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¢(ATP-SINTASAS ECTOPICAS?

El dogma sobre el complejo de la ATP-sintasa que siempre habia existido, era que dicho
complejo, en células animales, se encontraba en la membrana interna de la mitocondria.
Durante la ultima década se han realizado estudios que vienen a romper este dogma. Estos
estudios muestran que existe una ATP-sintasa ectdpica en células normales como las
endoteliales, hepatocitos o adipocitos, asi como también en células tumorales, cuya funcién
en la membrana plasmatica aun no esta del todo clara.
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La ATP-sintasa FoF; es un complejo
enzimatico que se encuentra en el
cloroplasto y en la mitocondria y es
responsable de la sintesis de ATP a partir de
ADP vy fosfato inorganico (Pi) conducidos
por un  gradiente  de  protones
electroquimico. Estd compuesto por tres
partes: el sector catalitico F;, que consiste
en 5 subunidades con la siguiente
estequiometria: 3o, 3B, v, 9, g el
translocador de protones (Fo); y un conector
entre F; y Fo tal como se observa en la
figura 1.

Figura 1: Estructura de la ATP sintasa.

Hasta ahora, este complejo se habia
encontrado en la mitocondria y en

cloroplastos, pero estudios realizados
durante la ultima década han descubierto
que dicho complejo también se encuentra
de forma ectdpica en la membrana
plasmatica de células tumorales y de células
endoteliales, hepatocitos y adipocitos.
Ademaés, se ha visto que siempre se
encuentra  en  caveolas (pequerias
invaginaciones)  de la. membrana
plasmatica. Incluso en las células donde se
encuentra esta ATP-sintasa se ha observado
actividad procedente de ecto-adenilato
kinasas  (AK) que catalizan la
interconversién de adenin nucleétidos; y
ecto-nucletsido difosfoquinasas (NDPK),
que convierten el ATP a ADP, dando como
resultado nucleosidos trifosfatos.

Al descubrir la forma ectopica de este
complejo se cuestiond la posible presencia,
actividad y composicion de la FoF-ATP
sintasa en células normales aisladas en la
ausencia de suero afadido, y factores de
crecimiento. En este caso eligieron
hepatocitos recién aislados ya que no
necesitaban de ninguna adicion en el medio
y ademds representan una herramienta
apropiada al retener las caracteristicas de
las células in vivo. De esta forma los
hepatocitos fueron elegidos por el papel




central del higado en el metabolismo
energético e  intermediario.  Usando
diferentes técnicas, como microscopia
confocal, citometria de flujo e

inmunoblotting, se mostrd la presencia de
FoF1-ATP sintetasa localizada en la parte
externa de la membrana plasmatica del
hepatocito. Se ha visto que este complejo es
capaz de catalizar tanto la sintesis de ATP,
como la hidrolisis reversa de ATP. Las
subunidades de F; y Fq estan presentes en la
parte externa del hepatocito en los mismos
ratios de estequiometria que en la
membrana interna mitocondrial.  Esto
muestra que la enzima ectopica se
corresponde en estructura y organizacion
con la enzima mitocondrial. Los niveles
inesperados del complejo en la membrana
plasmatica sugieren que la ATP sintetasa
ectdpica podria tener un papel significativo
en la determinacién del ratio ADP/ATP
extracelular. Ademés se ha visto que la
cadena B de la ATP sintasa, en dichas
células, interacciona con la apoliproteina A-
1 (ApoA-1) cuya consecuencia es la
inhibicion de este complejo de ATP-sintasa.
Parece ser que dicho complejo estaria
hidrolizando ATP en los hepatocitos y al
inhibirse esta hidrolisis por la unién de
ApoA-1 daria lugar a la produccion de ADP
gue es requerida a su vez para la endocitosis
de las lipoproteinas de alta densidad y el
colesterol.

Estos y otros experimentos han sugerido
que la ATP sintasa ectopica puede jugar un
papel en el control de los cambios de pH
producidos en condiciones como la
regeneracion del higado, tumores, o la
isquemia a través de la habilidad para
generar flujos de protones en ambas
direcciones durante la sintesis o hidrolisis
de ATP, para asi contribuir a la homeostasis
del pH celular.

También se han encontrado subunidades F-
¢ de la ATP sintasa localizada

ectopicamente en la membrana plasmatica

de células excitables (como las del
miocardio, las neuronas cerebrales o las de
la retina), formando poros de 10
componentes de Fo-c y por los cuales se
induce un transporte de Na* o Ca”*" Este
proceso es uno de los factores que producen
la enfermedad de Batten o lipofuscinosis
ceroide  neuronal, una  enfermedad
neurodegenerativa caracterizada por la
proliferacion de cuerpos de inclusion en el
cerebro.

En otro de los estudios realizados se ha
cuestionado la hipétesis de si la ATP-
sintasa ectépica podria proceder de la
translocacion desde la mitocondria a la
membrana. Para visualizar la localizacion y
translocacion de la ATP-sintasa se utilizo la
subunidad ATP5B de dicho complejo. Se
realizaron proteinas recombinantes con la
subunidad unida a la GFP creando la
proteina de fusibn ATP5B-GFP y se
introdujo en la linea celular del
hepatocarcinoma HepG2, la cual expresa
altos niveles de ATP-sintasa ectopica. Una
vez visto que se podia medir la expresion de
esta subunidad y que se podia localizar
gracias a la GFP, se realizaron dos
experimentos, primero se construyeron dos
plasmidos, uno de ellos contenia la GFP
unida a la ATP5B con el péptido sefial de
transito a la mitocondria (pATP5Bp-GFP) y
el otro tenia la misma fusion pero sin el
péptido sefial (ATP5Bm-GFP). Entonces se
transfectaron las células HepG2 con la
construccion pATP5Bp-GFP ( de transito a
la mitocondria) y se realizd una
immunotincién con un anticuerpo anti-GFP
rojo, para ver si habia ATP-sintasas
procedentes de estos plasmidos en la
membrana. Efectivamente se comprobé que
en el caso de la transfeccion con el
plasmido que contenia el péptido sefal si
existian ya que la prueba dio positivo. Las
celulas que se transfectaron con la
construccion  pATP5BmM-GFP  (sin el
péptido sefial) no dieron positivo, lo cual
indica que con esta construccion no se
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detectaban ATP-sintasas en la membrana.
Cuando las células se permeabilizaron el
patron de GFP interno de la célula era
distinto a cuando las células no estaban
permeabilizadas. Esto sugiere que la
proteina madura ATP5B (sin péptido sefial)
no puede translocarse a la membrana
citoplasmética sola. Por tanto, parece ser
que el péptido sefial de mitocondria es
esencial para la translocacion a la
membrana. Se cree que una vez las
proteinas del complejo se encuentran en la
mitocondria, el péptido sefial es eliminado
por peptidasas, entonces dicho complejo
seria traslocado a la membrana celular. La
ATP5B ectopica, por tanto, puede ser
translocada desde la mitocondria a la
membrana celular por mecanismos aun
desconocidos.  Algunas investigaciones
informan que la mayoria de las proteinas
que se localizan en la membrana interna de
la mitocondria pueden ser encontradas en la
superficie de la membrana celular dando
lugar a la idea de que la traslocacion es
posible.

También se han hecho estudios para
indentificar la posibilidad y especifidad de
la ATP-sintasa ectopica para una posible
terapia tumoral, en la que se midi6 la
expresion de la ATP-sintasa ectdpica en
seis lineas celulares con diferentes
malignidades, pero los resultados mostraron
que la actividad de la sintesis de ATP es
independiente del estado maligno de la
celula, aunque fue significativamente
regulada en condiciones tumorales. Se cree
gue la especifidad de la ATP-sintasa en
tumores se basa en su actividad catalitica
incrementada en microambientes &cidos e
hipoxicos, para contrarrestar las desventajas
de las condiciones isquémicas e hipdxicas a
las que estan sometidos los tejidos
tumorales. Con la sintesis de ATP, los
protones intracelulares serian propulsados
al exterior de la célula para prevenir la
acidosis.
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Figura 2: ATP-sintasa ectopica situada en una
caveola de la membrana celular.

En esta linea otro de los articulos comenta
que la presencia de la subunidad F;  de la
F;-ATP sintasa en células tumorales induce
la adhesion de los linfocitos citotoxicos, en
un proceso independiente del complejo de
histocompatibilidad, regulando la
citotoxicidad y la lisis celular. También se
ha visto que la subunidad F;-a localizada en
la membrana plasmatica de las células
tumorales actla como receptor de la
citoquina p43 que induce, junto con el TNF,
una respuesta inflamatoria y apoptosis, lo
que ocasiona una inhibicion de la
proliferacion de las células tumorales.

Para finalizar y a modo de resumen,
podemos decir que el complejo de la ATP-
sintasa puede ser translocado desde la
membrana mitocondrial a la membrana
plasmatica por mecanismos adn
desconocidos. El hecho de que la ATP-
sintasa se transloque a la membrana, no es
un hecho arbitrario sino que forma parte de
una funcidn en beneficio de la célula o del
organismo, como en los casos de bajar la
acidosis, impedir o inhibir la proliferacion y
la angiogénesis, 0 en el reconocimiento de
respuestas inmunes hacia dichas células
tumorales. Por otra parte en células no
tumorales, como por ejemplo en los

hepatocitos, interviene en la endocitosis de
lipoproteinas y colesterol; en células como
los adipocitos se cree que intervienen en
generar

ATP-extracelular para cumplir
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funciones como regulador de receptores y
como molécula de sefalizacion; la
angiostatina inhibe el crecimiento de
células endoteliales al unirse a la subunidad
Fi1-ap del complejo ATP-sintasa, inhibiendo
asi la angiogénesis; por ultimo en células de
cordén umbilical humano, la inhibicién de
la sintesis de la ATP-sintasa ectdpica da
lugar a una inhibicion en la proliferacion,
sugiriendo que los inhibidores de la sintesis
de esta ATP sintasa podrian ser usados
como farmacos anticancerigenos.

De todo lo anterior se comprueba que a
medida que se van haciendo mas
descubrimientos en relacién al complejo de
la ATP-sintasa, nuevas funciones se le
descubren. Esto es una muestra clara de que
no siempre un complejo o una proteina esta
disefiada solo para una funcién, sino que la
célula aprovecha una misma estructura para
poder  realizar  diversas  funciones
dependiendo  del ~ momento, lugar,

condiciones o el tipo celular que presente
dicha estructura o complejo.
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