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Imagen en portada: Estructura tridimensional del citocromo ¢ humano (PDB: 2N9l). El
grupo hemo c se representa en gris y con el atomo de hierro en rojo. La apoproteina
aparece coloreada en naranja. Se representan las cadenas laterales de los residuos que se
han descrito como dianas de modificaciones postraduccionales en mamiferos y que
regulan la funcionalidad de la hemoproteina en el metabolismo energético: fosforilacion
(en magenta), nitracion (azul), acetilacion (amarillo), glicacion (morado), sulfoxidacion
(verde), homocisteinilacion (cian), acetilacion/homocisteinilacion (marrén) vy
glicacion/homocisteinilacion (verde oscuro). Asimismo, se indica en naranja la cadena
lateral del residuo His18, implicado en la coordinacion axial del grupo hemo ¢ junto con
el residuo Met80. Imagen realizada en UCSF Chimera. PDB: Protein Data Bank.
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Resumen

El citocromo c es una proteina pequefia y globular cuya funcion principal consiste en
actuar como un transportador electrénico movil entre los complejos I11'y 1V de la cadena
de transporte de electrones mitocondrial. Asimismo, Sse encuentra aparentemente
implicado en la estabilidad estructural de los complejos mitocondriales I, 111y IV y
posiblemente también en la estabilidad estructural de los supercomplejos mitocondriales.
El citocromo c se considera actualmente una proteina multifuncional de clave importancia
para la homeostasis celular, que, ademas de sus funciones en la fosforilacion oxidativa,
se encuentra implicada en procesos como la apoptosis y potencialmente en la respuesta
al dafio en el DNA.

El presente trabajo analizara el papel del citocromo c en el metabolismo energético y
cémo el mismo se regula mediante diferentes modificaciones postraduccionales, las
cuales alteran la funcionalidad de la proteina. Asimismo, se describiran los mecanismos

de transferencia electronica del citocromo c.

Palabras clave: cadena de transporte de electrones mitocondrial; cadena respiratoria;
catabolismo; citocromo; citocromo bcy; citocromo c; citocromo ¢ oxidasa; citocromo ci;
complejo 111; complejo 1V; fosforilacion oxidativa; grupo hemo; hemo; hemoproteina;
metabolismo  energético; metabolismo  redox; metaloproteina;  mitocondria;

modificaciones postraduccionales; respiracion celular
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Abreviaturas

AcM: Acetylated Mutant cytochrome c

ALDOA: Fructose-bisphosphate
Aldolase A

AMP: Adenosine Monophosphate

ANP32B: Acidic leucine-rich Nuclear
Phosphoprotein 32 family member B

APAF-1: Apoptotic Protease-Activating
Factor 1

ApoCc: Apocytochrome ¢

ATP: Adenosine Triphosphate
BiP1: Luminal-Binding Protein 1
f: Distance-Decay Parameter
Chb: Cytochrome b

Cc: Cytochrome ¢

Cc1: Cytochrome ¢y

Cl: Complex I

Cll: Complex 11

CIlI: Complex 111

CIV: Complex IV

CL: Cardiolipin

DD: Deoxyribonucleic acid Damage
DNA: Deoxyribonucleic Acid

AWm: Mitochondrial Membrane

Potential
EC: Electron Carrier

EF: Electron Flux
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elF2a: Eukaryotic translation Initiation
Factor 2 subunit Alpha

elF2y: Eukaryotic translation Initiation

Factor 2 subunit Gamma
ET: Electron Transfer reaction

ETC: Mitochondrial Electron Transport
Chain

GAPDCL1: Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase C subunit 1

GLY2: Glyoxalase Il

HC: Homocysteine

HCh: Histone Chaperone
HEC: C-type Heme group

hnRNP C1/C2: Heterogeneous Nuclear
Ribonucleoprotein C1 and C2

HSP70: Heat Shock 70 kDa Protein 5
IMM: Inner Mitochondrial Membrane
kDa: Kilodalton

ker: Electron Transfer Rate Constant

KO: Knockout Mutant

MC: Mitochondrial Complex

MCMG6: Minichromosome Maintenance

complex 6
MG: Methylglyoxal

MIMS: Mitochondrial Intermembrane

Space
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MM: Mitochondrial Matrix

MSC: Mitochondrial Supercomplex
mV: Millivolt

Adenine

NADH: Nicotinamide

Dinucleotide (reduced)
NCL: Nucleolin
NPM: Nucleophosmin

NRP1: Nucleosome assembly protein 1-
Related Protein 1

OMM: Outer Mitochondrial Membrane
OS: Oxidative Stress

OXPHOQOS: Oxidative Phosphorylation
PCD: Programmed Cell Death

pCMF: p-Carboxy-Methyl-| -
Phenylalanine

PDB: Protein Data Bank

PM: Phosphomimetic Mutant

cytochrome ¢

PTM: Post-Translational Modification
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RD21: Cysteine proteinase Responsive
to Desiccation-21
ROS: Reactive Oxygen Species
R5P: Ribose 5-Phosphate
RP: Redox Potential

SET/TAF-IB: Suppresor of variegation,
Enhancer of zeste and

Trithorax/Template-Activating Factor-
/i
Sm/D1: Small nuclear ribonucleoprotein

D1

STRAP:

Associated Protein

Serine-Threonine kinase

SYK: Spleen Tyrosine (Y) Kinase
TCL: Transcriptional Coactivator-Like
TNF: Tumor Necrosis Factor

UQ: Ubiquinone

WT: Wild Type
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1 Introduccion
1.1 Concepto de respiracion celular y fosforilacion oxidativa

La respiracién celular es el proceso que engloba el conjunto de reacciones bioquimicas

que resultan en el consumo de oxigeno molecular por el complejo 1V (CIV) de la cadena
de transporte de electrones mitocondrial (ETC, de sus siglas en inglés) y que dan lugar a
la sintesis de adenosin trifosfato (ATP) [1]. EI ATP es la principal biomolécula utilizada

por los organismos vivos como fuente de energia quimica [2].

La fosforilacion oxidativa (OXPHOS) es el proceso que representa la parte final del

catabolismo en organismos aerobicos, y permite la sintesis de ATP empleando la energia
obtenida como resultado de la oxidacion de biomoléculas orgénicas. La OXPHOS
comprende una serie de reacciones de transferencia de electrones (ET) a través de
complejos enzimaticos ubicados en la membrana mitocondrial interna (IMM), que en su
conjunto constituyen la ETC (Figura 1) [3].
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Figura 1. Cadena de transporte de electrones mitocondrial (ETC): componentes, ubicacion intramitocondrial de los
mismos y reacciones catalizadas. Complejo 1 (Cl) (PDB: 5XTD) representado en azul, complejo 11 (Cll) (PDB: 1ZOY)
en rojo, complejo 111 (CIII) (PDB: 5XTE) en verde, complejo IV (CIV) (PDB: 5262) en morado, ATP sintasa (PDB:
5FIL) en amarillo, citocromo ¢ (Cc) (PDB: 2N9J) en naranja (la apoproteina) con el grupo hemo ¢ (HEC) en rojo y
ubiquinona (UQ). La ultraestructura de la mitocondria se detalla a continuacion; de arriba a abajo: membrana externa
(OMM), espacio intermembrana (MIMS), membrana interna (IMM) y matriz (MM). Las flechas discontinuas indican
un proceso de transferencia de electrones (ET). El NADH y el succinato constituyen las dos entradas principales de
electrones en el sistema [4]. Imagen realizada en BioRender [5] y UCSF Chimera [6]. PDB: Protein Data Bank.
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1.2 Citocromos y grupos hemo

Los citocromos son una clase de hemoproteinas ampliamente distribuidas en la naturaleza
que estan presentes tanto en organismos eucariotas (como animales, plantas y levaduras)
como procariotas (una gran variedad de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas) y
estan involucradas principalmente en procesos de ET [7].

Los citocromos se clasifican de acuerdo con el tipo de grupo hemo que poseen como
grupo prostético [8]. Generalmente, se clasifican en tres grupos principales: citocromos
a,byc[7]. El grupo hemo es un complejo entre un macrociclo tetrapirrélico denominado
porfirina y un ion de hierro [9]. Desempefia funciones bioldgicas esenciales, como el
transporte y almacenamiento de oxigeno (hemoglobina y mioglobina, respectivamente) o

procesos de ET en el caso de diferentes citocromos [9].

1.3 Funciones del citocromo ¢

1.3.1 Transporte de electrones en la cadena de transporte de electrones
mitocondrial

La funcién principal del citocromo ¢ (Cc) consiste en actuar como un transportador de
electrones (EC) en la OXPHQOS (Figura 1) [10]. EI Cc realiza una transferencia de un solo

electron desde el dominio hidrosoluble del citocromo c: (Ccy) [11] —proteina que, junto
al citocromo b (Cb) y a la proteina de Rieske, constituye el centro catalitico del complejo
11 (CHI) [12]— al centro binuclear de cobre del CIV [13].

La presencia del Cc es indispensable para la funcionalidad de la ETC, hecho consistente
con la observacién de que mutantes knockout (KO) para el Cc en ratones mueren durante
la gestacion al empezar a depender energéticamente de la OXPHOS [14]. Por otra parte,

y como se detallard mas adelante, se cree que el Cc esta implicado en el ensamblaje v la

estabilidad estructural de varios de los complejos mitocondriales (MCs) y supercomplejos

(MSCs) (estos ultimos consisten en una disposicion supramolecular de los MCs

individuales, formando asociaciones estables [15]) en la ETC.
1.3.2 Apoptosis
La apoptosis es un tipo de muerte celular programada (PCD) [16] y eS un proceso

genéticamente controlado que consiste en la eliminacion de células no deseadas de forma

regulada [17]. Se distinguen dos rutas principales por las que la apoptosis puede tener


https://pubs.acs.org/doi/10.1021/cr400479b
https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.7b00257
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/cr400479b
https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2020.118861
https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2020.118861
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https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0010854521005075?via%3Dihub
https://www.taylorfrancis.com/books/edit/10.1201/b19087/redox-proteins-supercomplexes-signalosomes-ricardo-louro-irene-diaz-moreno?refId=84896d88-79b6-4a07-92a4-82a6352fa98d
https://www.nature.com/articles/417099a
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(00)80849-1?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867400808491%3Fshowall%3Dtrue
https://www.taylorfrancis.com/books/edit/10.1201/b19087/redox-proteins-supercomplexes-signalosomes-ricardo-louro-irene-diaz-moreno?refId=84896d88-79b6-4a07-92a4-82a6352fa98d
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2184.2012.00845.x
https://link.springer.com/article/10.1007/s13277-016-5035-9
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lugar, dependiendo de los estimulos que la induzcan: la intrinseca, desencadenada por
estimulos de origen intracelular —como dafio a DNA (DD) o hipoxia— Yy la extrinseca,
iniciada por interacciones que involucran receptores transmembrana de la familia TNF
(Tumor Necrosis Factor) [18]. Existe también otra ruta por la que la apoptosis puede tener
lugar, denominada via de la perforina/granzima, la cual es llevada a cabo por linfocitos T
citotdxicos [19].

El Cc sale de la mitocondria cuando se dan condiciones proapoptdticas, iniciando la via
intrinseca de la apoptosis en mamiferos [10]. Una vez el Cc se ubica en el citosol, se une
a APAF-1 (Apoptotic Protease-Activating Factor 1), formando un complejo proteico
denominado apoptosoma que da lugar a la activacion de las caspasas apoptéticas, hecho
gue en ultima instancia conduce a la apoptosis [10]. Recientemente se ha propuesto que,
bajo estimulos apoptdticos, el Cc no solamente promueve la ejecucion de la apoptosis
activando rutas proapoptoticas, sino también inhibiendo rutas prosupervivencia mediante
su interaccion con un amplio nimero de proteinas extramitocondriales (Figura 2) [10,20].

Algunas de ellas guardan relacion funcional [10]. Dicho bloqueo de las rutas

prosupervivencia es, aparentemente, comdn a humanos y plantas [21].
1.3.3 Respuesta al dafio en el DNA
La migracion del Cc al ndcleo es inducida por lesiones en el DNA como roturas de doble

cadena [22] y tiene lugar de manera previa a la activacién de caspasas apoptoticas [23].

Una vez en el nicleo, el Cc bloquea diferentes chaperonas de histonas (HChs) [22]. Tales

HChs son: ANP32B (Acidic leucine-rich Nuclear Phosphoprotein 32 family member B),
nucleolina (NCL), nucleofosmina (NPM), NRP1 (Nucleosome assembly protein 1-
Related Protein 1) y SET/TAF-IB (Suppresor of variegation, Enhancer of zeste and
Trithorax/Template-Activating Factor-1p) (Figura 2) [10,20].

Se ha propuesto la existencia de un rol dual para el Cc nuclear en un contexto de DD [22].
Segun esta hipdtesis, bajos niveles de lesiones en el DNA inducen la liberacién de bajas
concentraciones de Cc al nlcleo, atenuando el ensamblaje de nucleosomas y extendiendo
por tanto el tiempo disponible para que el DNA sea reparado. No obstante, si el DD
persiste 0 aumenta, se incrementa la concentracion de Cc en el nucleo, superando un
limite concreto a partir del cual la hemoproteina secuestraria la gran mayoria de HChs,
reprimiendo todos los procesos que dependan de la cromatina. Dicha situacién conduce
irreversiblemente a la ejecucion de la PCD [22].
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Figura 2. Dianas extramitocondriales del citocromo (Cc) (PDB: 2N9J) con funciones prosupervivencia. El
apocitocromo ¢ (ApoCc) se representa en naranja y el grupo hemo ¢ (HEC) en rojo. Las proteinas coloreadas en azul
son de origen humano y las indicadas en verde corresponden a la planta Arabidopsis thaliana. Dichas proteinas son, en
sentido contrario a las agujas del reloj: elF2a (Eukaryotic translation Initiation Factor 2 subunit Alpha) (PDB: 1Q8K),
14-3-3-¢ (PDB: 2BR9), ALDOA (Fructose-bisphosphate Aldolase A) (PDB: 5KY6), HSP70 (Heat Shock 70 kDa
Protein 5) (PDB: 5F1X), MCM6 (Minichromosome Maintenance complex 6) (PDB: 4KG9), STRAP (Serine-Threonine
kinase Associated Protein), ANP32B (Acidic leucine-rich Nuclear Phosphoprotein 32 family member B) (PDB: 2ELL),
hnRNP C1/C2 (Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein C1 and C2) (PDB: 2MXY), nucleolina (NCL) (PDB:
2KRR), nucleofosmina (NPM) (PDB: 5EHD), SET/TAF-IB (Suppresor of variegation, Enhancer of zeste and
Trithorax/Template-Activating Factor-18) (PDB: 2E50), NRP1 (Nucleosome assembly protein 1-Related Protein 1)
(PDB:5DAY), TCL (Transcriptional Coactivator-Like), Sm/D1 (Small nuclear ribonucleoprotein D1), RD21
(Cysteine proteinase Responsive to Desiccation-21), GLY2 (Glyoxalase 11) (PDB: 2Q42), GAPDC1 (Glyceraldehyde-
3-phosphate Dehydrogenase C subunit 1) (PDB: 4Z0H), BiP1 (Luminal-Binding Protein 1) y eIF2y (Eukaryotic
translation Initiation Factor 2 subunit Gamma). Se indican los procesos en los que se encuentran implicadas las
proteinas correspondientes. Se indica también la ubicacion intracelular de las mismas (NCL y NPM se encuentran en
el nucleolo). Las estructuras del Cc y de 14-3-3-¢, HSP70, ALDOA, GAPDC1 y GLY?2 se han representado con UCSF
Chimera [6]. Las estructuras de STRAP, TCL, Sm/D1, RD21, BiP1 y elF2y se han construido como modelos de
homologia utilizando SWISS-MODEL [24] y basandose en los PDBs 3JAP, 3BDL, 4V98, 5EGW, 706R y 6QG0,
respectivamente. PDB: Protein Data Bank.

2  Estructura del citocromo c
Los citocromos ¢ se caracterizan por presentar un grupo hemo ¢ (HEC) como grupo
prostético [8].

El citocromo ¢ mitocondrial (referido como Cc) es la proteina abordada en el presente

trabajo. El Cc es una proteina pequefia (12,4 kDa), monomérica, globular, hidrosoluble y
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catidnica de alrededor de 104 aminodacidos perteneciente a la clase de las proteinas todo
a [10,25]. Su estructura tridimensional estd conservada en gran medida a lo largo de la

evolucion [8].

El Cc presenta cuatro hélices o dispuestas alrededor del HEC y unidas por lazos
irregulares [26]. La unidn del HEC al apocitocromo ¢ (ApoCc) es covalente, pues consiste
en dos enlaces tioéter entre los dos grupos vinilo del HEC y las cadenas laterales de los
residuos Cysl4 y Cysl7. Asimismo, el atomo de hierro del HEC estd coordinado
axialmente con las cadenas laterales de los residuos His18 y Met80 (Figura 3A) [8].

El HEC se encuentra alojado en el interior de un bolsillo hidrofébico, aunque esta

parcialmente expuesto al solvente, de manera que el Cc pueda participar en reacciones

redox (Figura 3B) [27].

La estructura del Cc varia en funcion de su estado redox [28], asi como de las

modificaciones postraduccionales (PTMs) que experimenta, como se explicard mas

adelante.

Hec

Figura 3. A) Estructura tridimensional (diagrama de Richardson [29]) del citocromo ¢ (Cc) humano (PDB: 2N9lI). El

apocitocromo ¢ (ApoCc) se encuentra representado en naranja. Los residuos implicados en la union covalente del grupo
hemo ¢ (HEC) al ApoCc (Cysl14 y Cysl7) se indican en verde. Los residuos que constituyen los ligandos axiales del
HEC (His18 y Met80) aparecen en azul. El grupo prostético HEC se representa en morado, con el 4&tomo de hierro en

rojo. B) Superficie de hidrofobicidad del Cc humano (PDB: 2N9I) mostrando el bolsillo hidrofébico donde se aloja el

HEC (representado en morado). El grado de hidrofobicidad viene determinado por la escala de Kyte-Doolittle [30], de
manera que las regiones superficiales que presentan una mayor hidrosolubilidad aparecen representadas en azul, las
areas mas hidrofobicas se indican en un tono rojizo, y aquellas regiones con un valor de hidrofobicidad de 0,0 aparecen

en blanco. Imagenes realizadas en UCSF Chimera [6]. PDB: Protein Data Bank.


https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/1873-3468.13655
https://link.springer.com/article/10.1007/s00018-013-1341-1
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.chemrev.7b00257
https://link.springer.com/article/10.1007/s00249-011-0774-4
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.chemrev.7b00257
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/22/8483
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0006291X15310846?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0065323308605203?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/0022283682905150?via%3Dihub
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1002/jcc.20084

Andrés Conejero Guillén 2022 - 2023

3 Citocromo c en el metabolismo energético
3.1 Sitios de union del citocromo c¢ a los Complejos Mitocondriales 111y 1V

Se han descrito dos tipos de sitios de unién al Cc tanto en el ClIl como en el CIV en
funcién de sus afinidades y la productividad o no de los mismos en términos de ET.

Dichos sitios son denominados proximal y distal (Figura 4) [11].

Los sitios proximales se caracterizan por poseer una elevada afinidad por el Cc y por ser
productivos en términos de ET. En el caso de la interaccion Cci-Cc, implica que los
grupos hemo de ambas proteinas se encuentren a una distancia lo suficientemente corta
como para posibilitar la ET. La union del Cc a los sitios proximales tiene lugar gracias al

area cargada positivamente (rica en residuos de lisina) que rodea su bolsillo hémico, que

interacta con las superficies cargadas negativamente de los MCs [11]. Puesto que el Cc

presenta una carga neta positiva, tiene la capacidad de deslizarse por dichas regiones [11].

PLANTA

Vigna radiata

LEVADURA

Saccharomyces cerevisiae

proximal

proximal

MAMIFERO cm: ¢

distal

Homo sapiens

Figura 4. Sitios de union del citocromo ¢ (Cc) al complejo Il (CIlI) y al complejo IV (CIV) ensamblados en
supercomplejos mitocondriales (MSCs) en distintos organismos eucariotas: la planta Vigna radiata (PDB: 7JRP; parte
superior), el humano (PDB: 5XTH; parte intermedia), y la levadura Saccharomyces cerevisiae (PDB: 6HU9; parte
inferior). Se indican los sitios proximales y distales de cada complejo (MC): verde (CIII) y morado (CIV). El area
circundante a los sitios proximales de ambos MCs se sefiala con lineas discontinuas. Asimismo, cada MC que forma
parte de los respectivos MSCs se encuentra indicado en las posiciones correspondientes. Los subindices numéricos
indican el nimero de mondmeros de los respectivos MCs. Imagen adaptada de [11]. PDB: Protein Data Bank.

Por otra parte, los sitios distales presentan una baja afinidad por el Cc y, curiosamente,
son improductivos en cuanto a la ET [11]. En el caso de la interaccién Cci-Cc, se debe a
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una distancia entre los grupos hemo de ambas proteinas demasiado grande. EI Cc emplea
un area menos definida en su unidn a los sitios distales que a los proximales, como cabria
esperar teniendo en cuenta su menor afinidad [31]. Se cree que la funcion de los sitios
distales consiste en actuar como una plataforma que facilita la canalizacién de moléculas

de Cc entre el Clll y el CIV cuando éstos se encuentran formando MSCs (Figura 5B).

Este hecho podria suponer una mejora en la capacidad del Cc como EC desde el CllI al
CIV (aumentando por tanto la eficiencia de la OXPHOS). Se piensa que los sitios distales

sirven también para atraer mas moléculas de Cc y acercarlas a los sitios proximales [11].

3.2 Mecanismos de transferencia electrénica del citocromo ¢

3.2.1 Segun el modelo de plasticidad de organizacién de la cadena de transporte
de electrones mitocondrial

Actualmente, el modelo prevalente que explica la disposicion de los MCs en la ETC es el
conocido como “modelo de plasticidad” [32]. Dicho modelo propone la existencia de un
balance dinamico entre MCs libres y MCs ensamblados en MSCs (Figura 5) con el fin de

permitir la adaptabilidad de la ETC a cambios en el ambiente intracelular o al uso de

diferentes fuentes de carbono [33].

Pool Cc

A -k‘fl \\lh{k”\"i“ B
‘ S

Deslizamiento

Complejos independientes Supercomplejo

Figura 5. Mecanismos de transferencia electrénica (ET) del citocromo ¢ (Cc) segun la organizacién de los complejos

mitocondriales (MCs) en la cadena de transporte de electrones (ETC). Cc en naranja, complejo I11 (CIII) en verde y

complejo IV (CIV) en morado. A) Los MCs se encuentran libres. La ET mediada por el Cc tiene lugar principalmente
mediante difusion de la hemoproteina en el espacio intermembrana (MIMS). B) Los MCs se asocian formando
supercomplejos (MSCs). Los sitios distales del CIlI y el CIV permiten la ET mediada por el Cc mediante el

deslizamiento de la hemoproteina por sus superficies. Imagen modificada de [11].
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La mayoria del Cc se encuentra unido a la IMM [34]. De dicha fraccion, se estima que
aproximadamente el 85 % del Cc esta unido débilmente a la IMM y puede participar en
procesos de ET, mientras que el 15 % restante est4 unido fuertemente y no esta disponible

para llevar a cabo reacciones de ET [34].

En el caso de que los MCs se encuentren libres, la ET mediada por el Cc es llevada a cabo
principalmente por la subpoblacion libre en el espacio intermembrana (MIMS) mediante
busqueda difusional de CIIl y CIV (Figura 5A) [11]. Por otra parte, en un contexto de
MCs ensamblados en MSCs, el Cc lleva a cabo la ET entre el Clll y el CIV deslizandose
sobre las superficies de dichos MCs (Figura 5B) [11]. Este ultimo mecanismo de ET es
posibilitado por la presencia de sitios distales de unién al Ccenel Clll yenel CIV (Figura

4) [11].

3.2.2 A cortadistancia

El transporte de electrones en la ETC es primordialmente llevado a cabo por proteinas
redox (Figura 1), las cuales transportan los electrones de uno en uno [35].

En las reacciones redox, los electrones fluyen espontdneamente desde las especies que
poseen un valor de potencial redox (RP) mas negativo a aquellas que tienen un valor de
RP mayor mas positivo, tendencia que es posible observar en los ECs de la ETC [36]. Por
tanto, la ET se ve favorecida desde el punto de vista termodinamico por el incremento en

la diferencia de RP de las especies implicadas [11].

Estd ampliamente aceptado que la ET interproteica a corta distancia implica contacto
fisico entre las mismas. En este sentido, se ha observado que la interaccién fisica entre el
Cc1y el Cc provoca un aumento en la diferencia de RP entre ambas hemoproteinas, lo
cual favorece el caracter reductor del Cc: y por tanto la ET al Cc (Figura 6) [11].

3.2.3 Alarga distancia

La ET entre proteinas cuya interaccion no implica contacto fisico se conoce como
transferencia de electrones a larga distancia, y requiere la presencia de moléculas

conductoras de electrones [11].

La velocidad de la transferencia de electrones (ket) a larga distancia depende de la
distancia a la que se encuentren las proteinas entre las que va a tener lugar la ET. A medida

que aumenta dicha distancia, la ket del proceso disminuye [37]. El pardmetro dependiente
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de distancia que refleja esta disminucion de la ket entre proteinas que no interactian

fisicamente se conoce como B (Distance-Decay Parameter) [11].

Se cree que la ET a larga distancia entre proteinas redox interactoras se ve favorecida por
la presencia de capas ordenadas de moléculas de agua en el espacio existente entre las
mismas (Figura 7) [35]. Aunque tedricamente la molécula de agua se caracteriza por su
mala conductividad eléctrica, la presencia de capas ordenadas de moléculas de agua en la

region local del espacio interproteico puede proveer caminos para la ET [11].

Resulta interesante la observacion de que en el complejo Cc-CIV de mamiferos el espacio
existente entre ambas proteinas contiene tres capas de moléculas de agua, hecho

consistente con el modelo de ET a larga distancia [38].

Sin embargo, se desconoce el rol de las moléculas de agua en la mejorade la ET, asi como
la identidad de los ECs implicados en tal proceso [35]. Posiblemente se deba a la

presencia de pequefias moléculas que actien como ECs en la proximidad de las proteinas

[35].
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Figura 6. Modulacidn del potencial redox (RP) del citocromo ¢ (Cc) (PDB: 2N9J) por contacto fisico con el citocromo

c1 (Ccy) (PDB: 5XTE). Apocitocromo ¢ (ApoCc) representado en naranja y Cca en verde (la apoproteina). Los grupos

hemo ¢ (HEC) de ambas hemoproteinas se indican en rojo. A) No hay contacto fisico entre ambas hemoproteinas. En

este caso, los valores de RP indicados para cada proteina corresponden a aquellos medidos para las proteinas libres en
solucion acuosa [11]. El valor de RP del Cci se ha obtenido de [39] y el del Cc de [40]. B) Si hay interaccidn fisica
entre ambas hemoproteinas. Como consecuencia del contacto fisico, se produce un incremento en la diferencia del valor

de RP entre las proteinas interactoras. Los valores de RP del Cciy del Cc se han obtenido de [39]. Las flechas
discontinuas indican que se da un proceso de transferencia de electrones (ET). Imagen elaborada en UCSF Chimera
[6]. PDB: Protein Data Bank.
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La ET a larga distancia entre el Cc y sus dianas de la ETC (Clll'y CIV) podria suponer
una mayor eficiencia del proceso de ET comparado con la vision tradicional de ET
interproteica a corta distancia (Figura 7), lo cual resultaria ventajoso en el ajetreado

ambiente intracelular [11].

A C B

Interacciones de
van der Waals

N ET a larga distancia % cé‘.’ ET a corta distancia
pe (4

Figura 7. Comparativa entre mecanismos de transferencia electrénica (ET) del citocromo ci (Cc1) (PDB: 5XTE) al

citocromo ¢ (Cc) (PDB: 2N9J): a larga y a corta distancia. Apocitocromo ¢ (ApoCc) representado en naranja 'y Ccien
verde (la apoproteina). Los grupos hemo ¢ (HEC) de ambas hemoproteinas aparecen en rojo. A) ET Cci—Cc a larga

distancia. La presencia de moléculas de agua en el espacio entre ambas proteinas permite el proceso de ET sin necesidad

de que interactien fisicamente [11]. B) ET Cc:1—Cc a corta distancia. Las fuertes interacciones de van der Waals que se
establecen entre las proteinas interactoras a corta distancia conllevan una menor velocidad de transferencia de
electrones (ket) [11]. En ambos casos, las flechas negras discontinuas indican la ET desde el HEC del Cc1 al HEC del
Cc. Imagen realizada en UCSF Chimera [6]. PDB: Protein Data Bank.

3.3 Papel del citocromo ¢ en la estabilidad estructural de los complejos
mitocondriales

El rol del Cc en la ETC no se limita a actuar como EC del CIlI al CIV (Figura 1), sino
que también esta implicado en el correcto ensamblaje y en la estabilidad estructural de

varios de los MCs [10], como se detallara a continuacién.

En un estudio en el que utilizaron fibroblastos de raton (Mus musculus) deficientes 0 KO
para el Cc, se observo una disminucion en los niveles de las subunidades I, 11 'y 111 del
CIV [41]. En ambos casos, dichos fibroblastos no fueron capaces de ensamblar el CIV, o
si lo hicieron, éste era muy inestable (Figura 8). Tras la reintroduccion de los genes que
codifican el Cc en los fibroblastos KO, se pudo detectar la presencia de unidades de CIV

correctamente ensambladas. Por otra parte, tras la introduccion de una versién no

13


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0010854521005075?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0010854521005075?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0010854521005075?via%3Dihub
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1002/jcc.20084
https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/1873-3468.13655
https://www.jbc.org/article/S0021-9258(20)71040-9/fulltext

Andrés Conejero Guillén 2022 - 2023

funcional como EC del Cc en dichos fibroblastos, no se aprecid una recuperacion en el
ensamblaje del CIV. Estas observaciones indican que, en mamiferos, tanto la presencia
como la funcionalidad redox del Cc son requisitos indispensables para un CIV

fisiolégicamente activo [41].

En el mismo estudio se observé también en los dos casos ya mencionados (fibroblastos
de raton KO y deficientes en Cc) una ausencia de complejo | (Cl) [41]. Este hecho es
consistente con estudios que sefialan la inestabilidad del CI en ausencia de un CIV
correctamente ensamblado en mamiferos [42], siendo posiblemente la falta de CIV en los
casos ya mencionados la que a su vez provoco la ausencia de CI (Figura 8) [41]. La
reintroduccion del Cc en los fibroblastos KO ocasioné una recuperacion parcial en el
ensamblaje del CI [41]. Otro estudio en fibroblastos de raton sugiere que esta dependencia

del CI del CIV es mas marcada aun en células en division activa [42].

En el caso de los fibroblastos KO para el Cc del estudio ya citado, ademas de la ausencia
de Cl y de CIV, se observd también una disminucion en los niveles de ClIl. En dichos

fibroblastos, la actividad del ClII se encontré reducida en un 50 % frente a los fibroblastos

silvestres (WT) (Figura 8) [41].

B
AR
) )
LA

Figura 8. Efecto de la presencia y ausencia de citocromo ¢ (Cc) sobre la estabilidad, niveles y actividad enzimatica de

los complejos mitocondriales (MCs) en fibroblastos de raton. Cc (PDB: 2N9J) representado en naranja (la apoproteina)
con el grupo hemo ¢ (HEC) en rojo, complejo 111 (ClIII) (PDB: 5XTE) en verde, complejo 1V (CIV) (PDB: 5Z62) en
morado y complejo | (Cl) (PDB: 5XTD) en azul. A) Presencia de Cc. Los niveles de Clll y de las subunidades I, Il y

111 del CIV son los habituales. La presencia de CIV permite a su vez la de Cl. B) Ausencia de Cc. Los niveles de CllII

se ven reducidos y su actividad enzimatica disminuye significativamente. La falta de Cc provoca una disminucion en
la abundancia de las subunidades I, 11 y 111 del CIV, lo que conlleva la inestabilidad del CIV. En este caso, los niveles
de CIV son indetectables y su actividad enzimatica es inexistente [41]. La falta de Cc provoca indirectamente la
ausencia de CI [42]. Imagen elaborada en UCSF Chimera [6] y BioRender [43]. PDB: Protein Data Bank.
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Ensayos en levaduras (S. cerevisiae) demostraron que aquellos individuos que no poseen
los dos genes que codifican el Cc son incapaces de ensamblar el CIV [44]. A diferencia
de lo que sucede en mamiferos, en levaduras no se requiere la presencia de un Cc
cataliticamente activo para el correcto ensamblaje del CIV, pues se observaron en
mutantes que poseian un Cc no funcional como EC unos niveles de CIV cercanos a los
normales [44]. Este hecho apunta a un rol solamente estructural del Cc en el ensamblaje
y la estabilidad del CIV en levaduras [44]. En dicho estudio, la falta de Cc no tuvo efectos
detectables sobre la estabilidad de los demés MCs de la ETC [44], aunque cabe mencionar

que las levaduras carecen de CI [41].

De manera similar a como se ha observado en mamiferos y en levaduras, existe evidencia
de que en plantas el Cc también se encuentra involucrado en la estabilidad del CIV. En
este sentido, un estudio con mutantes de A. thaliana deficientes en Cc demostrd una
disminucion de entre el 50 % y el 90 % en la abundancia de las diferentes subunidades
que componen el CIV [45]. Como cabria esperar, dicha disminucion fue acompafiada de
una menor cantidad de CIV adecuadamente ensamblado. La actividad del CIV se vio
drasticamente afectada, reduciéndose a un 25 % de los niveles que mostraron las plantas
WT. Curiosamente, en dichos mutantes se aprecidé también un ligero incremento en la
abundancia de las diferentes subunidades del complejo 11 (Cll), que, sin embargo, no dio
lugar a una mayor actividad enzimatica (posiblemente debido a menores niveles de

activadores alostéricos como el ATP) [45].

La observacion de que en organismos tan filogenéticamente distantes como mamiferos
[41,42], plantas [45] y levaduras [44] la falta de Cc tiene consecuencias sobre el
ensamblaje y la estabilidad (y, por tanto, la actividad) de varios de los MCs
(particularmente el CIV) apunta a la existencia de un rol conservado evolutivamente para
esta hemoproteina en el ensamblaje de los MCs [10]. Sin embargo, actualmente se
desconoce el mecanismo molecular subyacente al papel del Cc en el ensamblaje de los
MCs [44].

3.4 Papel del citocromo c en la funcionalidad y ensamblaje de los supercomplejos
mitocondriales

Se han podido aislar MCs ensamblados en MSCs in vivo, los cuales se denominan

frecuentemente como “respirasomas”. Sin embargo, para ser considerados como
verdaderos respirasomas, dichos MSCs deberian ser capaces de respirar (desencadenar
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un consumo de oxigeno) [46]. La capacidad de los MSCs de respirar requiere de la
integracién en los mismos de ClI (y/o CIlI), Clll, CIV y los dos ECs moviles de la ETC:
ubiquinona (UQ) y Cc [46], ademés de ser capaces de llevar a cabo una ET entre sus
componentes y hacia el oxigeno [33]. Por tanto, el Cc emerge como un factor clave que
permite a los MSCs actuar como unidades respiratorias funcionales (respirasomas) [46].
Ademaés, se ha detectado la presencia de Cc en diferentes MSCs [46], por lo que se ha

hipotetizado que podria estar implicado directamente en la estabilidad de los mismos [31].

En un estudio con fibroblastos de raton KO para el Cc detectaron unos niveles de
cardiolipina (CL) (el principal lipido al que se encuentra unido el Cc en condiciones
homeostéaticas [47]) reducidos en un 22 % frente a los WT [41]. La CL est4 implicada en
el anclaje a la membrana de los MSCs [41]. De esta forma, niveles méas bajos de CL

repercuten negativamente sobre la estabilidad de los MSCs [48].

En base a estas observaciones, el Cc podria estar implicado en la estabilidad de diversos
MSCs, ya sea indirectamente permitiendo la presencia de unos niveles adecuados de CL

[41], o de manera directa mediante un mecanismo por ahora desconocido [31].

A su vez, la funcién de los MSCs no se conoce con exactitud [46]. Los MSCs se
caracterizan estructuralmente por presentar una disminucién en la distancia entre los MCs
individuales, por lo que se ha propuesto que, como consecuencia, darian lugar a un
proceso de ET mas eficiente [49]. Otras funciones que se han sugerido para los MSCs son
la implicacion de los mismos en la estabilidad de MCs individuales y la minimizacion de

la produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS) [50].

3.5 Papel del citocromo c en la dindmica y funcionalidad mitocondrial

La funcionalidad mitocondrial se regula mediante los procesos dindmicos de fusion y

fision de sus membranas. En esta linea, la fusion mitocondrial resulta optima para la

generacion de ATP mediante la OXPHQOS. Por otra parte, la fision mitocondrial genera

nuevas mitocondrias de menor tamafio, mas faciles de distribuir en células en division
mitotica [51].

La CL tiene una gran relevancia sobre la dindmica mitocondrial, pues se encuentra

implicada en los procesos de fusion y fision [41]. Teniendo en cuenta que la presencia de

Cc permite que existan unos niveles adecuados de CL [41], posiblemente el Cc esté

implicado en la dindmica (y, por tanto, la funcionalidad) mitocondrial.
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4 Regulacion del papel del citocromo c en el metabolismo energético por
modificaciones postraduccionales

Las PTMs de proteinas constituyen un mecanismo mediante el cual se regula la
funcionalidad de las mismas [52]. Debido a la gran importancia fisiologica del Cc, su
funcionalidad se encuentra estrictamente regulada por PTMs [53,54]. Las PTMs que
experimenta el Cc alteran sus propiedades fisicoquimicas y las interacciones con sus
diferentes dianas, controlando de esta forma su funcionalidad [27]. Los efectos que las

PTMs ejercen sobre el Cc dependen del tipo de PTM y de qué residuos concretos son

afectados [27]. A continuacion, se analizaran aquellas PTMs que regulan el papel del Cc

en el metabolismo energético.

4.1 Fosforilacion

El Cc es sujeto a fosforilacion en los residuos Thr28, Serd7, Tyr48, Thr58 y Tyr97 in vivo
(Figura 9A) [27]. No obstante, la quinasa implicada en tal proceso se desconoce [27]. Se
ha propuesto que dicha quinasa podria ser la adenosin monofosfato (AMP) quinasa [55].
Otros autores han sugerido que la quinasa involucrada en la fosforilacién de residuos de
tirosina del Cc seria SYK (Spleen Tyrosine Kinase) [56].

Entre el 60 % y el 80 % del Cc presente en el rifion de ternera (Bos taurus) se encontrd
fosforilado en el residuo Thr28 in vivo (Figura 9A) [55]. El efecto funcional que dicha
PTM ejerce sobre el Cc se ha estudiado tanto in vivo como in vitro, y en ambos casos se
ha detectado una inhibicion parcial en la reaccion del Cc con el CIV [55]. Ademaés, se ha
comprobado que esta PTM disminuye la afinidad del Cc por el sitio distal del CIII (Figura

4), lo cual impediria la canalizaciéon de moléculas de Cc a través de MSCs (Figura 5B)

[40] asi como una mayor cantidad de moléculas de Cc en los sitios proximales.

Como minimo el 35 % del Cc presente en el cerebro de cerdo (Sus scrofa) se encontré
fosforilado en el residuo Ser47 (Figura 9A) [57]. Dicha PTM inhibi¢ significativamente
la oxidacion del Cc por el CIV (Figura 1) [57]. En este caso, y como resultado de dicha
inhibicidn, disminuyo el flujo de electrones (EF) en la ETC [57]. Esto permite que haya
unos valores intermedios (y saludables) de potencial de membrana mitocondrial (A¥m),
lo cual da lugar a una produccion de ATP suficiente a la vez que evita la sobreproduccion
de ROS, lo cual es comun observar a valores patolégicamente elevados de A¥m [55,57].

17


https://www.hindawi.com/journals/jaa/2011/207691/
https://faseb.onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1096/fj.201801417R
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1357272520300212?via%3Dihub
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/22/8483
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/22/8483
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/22/8483
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/22/8483
https://www.jbc.org/article/S0021-9258(20)31730-0/fulltext
https://www.nature.com/articles/s41467-023-35865-x
https://www.jbc.org/article/S0021-9258(20)31730-0/fulltext
https://www.jbc.org/article/S0021-9258(20)31730-0/fulltext
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0005272816300032?via%3Dihub
https://faseb.onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1096/fj.201901120R
https://faseb.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1096/fj.201901120R
https://faseb.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1096/fj.201901120R
https://www.jbc.org/article/S0021-9258(20)31730-0/fulltext
https://faseb.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1096/fj.201901120R

Andrés Conejero Guillén 2022 - 2023

Se identifico el Cc fosforilado en el residuo Tyr48 en el higado de ternera (Figura 9A)
[58]. Un ensayo con Ccs mutantes fosfomiméticos (PMs) (se sustituye un aminoécido por
otro, ya sea canonico o no, con el fin de imitar otro aminoacido fosforilado [27]) reveld
que los mismos poseian unos valores de RP claramente menores que el Cc WT (Cc no
fosforilado) [59]. De hecho, el valor de RP de uno de los PMs (Tyr48Glu) coincidia con
el del CIII, lo cual se espera que inhiba la ET al Cc y por tanto el EF en la ETC [59].
Ademaés, se ha comprobado que la fosforilacion del residuo Tyr48 del Cc inhibe in vivo
su reaccion con el CIV en aproximadamente un 50 % [58]. Dicha reaccién se vio inhibida

en un 30 % cuando se empled el PM Tyr48Glu, mostrando un comportamiento similar
[59].

En otro estudio con un PM en el que se sustituyo el residuo Tyr48 por el aminoacido
artificial p-carboxi-metil-_-fenilalanina (pCMF), se observd que dicho PM poseia una
menor afinidad por el sitio distal del CIlI (Figura 4) [60]. Como resultado, la canalizacion
de moléculas de Cc en MSCs (Figura 5B) se vio inhibida [60], provocando una
ralentizacion del EF en la ETC [60]. Curiosamente, dicho PM mostr6 una mayor afinidad
por el sitio proximal del CIlI (Figura 4), de manera gue el reemplazo de moléculas de Cc
en dicho sitio se vio inhibido. Este hecho provoca un bloqueo de la ET al Cc y por tanto
del EF en la ETC [60], siendo estas conclusiones consistentes con las obtenidas en otros
estudios [58,59].

En el higado de rata (Rattus norvegicus), el Cc se encontrd fosforilado en el residuo Thr58
in vivo [61]. Se realiz6 un ensayo con los PMs Thr58Glu y Thr58lle con el fin de estudiar
la funcionalidad subyacente a la fosforilacion del Cc en Thr58 [61]. Se observo in vitro
en dichos PMs que la oxidacion del Cc por el CIV fue un 45 % menor que la que mostro
el WT en el caso del PM Thr58Glu y un 25% menor en Thr58lle. Cuando se expresaron
dichos PMs en fibroblastos de raton KO para el Cc se detectaron unas tasas respiratorias
reducidas en un 68 % y en un 25 %, respectivamente. Como cabria esperar, hubo también
una disminucion en los niveles celulares de ATP (de un 66 % para Thr58Glu y de un 36
% para Thr58lle). En linea con la disminucion en la respiracion, los PMs Thr58Glu y
Thr581le mostraron unos valores de AWm considerablemente menores que los del Cc WT,
los cuales permitirian un EF eficiente en la ETC previniendo a su vez la aparicion de
estrés oxidativo (OS) [61].

Se detectd la presencia de Cc fosforilado en el residuo Tyr97 (Figura 9A) en el cerebro
de cerdo tras aplicar un tratamiento posisquémico con insulina [62]. Un estudio posterior
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tratd de analizar el efecto funcional de dicha PTM utilizando el PM Tyr97pCMF [63].
Observaron que dicho PM mostr6 un aumento en la capacidad de reducir el CIV cuando
éste se integra en MSCs frente al WT, debido probablemente a la mayor afinidad del PM

por el CIV que los autores detectaron. Cuando se empled dicho PM apreciaron también
unos menores niveles de ROS en comparacion al WT. Los autores concluyeron que esta

PTM daria lugar a una ET maés eficiente por parte del Cc cuando actiia como EC en MSCs

[63].

A pesar de las diferencias funcionales dependientes de qué residuos concretos son
fosforilados, hay estudios que concluyen que la polifosforilacion del Cc en sus residuos
de tirosina inhibe su papel como EC en la ETC [56]. Es de esperar que, como
consecuencia, la actividad de la ETC en su conjunto disminuya y, por consiguiente, la

sintesis mitocondrial de ATP.

4.2 Nitracién

La nitracién del Cc consiste en la introduccion de un grupo nitro en el anillo fendlico de
un residuo de tirosina [27]. La presencia de especies reactivas de nitrégeno promueve la
aparicion de esta PTM [64], la cual se ha podido detectar in vivo en humanos [65]. Los
Unicos residuos en los que se ha detectado la nitracion del Cc in vivo son Tyr67 y Tyr74

(Figura 9A) [27].

Un estudio demostrd que la polinitracion del Cc ocasiona en la proteina una disminucion
drastica (de alrededor de 350 mV) en su valor de RP [64]. Termodinamicamente, dicha
disminucion inhibe la reaccion del Cc con el CllI (Figura 1), lo cual pudieron confirmar.
En el mismo estudio se analiz6 también el efecto funcional de dicha PTM en Ccs mutantes
nitrados en residuos de tirosina especificos. Comprobaron que todos ellos mostraron una
menor reactividad por el CIV en comparacion a la proteina WT, particularmente los
mutantes nitrados en Tyr67 y Tyr74 (Figura 9A). Concluyeron que la menor capacidad
de reduccion del CIV por el Cc polinitrado se debe mayoritariamente a la nitraciéon de

dichos residuos en concreto [64].

Otros autores estudiaron la funcionalidad del Cc mononitrado in vitro [66]. Observaron
que el uso de dicha proteina en vez de la WT inhibi6 la formacion del A¥m, repercutiendo
negativamente sobre la sintesis de ATP. Descubrieron también que el Cc nitrado fue méas

susceptible de ser oxidado por H2O> [66]. La mayor capacidad de oxidacion del Cc por
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moléculas distintas al CIV promueve un consumo de sustratos desacoplado de la
formacion del gradiente electroquimico requerido para la sintesis de ATP, impidiendo la

provision de un suministro energético celular adecuado [66].

Cabe mencionar que la nitracion y la fosforilacion de un mismo residuo de tirosina son
procesos mutuamente excluyentes [67]. Por tanto, se ha propuesto que ambas PTMs

podrian actuar antagénicamente entre si [27].

4.3 Acetilacion

El Cc es sujeto a acetilacion en diferentes residuos de lisina, aunque Unicamente se ha
detectado la acetilacion de sus residuos Lys8 y Lys53 in vivo (Figura 9A) [27]. La
acetilacion de residuos de lisina puede tener lugar gracias a la accién de lisina
acetiltransferasas [68] o de manera no enzimatica en la matriz mitocondrial (MM) (Figura
1) debido a altas concentraciones de acetil-CoA y valores de pH alcalinos [69]. Sin

embargo, se desconoce qué acetiltransferasa esta implicada en la acetilacion del Cc [70].

La acetilacion del residuo Lys8 del Cc se descubrié en un andlisis protedmico de
mitocondrias de higado de raton [71]. Dicha PTM fue observada en condiciones de
ayunas, pero no cuando los ratones fueron alimentados [71]. Este residuo esta implicado
en la interaccidn fisica del Cc con el Cci (del CIII) [72]. Se realiz6 un estudio en el que
se reemplazo6 dicho residuo por uno de glutamina, con el fin de imitar la acetil-lisina y
estudiar el efecto funcional subyacente a dicha PTM [70]. Observaron que el Cc mutante
acetilado (AcM) mostré una mayor afinidad por el Cci en comparacion al Cc WT.
Ademas, detectaron una disminucion de aproximadamente un 45 % en la capacidad del
AcM Lys8GlIn de reducir el CIV, disminuyendo a su vez el EF en laETC [70].

Por otra parte, se identifico la acetilacion del Cc en el residuo Lys53 en células de cancer
de prostata [73]. En el mismo trabajo donde se describio dicha PTM generaron un AcM
(Lys53GlIn) con el fin de estudiar la funcionalidad del mismo [73]. Descubrieron que
dicho AcM presentd una disminucién de aproximadamente un 35 % en su reactividad con
el CIV frente al Cc WT. Se hipotetiz6 que tal cambio en reactividad inhibiria la OXPHOS,
promoviendo en su lugar el “efecto Warburg” (fendmeno propio de las células cancerosas
por el que las mismas recurren a la glucolisis en vez de a la OXPHOS aunque se

encuentren en condiciones aerobias [74]) [73].
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En otro estudio en el que también trabajaron con el AcM Lys53GIn pudieron corroborar
una disminucién significativa en la capacidad de dicho AcM de ser oxidado por el CIV
[70]. Concluyeron que la base estructural subyacente a la menor capacidad del AcM
Lys53GIn de reaccionar con el CIV podria deberse a una modificacion en el mecanismo
de reconocimiento molecular entre ambas proteinas, puesto que el residuo Lys53 forma
parte del area de union al sitio distal del CIV (Figura 4) [70].

4.4 Glicacion

La glicacion de proteinas es un proceso espontaneo, no enzimatico e irreversible por el
que un grupo amino libre de la proteina (normalmente el extremo N-terminal o residuos
de lisina o arginina) reacciona con un grupo carbonilo proveniente de un azucar reductor
u otros compuestos relacionados [75,76]. El principal agente intracelular responsable de
la glicacion de proteinas es el metilglioxal (MG), un subproducto de la glucolisis en
células eucariotas [76]. En condiciones fisiologicas, el MG es degradado a D-lactato por
el sistema glioxalasa [77]. En cambio, es frecuente encontrar niveles elevados de MG en

pacientes con diabetes [78].

En un estudio en el que se sometio el Cc aislado de corazon equino (Equus caballus) a
glicacion in vitro mediante su exposicién a MG se observé que el residuo Arg91 (Figura
9B) fue modificado por el mismo [76]. Como resultado, el Cc experimentd un
desplegamiento parcial que resulté en una disminucion considerable de su estabilidad
conformacional [76]. En linea con esta observacion, otros estudios han confirmado
cambios en la estructura del Cc derivados de la glicacion de la proteina [79]. La menor
estabilidad del monémero de Cc se vio compensada con un incremento en estabilidad
resultante de la agregacion de los mismos [76]. Tal incremento en estabilidad del
agregado proteico resultante puede deberse a una disminucion del nimero de cadenas
laterales hidrofobicas expuestas al solvente [76]. La agregacion de proteinas es un proceso
que generalmente se correlaciona con una pérdida de funcion de las mismas [80], por lo
que es de suponer que la glicacion del Cc podria tener tal efecto sobre la proteina,

impidiendo por tanto que lleve a cabo su papel como EC en la ETC (Figura 1).

Otro estudio describid la glicacion de los residuos Lys72, Lys87 y Lys88 del Cc (Figura
9B) en el corazon de ternera [81]. Con el fin de estudiar la funcionalidad del Cc glicado
en dichos residuos, sometieron la proteina a glicacién mediante su reaccion con la ribosa

5-fosfato (R5P), un intermediario de la ruta de las pentosas fosfato. Observaron que la

21


https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/2211-5463.13284
https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/2211-5463.13284
https://www.mdpi.com/1422-0067/22/12/6609
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570963912002713?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570963912002713?via%3Dihub
https://iubmb.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/iub.1324
https://core.ac.uk/reader/188257967?utm_source=linkout
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570963912002713?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570963912002713?via%3Dihub
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0232408
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570963912002713?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570963912002713?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022283621004484?via%3Dihub
https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/bi2012977

Andrés Conejero Guillén 2022 - 2023

glicacion del Cc en los residuos indicados inhibio drasticamente su ET al CIV, siendo el
efecto mayor a concentraciones crecientes de R5P [81]. Se estudié también la capacidad
de asociacion del Cc glicado a membranas (en forma de liposomas) con CL. En este
sentido, descubrieron una disminucion marcada en la afinidad del Cc por la CL como
consecuencia de dicha PTM [81]. De esta forma, la glicacion del Cc inhibiria su

interaccion con la CL [27]. Ademas, teniendo en cuenta que la CL es la principal molécula

con la que interactia el Cc en condiciones fisioldgicas [47], dicha PTM podria tener un

efecto negativo sobre la ET dependiente de Cc en la ETC [81]. Tal efecto se veria

incrementado por la disminucion en la capacidad del Cc glicado de reducir el CIV [81].

4.5 Sulfoxidacion

Como PTM, la sulfoxidacion consiste en la oxidacion del grupo sulfuro de un residuo de
metionina [27]. La aparicion de esta PTM se ve favorecida por la presencia de OS [82].
Se ha descrito la sulfoxidacion del Cc en el residuo Met80 en humanos (Figura 9B) [82].
No obstante, dicho residuo esta presente en la gran mayoria de secuencias aminoacidicas
de Cc eucariotas [25,83], por lo que su sulfoxidacion y los efectos funcionales asociados

podrian darse en otros organismos.

La sulfoxidacién de Met80 provoca un cambio conformacional en el Cc por el que pierde
el ambiente hidrofdbico propio del bolsillo donde se aloja el HEC (Figura 3B) [84]. Tal

ambiente es necesario para el mantenimiento de un RP adecuado para que el Cc actue
como EC [84]. De hecho, se compararon los valores de RP del Cc WT y el Cc sulfoxidado
en Met80 y se aprecié una disminucion de 76 mV en el valor de RP de la proteina
sulfoxidada [84]. Tal disminucion en el RP impediria al Cc actuar en la OXPHOS,
teniendo por tanto un efecto deletéreo sobre el metabolismo energético [27].

4.6 Homocisteinilacion

La homocisteinilacion del Cc consiste en la union de residuos de homocisteina (HC) a los

grupos amino de residuos de lisina mediante enlaces amida [27]. Esta PTM surge como
consecuencia de niveles elevados de HC en sangre [85]. Tal situacion es patologica

(hiperhomocisteinemia) y guarda relacion con enfermedades de tipo cardiovascular [85].

Se han descrito los residuos Lys8/Lys13, Lys86/Lys87, Lys99 y Lys100 del Cc (Figura

9B) aislado de corazon equino como susceptibles de ser afectados por esta PTM in vitro
[86].
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Lys100

Figura 9. Estructura tridimensional del citocromo ¢ (Cc) humano (PDB: 2N9l) sefialando los residuos diana de

modificaciones postraduccionales (PTMs) que regulan su funcionalidad en el metabolismo energético. El grupo hemo

¢ (HEC) aparece coloreado en gris. Los diferentes residuos diana se indican en distintos colores dependiendo de la
PTM que les afecte. Asimismo, Se representan las cadenas laterales de los residuos afectados. A) Residuos susceptibles
de ser modificados por fosforilacion, nitracién o acetilacion. Los residuos fosforilables [55,57,58,61,62] se representan
en magenta (Thr28, Serd7, Tyrd8 y Tyr97), los nitrables [64] en azul (Tyr67 y Tyr74) y los acetilables [71,73] en

amarillo (Lys8 y Lys53). El residuo fosforilable Thr58 no aparece representado puesto que dicha posicion corresponde
a un residuo de isoleucina en humanos. B) Residuos sujetos a glicacion, sulfoxidacién y homocisteinilacion. Los

residuos glicables [76,81] aparecen en morado (Lys72, Lys88 y Arg91), el residuo sulfoxidable Met80 [82] en verde y
los homocisteinilables [86] en cian (Lys8/Lys13, Lys86, Lys99 y Lys100). El residuo Lys87 (en verde oscuro) puede
ser modificado por glicacion o por homocisteinilacion [81,86]. Iméagenes elaboradas en UCSF Chimera [6]. PDB:
Protein Data Bank.

La homocisteinilacién del Cc provoca cambios en la estructura secundaria del Cc,
disminuyendo la fraccion de hélices o [86]. Tales cambios exponen al solvente algunos
grupos tiol [87]. La oxidacién espontanea de los mismos da lugar al establecimiento de
enlaces disulfuro intermoleculares, conduciendo a la multimerizacién de monémeros de

Cc [87]. Esta situacion conlleva un proceso de agregacion [27] que podria abolir la

funcionalidad del Cc [80], y por consiguiente, su papel crucial en la OXPHOS.

Por otra parte, dado que la homocisteinilacion del Cc afecta a sus residuos de lisina

[27,86], y que los mismos median las interacciones de la hemoproteina con Clll y CIV

[11], se ha propuesto que esta PTM podria afectar al papel del Cc como EC en la ETC
[27]. El efecto esperado sobre dicho papel seria negativo, pues la incorporacion de HC a
residuos de lisina disminuye la carga superficial positiva del Cc, al ser la HC menos basica

que la lisina [27]. Dado que el Cc depende de su carga superficial positiva para llevar a

cabo ETs en MSCs (al estar cargadas negativamente las superficies de Clll y CIV) [11],

una carga superficial menos positiva podria comprometer dicha capacidad.
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5 Conclusiones y perspectivas futuras

Como hemos podido apreciar, si bien el Cc es conocido principalmente por su funcién
homeostatica como EC en la ETC, no esta limitado a dicha funcién. De hecho, juega un
papel crucial en la ejecucion de la apoptosis mediante la via intrinseca y se ha sugerido
en afios recientes que podria estar involucrado asimismo en la DD. Ademas, se ha
propuesto que el Cc podria estar implicado en la estabilidad estructural de diferentes MCs
y, curiosamente, también en la de los MSCs. El rol del Cc en los MSCs podria no ser
Unicamente estructural, sino también funcional. Este Ultimo aspecto resulta
particularmente interesante, pues el rol fisiol6gico de los MSCs es un asunto intensamente

debatido en tiempos recientes.

La ET a larga distancia entre el Cc y los MCs Clll 'y CIV permite un mayor dinamismo
en el proceso de ET en la ETC comparado con la ET entre proteinas redox mediante
contacto fisico. ElI hecho de que los mecanismos de ET entre el Cc y los MCs
mencionados pueden involucrar o no interacciones fisicas contrasta con la visién clasica
de la ET interproteica, que inicamente contempla que dicho proceso tiene lugar mediante
contactos fisicos entre las proteinas interactoras. A su vez, el papel del Cc en el
metabolismo energético se encuentra estrictamente regulado por diferentes PTMs, que

alteran la estructura y, consecuentemente, la funcion de la hemoproteina.

Actualmente queda por dilucidar el papel del Cc en la estabilidad de los MCs y los MSCs.
Asimismo, quedan por identificar las moléculas responsables de la mejora observada en
el proceso de ET a larga distancia. Por otra parte, actualmente existen lineas de
investigacion que exploran la posibilidad de emplear el Cc modificado
postraduccionalmente como posible terapia molecular de cara al tratamiento de diferentes
patologias (como cancer o enfermedades cardiovasculares) y seria muy interesante
incentivarlas. En este sentido, una mejor comprension sobre la funcionalidad del Cc
modificado postraduccionalmente en el marco de dichas enfermedades podria ofrecer en

un futuro terapias prometedoras de cara al tratamiento de las mismas.
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