El pirofosfato inorganico, metabolito clave
de una bioenergetica sostenible bajo
condiciones cronicas de estrés en
procariotas, protistas y vegetales

| fésforo no sélo es un componente estructural esencial

de diversas macromoléculas bioldgicas (acidos nucleicos,
fosfolipidos), sino que ademds juega un papel esencial en la
bioenergética celular. Es asimilado por los organismos vivos
en su forma mds oxidada de ortofosfato (PO 43'), pero, a dife-
rencia de los otros bioelementos primordiales, su asimilacién
no conlleva reduccidn sino energetizacion a metafosfato
(~PO?), siendo el enlace pirofosfato (P-O-P) asi generado la
forma de energia quimica de enlace utilizada por todos los
organismos vivos. Nuestro grupo estudia con un enfoque
multidisciplinar (bioquimica, genética molecular y fisiologia)
los sistemas enzimaticos implicados en estos procesos, espe-
cialmente los basados en el pirofosfato inorganico (PPi), una
sencilla molécula rica en energia al igual que el ATP y consi-
derado su precursor en la evolucién bioenergética, y en los
polifosfatos. El PPi es un componente celular que se genera
en muchas reacciones anabdlicas de biosintesis de metabo-
litos y polimeros. Su hidrdlisis es esencial para que esas reac-
ciones discurran en la direccion correcta y se regenere el Pi
necesario para las reacciones de fosforilacién. Descubierto
como componente celular por Severo Ochoa durante su
estancia en el laboratorio de los Cori (San Louis, EE.UU.) en
la década de 1940, el PPi constituye una encrucijada meta-
bdlica unica al producirse en unas 250 reacciones bioquimi-
cas, muchas de ellas esenciales para la vida. Por tanto, la
hidrdlisis del PPi es una reaccién bioquimica universal que
se ha mantenido a lo largo de la evolucidn, aunque las pro-
tefnas enzimaticas que la catalizan (pirofosfatasas inorga-
nicas, PPasas, EC 3.6.1.1) pertenecen a distintos tipos que
difieren en su secuencia de aminodcidos y estructura, asf
CcOmo en su mecanismo catalitico.

El PPi, como compuesto rico en energia intrinsecamente
generado en el anabolismo, puede sustituir al ATP en la bioe-
nergética celular. Evidencias recientes indican que un nume-
ro creciente de organismos (muchos procariotas y protistas,
y todo el linaje evolutivo fotosintético) serian capaces de
desarrollar bajo condiciones crdnicas de estrés una bioener-
gética sostenible en la que el PPi, un sustrato abundante y
“barato” parala célula, y las sencillas PPasas de membrana
jugarian un papel clave. Sin embargo, tras casi 30 afios desde
laidentificacidn de la primera PPasa translocadora de H* en
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el tonoplasto de plantas, su aparente redundancia funcional
con la V-ATPasa en las endomembranas de eucariotas y,
sobre todo, el reciente descubrimiento de PPasas translo-
cadoras de sodio (Na*-PPasa) en ciertos procariotas indican
que la bioenergética del PPi tiene todavia mdiltiples facetas
por revelar. Los estudios llevados a cabo por nuestro grupo
tratan de clarificar el papel fisioldgico del PPi como “moneda
energética” y su posible valor adaptativo frente a condicio-
nes de estrés, asi como las implicaciones biotecnoldgicas en
relacién con algunos de los graves problemas, como la sali-
nizacion, que amenazan un desarrollo agricola sostenible.
Las PPasas se clasifican en dos tipos principales: piro-
fosfatasas solubles (sPPasas), que hidrolizan PPi con gene-
racion de calor Unicamente, y las pirofosfatasas de mem-
brana translocadoras de iones (principalmente de protones,
H*-PPasas) que generan gradientes electroquimicos trans-
membranales, y son las bombas primarias de iones mas sen-
cillas estructuralmente hasta ahora descritas. En 1997, nues-
tro grupo inicid una linea de investigacion sobre las PPasas
de microorganismos fotosintéticos centrdndose en aspec-
tos estructurales, funcionales y evolutivos, la cual ha gene-
rado seis Tesis Doctorales (2001-2011), y una serie de publi-
caciones y presentaciones invitadas en reuniones cientificas
(1997-2011). Asi, demostramos que la H*-PPasa, la proteina
clave en la bioenergética del PPi, no sélo estd presente en
todos los linajes evolutivos de organismos fotosintéticos -
desde las primitivas bacterias anoxigénicas hasta las plantas
superiores, pasando por los diversos grupos de microalgas-
sino también en procariotas y protistas heterétrofos muy
diversos, tanto parasitos como de vida libre. Ello indicaria
que la capacidad de usar el PPi como compuesto util en la
bioenergética celular estd mucho mas extendida de lo que
se pensaba. Mediante una estrategia de genémica funcional
comparada, nuestro grupo consiguid por vez primera la
complementacidn funcional de la sPPasa citosdlica de leva-
dura por diversas H*-PPasas de bacterias, protistas y plan-
tas, lograndose asi reconstruir en un organismo heterétrofo
el escenario metabdlico relativo a la bioenergética del PPi
propio de eucariotas fotosintéticos (véase esquema). Este
estudio merecié ser publicado en los Proceedings of the
National Academic of Sciences de EE.UU. Actualmente se
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Escenarios metabdlicos en relacion con la hidrélisis del PPi generado en el citosol de una célula vegetal fotosintética
(p.e. microalga) (izquierda) y una célula fungica/animal (derecha). Todos los compartimentos subcelulares donde se
genera PPi poseen PPasas. Obsérvese que la célula vegetal carece de sPPasa citosdlica, cuya funcion la realizan (con
aprovechamiento energético) la H+-PPasa de la membrana vacuo-lisosomal y ciertas enzimas glicoliticas (no represen-
tadas), pero posee en sus dos tipos de organelos energéticos, cloroplastos y mitocondrias, dos sPPasas Familia | especificas
(Gémez Garcia y col. 2006). Por el contrario, los hongos y animales poseen una sPPasa citosélica y otra isoforma mito-
condrial muy similares, ambas de la Familia I. La localizacién nuclear de una sPPasa parece ser cierta en ambos escenarios
y es objeto de estudio en la actualidad. Un escenario parecido al descrito para los eucariotas fotosintéticos se podria dar
en diversos protistas heteroétrofos, algunos de ellos parasitos y con plastidos residuales (apicomplejos).

estd utilizando este sistema para estudios de gendmica fun-
cional con PPasas de diverso origen, tanto solubles como
de membrana.

Las sPPasas Familia | de eucariotas fotosintéticos, tanto
microalgas como plantas, se localizan sélo en organulos celu-
lares. Nuestro grupo caracterizd bioquimicamente por vez
primera una sPPasa monomeérica plastidica y esclarecid su
filogenia molecular (estrechamente relacionada con sus
ortdlogos citosdlicos de hongos/animales). Sobre esta base,
planteamos una sustitucién funcional muy temprana en la
historia evolutiva de los plastidos, de la sPPasa cianobacte-
riana ancestral por suhomdloga de la célula eucaridtica hos-
pedadora. Las sPPasas de eucariotas fotosintéticos son las
Unicas sPPasas monoméricas funcionales descritas. Asimis-
mo, demostramos mediante la inactivacion de genes (muta-
génesis insercional, RNAi) que la sPPasa citosdlica es una
enzima esencial en levadura, células animales y diversos pro-
cariotas fotosintéticos, mientras que en microalgas su defi-
ciencia sélo afecta la funcionalidad del organulo correspon-
diente. Por otra parte, identificamos en protistas patdgenos
(tripanosomatidos, etc.) nuevas sPPasas organelares con
propiedades cataliticas inusuales (colaboracién con el Insti-
tuto de Parasitologia y Biomedicina del CSIC). La posible
regulacion coordinada de sPPasas y H'-PPasas en organismos
que tienen ambos tipos de PPasas no homdlogas (todas las
plantas, y numerosos protistas y procariotas), es un tema
de graninterés para nuestro grupo. Otro temarelevante es
el significado fisioldgico de la sPPasa nuclear y su posible
interaccién con complejos proteicos nucleares, ya que en

Drosophila se ha descrito como subunidad NURF-38 del com-
plejo remodelador de la cromatina.

La H*-PPasa es un homodimero con subunidades de 70
kDa, por lo que su gran simplicidad estructural en compara-
cién con las complejas ATPasas la puede hacer de gran uti-
lidad para esclarecer el mecanismo bdsico de la transduccién
de energia por los sistemas bioquimicos. Nuestro grupo
obtuvo, en colaboracién con grupos de Dinamarca y Francia,
la primera evidencia directa (obtenida por TEM y “Single-
Particle Andlisis”) de que la H*-PPasa es un homodimero.
Actualmente se estan desarrollando colaboraciones con gru-
pos de Dinamarca y Reino Unido para obtener informacion
estructural precisa (tomografia molecular, cristales 2D y 3D)
sobre diversas H*-PPasas microbianas y vegetales que con-
duzca a determinacidn de su estructura molecular. La amplia
distribucién de H*-PPasas en microorganismos fotosintéticos
y heterotrofos diversos - bacterias fotosintéticas anoxigé-
nicas, bacterias y arqueas extremdfilas primitivas, protistas
fotosintéticos con pldstidos ancestrales (cianelos), o protis-
tas parasitos de caracter arcaico (apicomplejos y tripanoso-
matidos)- es una cuestion sobre la que nuestro grupo ha tra-
bajado activamente, habiéndola presentado como evidencia
de una bioenergética ancestral mantenida en el presente
por organismos sometidos frecuentemente a situaciones
de estrés (nutricional, bidtico, etc). En este sentido, diversos
resultados obtenidos por nuestro grupo con bacterias pur-
puras fotosintéticas apoyan claramente la existencia de una
bioenergética de estrés basada en el PPi en la que la H*-PPasa
jugaria un papel clave.
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Grupo de Investigacion Bioenergeética

del Fosfato

| Grupo “Bioenergética del Fosfato” es desde 1997 un

Grupo de Investigacion consolidado (BIO-261) de los
sucesivos Planes Andaluces de Investigacién, Desarrollo
e Innovacion, asi como una unidad estructural del Insti-
tuto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis, Centro Mixto
del CSICy la Universidad de Sevilla. Centra sus lineas de
investigacién en los mecanismos bioldgicos de transduc-
cién de energia usando como sistemas de estudio tanto
proteinas enzimaticas solubles como proteinas integrales
de membrana translocadoras de iones, asi como com-
plejos multiproteicos implicados en fotosintesis. Promo-
vido inicialmente por el Profesor Manuel Losada (Premio
Principe de Asturias de Investigacion Cientifica y Técnica
1995; jubilado en 2006), ha sido dirigido desde sus
comienzos por el Dr. Aurelio Serrano, Investigador Cien-
tifico del CSIC. Esta formado por personal perteneciente
al CSICy la Universidad de Sevilla: investigadores, profe-
sores, becarios predoctorales y personal técnico. Desde

Miembros del Grupo de Investigacién Bioenergética
del Fosfato en 2010. De izquierda a derecha: Isabel
Jiménez (personal técnico), José R. Pértez-Castifeira,
Aurelio Serrano, Gloria Serrano-Bueno, Rosana Herrera,
Ilham Mardad (becaria AECID) y Agustin Hernandez.

su inicio, la labor investigadora del grupo ha sido financiada por los sucesivos Planes Nacionales de |I+D+iy Programas
de Proyectos de Investigacién de la Junta de Andalucia, asi como por diversos Proyectos de Cooperacion Interna-
cional europeos, nacionales y autonémicos. Las lineas de investigacion se desarrollan con un enfoque multidisciplinar
y estan en gran medida relacionadas con el fosfato como compuesto clave en bioenergética. La labor investigadora
del grupo en este area fue reconocida internacionalmente con la organizacién en 2001 del 2nd International Meeting
on Inorganic Pyrophosphatases, que tuvo lugar en el CIC-Cartuja de Sevilla, con la participacién de los mas destacados
expertos sobre esta temdtica procedentes de Europa, Norteamérica y Japon, y de cuyo Comité Organizador fue
Presidente el Dr. Serrano y Presidente Honorario el Profesor Losada. Desde entonces ha aumentado la visibilidad
internacional del grupo, y se han establecido un nimero creciente de colaboraciones internacionales con grupos

de trabajo relevantes en este campo.

Las lineas de trabajo que se desarrollan actualmente van
dirigidas a esclarecer las relaciones estructura-funcién en
H*-PPasas, la optimizacion de su expresidn heterdloga en sis-
temas modelo mediante quimeras con diversos péptidos
sefial, y la realizacion de estudios de gendmica funcional con
sPPasas y H*-PPasas, con énfasis en su posible relacién con la
proliferacidn celulary tolerancia a estrés. El significado fisio-
|égico de las Na*-PPasas, una nueva clase de PPasas de mem-
brana, recientemente descubierta en procariotas de habitats
salinos, y su posible implicacién en tolerancia a salinidad, es
un tema de creciente interés para nuestro grupo. Ya que
estas Na*-PPasas procaridticas tienen homdlogos identifi-
cados por nuestro grupo en protistas fotosintéticos marinos
de diversos grupos filogenéticos, la generacidn de una fuerza
Na*-motriz a expensas del PPi podria ser un mecanismo de
transduccién de energfa comuin a microorganismos pro-y
eucaridticos. La validacion funcional de estas nuevas Na*-
PPasas eucaridticas, y su significado fisioldgico y posible ori-

gen evolutivo por transferencia génica horizontal, son actual-
mente objeto de estudio por nuestro grupo.

Finalmente, hay que resaltar el creciente interés del meta-
bolismo del PPiy las H*-PPasas en biomedicina: 1) los bifos-
fonatos son andlogos estructurales del PPi no hidrolizables
por las PPasas que se emplean en el tratamiento del cancer
y diversas enfermedades dseas, y 1) estudios recientes in-
dican que las H*-PPasas se encuentran en diversos protistas
parasitos, entre ellos los agentes causantes de enfermedades
epidémicas muy graves como la malaria y la enfermedad del
suefio. Los estudios sobre estas proteinas de membrana, en
particular la determinacidn de sus estructuras tridimensio-
nales, ayudardn de forma decisiva al disefio de farmacos efi-
caces contra estas enfermedades y, en este sentido, mante-
nemos colaboraciones con la Univ. de Copenhagen (DK) y el
Imperial College (RU) por un lado, y con la Universidad de
Athens (EE.UU.) y el Instituto de Parasitologia y Biomedicina
del CSIC por otro.
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