristalina (PDB 5DN6), mostrando que el
primero se ancla a la subunidad Bpp [11] (Fig. 7).
Aunque esta aproximacion no es cristalografica, el
modelado por alineamiento estructural se puede
considerar correcto en el modelo final del complejo
PdFFo-{ [11], dado que el dominio globular de { es
rigido mostrando poca movilidad en solucion (PDB
2LL0) y ademas hemos observado que es resistente a
la proteolisis limitada con tripsina [8,9]

Figura 7. Estructura 3D del complejo PdF:Fo-{. Modelo
estereoscopico en listones del complejo PdFiFo-{, con { en
naranja. El a-hélice N-terminal inhibitoria de { se muestra en rojo
insertada en la interfaz ope/Por/y deteniendo la rotacion de y. El
dominio globular (naranja) se ancla a B (azul) con el asa entre las
a-hélices 2-3. Rotor en tonos verde/amarillo, y estator en azules.
Modificado de Ref. [11]

Funcion biologica de las subunidades {, ¢ y de IF
como inhibidores de la Fi1Fo-ATPasa in vivo

Una pregunta no resuelta de los tres inhibidores
naturales de las FiFo-ATPasas, es su verdadero papel
o funcion biolégica in vivo, dado que sus efectos
inhibitorios se han demostrado in vitro. Como se
discutio, las mutantes knockout no se pueden realizar
con ¢ dado que es una subunidad esencial del rotor.
Por otro lado, las mutantes AIF: se han construido en
mitocondrias de levaduras, nematodos y ratones
knockout. En los tres casos la remocion de la IF1 no
tiene un efecto severo en el crecimiento, viabilidad, o
reproduccion de ninguna especie [44-47], aun cuando
se construya una triple mutante en levaduras
(AINH:ASTF1:ASTF2) removiendo a la IF: y a sus
dos genes estabilizadores (STF1 y STF2) [48-50].

Dadas estas complicaciones de las mutantes AIF1,
construimos una mutante nula A{ en P. denitrificans
ya que { es monogénica y no tiene subunidades
accesorias para que se una a la PdFiFo-ATP sintasa
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in vivo. La otra ventaja es que P. denitrificans es
estrictamente respiratoria, incapaz de fermentar y por
tanto depende estrictamente del ATP proveniente de
la ATP sintasa en medio respiratorio [51]. Por lo
tanto, la hipodtesis de trabajo era que en medio
estrictamente respiratorio (medio de succinato) la
mutante nula (PdAC) deberia de crecer mas despacio
ya que su concentracion intracelular de ATP debia
ser menor que la de la cepa silvestre. Esta mutante
nula la construimos de manera estratégica al
reemplazar completamente por recombinacion
homologa el gen de { con un cassette de resistencia a
kanamicina por medio de un plasmido suicida, por lo
cual se pierde por completo el gen ( silvestre, y la
resistencia a kanamicina nos permite seleccionar las
cepas PdA{ recombinantes [11]. Esta mutante A es
estricta a diferencia de las previas AIF: donde solo se
interrumpieron los genes de IF: sin removerlos por
completo  [44-47]. Antes de  caracterizar
fenotipicamente a la mutante PdA(, confirmamos su
correcta construccion por secuenciacion, y por PCR,
donde como era de esperarse la mutante PdAC no
amplifico al gen; y por western-blot anti-Pd{ se
corrobor6 la usencia total de la proteina { en la

mutante PdA{ [11]. Finalmente, un control
importante es hacer una mutante PdA(
complementada con el gen ( recombinante

expresandose en trans. Esta cepa denominada
PAAZHC debe revertir los posibles efectos de la cepa
mutante PAAC.

Una vez hechos todos los controles necesarios, se
procedio a hacer las curvas de crecimiento de las tres
cepas PAWT, PdA( y PAdAC+{, tanto en medio rico
LB como en medio minimo de succinato. Esta
construccion la realizé el Dr. Francisco Mendoza
Hoffmann para su tesis doctoral en mi laboratorio
[52], en colaboracion con el Dr. Miguel Angel
Cevallos Gaos del Centro de Ciencias Gendmicas de
la UNAM. Un experimento crucial, fue medir
continuamente el crecimiento de las tres cepas
PAWT, PdAC, y PAACHC por 48 horas, con controles
de resistencia a kanamicina.

Finalmente, en medio rico LB el resultado fue
inicialmente similar a lo encontrado anteriormente
con las mutantes AIF; dado que la cepa PdA( crecid
igual que la cepa silvestre PAWT. Sin embargo, lo
novedoso y mas emocionante fue que en el medio
respiratorio de succinato la cepa mutante PdA{ no
habia crecido practicamente nada, mientras que la
cepa silvestre ya estaba en la fase log de crecimiento
en las primeras 12 hrs (Fig. 8). Ademas, la cepa
PAAZHC recuperd su crecimiento de manera casi
idéntica a la cepa silvestre (Fig. 8), es decir la
expresion en trans de la { recombinante “curd” los

efectos de la mutante nula, y esto complement6 a la
mutante (ademds de nuestra felicidad). La cepa
mutante logré crecer con un tiempo de duplicacion
de mas del triple (> 36 horas) respecto a la cepa
silvestre (=12 horas, Fig. 8B) [11]. De acuerdo con
la hipotesis de trabajo, la ausencia de { debe
aumentar la actividad de FiFo-ATPasa, y esto
consumir mas del ATP celular en la mutante PdAC
que en la cepa silvestre en medio respiratorio. Esto lo
corroboramos con medidas de las actividades de Fi-
ATPasa y de FiFo-ATPasa, esta tltima acoplada al
bombeo de protones, por métodos bioquimicos, de
citometria de flujo, y determinaciones de Ila
concentracion de ATP celular por bioluminscencia
[11]. Encontramos que efectivamente, las actividades
de PdF1Fo-ATPasa y de PdFi-ATPasa aumentaron de
2-6 veces en las enzimas aisladas de la cepa PdA(
respecto a las de la cepa silvestre PAWT [11].
Ademas, la actividad aumentada de PdFiFo-ATPasa
produjo un mayor bombeo de protones tanto en
vesiculas de membrana invertidas como en células de
P. denitrificans completas, el cual se revirtio al
reconstituir la { recombinante en las membranas
invertidas o en las células completas [11].
Finalmente, en coincidencia con los demas
resultados, encontramos que, en medio de succinato,
la concentracion de ATP celular ([ATP]) disminuyd
a la mitad en la mutante PdA{, y ésta se recuper6 en
la mutante complementada con  recombinante (Fig.
8C). Asimismo, en medio rico LB, la [ATP] celular
fue igual en todas la cepas, lo cual concuerda con el
crecimiento similar de las tres cepas (PdWT, PdAL y
PdAAZ+C) en dicho medio [11]. En resumen, todos los
resultados concordaron para demostrar que el papel
bioloégico de { es el de prevenir el consumo
desfavorable del ATP celular por la FiFo-ATPasa y
mejorar el crecimiento bacteriano en medio
respiratorio.

Estos resultados conforman la primera vez que
una mutante nula de un inhibidor natural de la FiFo-
ATPasa tiene un efecto severo en el crecimiento y
metabolismo in vivo [11]. Como se menciono, las
mutantes AIF1 previas no tuvieron un efecto
fenotipico claro respecto a las cepas silvestres, por lo
tanto la subunidad { se posiciona como un modelo
experimental 1til no sélo en a-proteobacterias, sino
que su papel bioldégico y mecanismo se pueden
extender a todos los inhibidores naturales de la
enzima (g, ¢ e IF1).

La funcion biolégica de los inhibidores naturales
de las FiFo-ATPasas es entonces la de prevenir el
consumo futil de ATP por estos nanomotores, no
solo en condiciones de bajo gradiente de protones
como la anaerobiosis o el desacoplamiento, sino en
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condiciones respiratorias donde la mayoria del ATP
proviene de la ATP sintasa [4,5,11].

PAWT

PdAZ PAT +7

5

~+ PdA; /| pBBR¢

Absorbencia
[ATP] (mM)

PAWT Pdaz

PAALHL
Tiempo (horas)

Figura 8. La mutante PdA{ pierde [ATP] y crecimiento en
medio respiratorio. A) y B) Crecimiento de las cepas silvestre
(PdWT, negro), mutante nula (PdA{, rojo) y mutante
complementada (PdA{+ACL, azul) en medio con succinato. C)
[ATP] celular en medio con succinato medido en las mismas cepas
a una absorbencia de 1.0 aproximadamente a la mitad de la fase
log. PAWT, negro; PdA(, rojo; PAAC+AC, azul. La mutante nula
pierde crecimiento y [ATP], y la complementaciéon con §
recombinante en un plasmido de expresion regulada recupera el
crecimiento y la [ATP]. B) y C) Modificados de Ref. [11].

Mecanismo de ufieta-trinquete o matraca de las
subunidades ¢ ( e IF1 como inhibidores
unidireccionales de las F1Fo-ATPasas

Por otro lado, ademas de ayudar a resolver el
papel biologico de {, la mutante AL fue muy Ttil para
determinar si { era un inhibidor unidireccional o
bidireccional. La mutante PdAC nos permitié preparar
membranas invertidas carentes de (, capaces de
respirar y generar el gradiente de protones para
impulsar el giro FMR hacia la sintesis del ATP por
este nanomotor. Antes de ensayar el efecto de la
reconstitucion de la { recombinante sobre la actividad
de FiFo-ATP sintasa de la cepa PdAC, verificamos
que la remocion total de { no afectd para nada la
velocidad de sintesis de ATP de las membranas
invertidas aisladas de la cepas PAWT y PdA{ [11]. En
contraste, la velocidad de FiFo-ATPasa aument6 =~ 2
veces en las membranas de la cepa PdAC respecto a la
cepa silvestre PAWT debido a la ausencia de ¢ [11].
Esto sugiri6 que efectivamente la subunidad € es un
inhibidor undireccional de la actividad de PdF:Fo-
ATPasa sin efecto en la de PdF1Fo-ATP sintasa. Sin
embargo, la confirmaciéon mas concreta de este
mecanismo unidireccional fue por la reconstitucion
de un exceso de ¢ en condiciones donde inhibié por
completo la actividad de PdFiFo-ATPasa, mientras
que la de FiFo-ATP sintasa no se afecté en lo

absoluto (Fig. 9B) [11]. Con estos resultados
demostramos que la subunidad { es un inhibidor
unidireccional de la rotacion CMR de la actividad de
FiFo-ATPasa que no tiene ningin efecto en la
rotacion de FMR de la actividad de F1Fo-ATP sintasa

[11].

14- B
] PAAL + ¢
£ — PAAL+(
2 — PdAC
3
5; —
— PdAC (FCCP)
0.4 T T 1
0 50 100 150

Tiempo (segundos)

Figura 9. Inhibicion unidireccional tipo uiieta-trinquete de {
sobre la PdFiFo-ATPasa. A) { (rojo/naranja) impide el giro del
rotor y/e/ci2 (verde/amarillo) en el sentido CMR-ATPasa (trazo
gris en B)), y permite la rotacion en el sentido FMR (trazo rojo en
B)). Abajo, { como uiieta en rojo, y/e como trinquete. { puede o no
liberarse (flecha roja reversible) para permitir la sintesis de ATP.
B) la pendiente positiva es rotacion FMR de ATP sintasa y la
negativa es CMR de ATPasa. Trazos verde y negro sin {, azul
desacoplado. Modificado de [4,9,11].

Cabe mencionar que la Dra. Judy Hirst con ayuda
de parte del grupo del Dr. John E. Walker, han
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obtenido una mutante multiple PAAHydAC{ similar;
sin embargo, en ésta removieron 8 genes de dos
operones de hidrogenasas, ademas del gen de  [53].
Aunque sus resultados aparecieron en linea s6lo un
dia después a los nuestros [9,53], su mutante multiple
no muestra efecto alguno en el crecimiento
respiratorio en succinato, sin embargo sus resultados
no son concluyentes debido a posibles
compensaciones entre las multiples mutaciones (ver
referencias [4,5,11]), ademas de que sus actividades
de PdFi-ATPasa son de 5-20 veces menores a las
nuestras  [4,5,11,53]. En  resumen, nuestra
construccion PdAL es la unica mutante nula limpia y
concluyente que demuestra el papel de { como
inhibidor unidireccional de la PdFiFo-ATPasa in
vivo. Esta importante funcion de £ abre la pauta para
usar a la FiFo-ATP sintasa como blanco para disefiar
nuevos antimicrobianos contra a-proteobacterias
patdgenas, entre las cuales el género Brucella es el
mas accesible experimentalmente, de manera similar
a la bedaquilina, ya en uso contra la ATP sintasa de
Mycobacterium tuberculosis [54].

El mecanismo unidireccional de inhibicién de {
se explica estructuralmente por un modelo de ufieta-
trinquete o matraca, en el cual la interaccion del
dominio N-terminal de { con vy bloquea
selectivamente el giro del rotor en el sentido CMR de
F1Fo-ATPasa, pero permite el giro en el sentido FMR
de F1Fo-ATP sintasa (Fig. 9). El término trinquete o
matraca fue propuesto por primera vez para € dada su
inhibicion unidireccional de la EcFiFo-ATPasa [27],
y nosotros lo extendemos a urieta-trinquete dado que
¢ formaria la ufieta que impide el giro de y cuya
superficie irregular formaria el trinquete o matraca
(Fig. 9A) [4,5,9,11]. Esta inhibicion unidireccional
puede ocurrir de dos maneras posibles: A) Una
ufieta-trinquete mecdnica similar a un desarmador
con trinquete, o al juguete de madera llamado
matraca, donde la ufieta permite el giro en un solo
sentido, en este caso FMR para la sintesis del ATP,
pero nunca se separa del rotor; o B) Una ufieta-
trinquete conformacional donde la ufieta (€ en este
caso) se disocia parcial o totalmente del rotor-
trinquete por accion del gradiente de protones y/o la
energia de union de los sustratos de la sintesis del
ATP (ADP +Pi). En este caso, la salida de { permite
el giro FMR de sintesis de ATP (Fig. 9A). ;Como
discernir entre ambas posibilidades? En estudios
iniciales nuestros y de otros con esta ATP sintasa de
P. denitrificans [36-38], hemos demostrado que el
gradiente de protones y la protedlisis limitada activan
a la PdFiFo-ATPasa. Esto sugiere que el mecanismo
de inhibicion de  es probablemente el de una ufieta-
trinquete  conformacional aplicable a la IF;
mitocondrial donde se han visto resultados similares

[37]. Por otro lado, & debe funcionar como un
trinquete mecanico para permitir la rotacion FMR de
ATP sintasa dado que de € permanece extendida y
enredada con y durante la sintesis del ATP [27], y
por otro lado & también funciona como ufieta-
trinquete conformacional al compactarse y disociarse
de y para dejar de inhibir la rotacion CMR de F1Fo-
ATPasa [39,55]. Actualmente estamos por demostrar
si la subunidad { y/o la IF: se liberan parcial o
totalmente de la enzima en presencia del gradiente de
protones impulsando a la ATP sintasa para confirmar
si funcionan como ufietas-trinquetes mecanicas o
conformacionales.

Epilogo

Fuera de algunos substratos, productos o
reguladores  alostéricos  enzimaticos, no hay
inhibidores reportados como unidireccionales de
enzimas escalares, pero hemos constatado que si hay
al menos un inhibidor unidireccional { del nanomotor
FiFo-ATPasa. Hemos contestado porqué la ATP
sintasa de P. denitrificans es unidireccional, esto se
debe a que su inhibidor natural {, es también un
inhibidor unidireccional tipo ufieta-trinquete de la
rotacion CMR y actividad de PdFiFo-ATPasa, que
no interfiere con la rotacion FMR de la FiFo-ATP
sintasa. Aunque falta revisar la inhibicion
unidireccional de € y la IF1, { es el unico inhibidor
unidireccional demostrado entre los tres inhibidores
naturales de esta enzima. Dado que (, € e IF1 se unen
en el mismo sitio e interfaz app/Bor/y de sus Fi-
ATPasas, nuestra hipotesis es que todos los
inhibidores naturales de la FiFo-ATPasa actian
como ufietas—trinquete, explicando porqué favorecen
la rotacion del nanomotor en el sentido de Ia
produccion de ATP; esto conlleva un aumento en la
[ATP] celular y en la vitalidad de todos los seres
vivos. Estos hallazgos tienen implicaciones y
aplicaciones en microbiologia y disefio de nuevos
antibioticos contra la F-ATPasa de a-proteobacterias
patdgenas como las del género Brucella.

Dedicatoria

A la memoria de mi madre, la Sra. Maria
Concepcion Garcia Ramirez, quien siendo nuestra tia
nos adopt6 y sacrificd su vida por mis hermanos y
por mi, dado el deceso de mi mama biologica
(Carmen Trejo Benitez). Gracias mama Concepcion
por enseflarme los mejores valores y principios, de
trabajo fuerte y honestidad, y a disfrutar el arte y la
ciencia, lo mejor de mi es gracias a ti. Y también a la
memoria de mi tia Maria del Carmen Garcia
Ramirez, y de mi sobrino Aaréon Moreno Garcia,
victima de cancer terminal, brillante estudiante de
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