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RESUMEN

El poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial (mPTP) corresponde a un
canal transmembrana ubicado en la mitocondria. Esta estructura estd compuesta por tres
componentes principales: como el canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC), el
translocador de nucleétidos de adenina (ANT) y la ATP sintasa, teniendo como reguladores
a diferentes moléculas que interactlian con estos componentes estructurales. EI mPTP tiene
como funcion fisioldgica permitir el paso de ciertos elementos a través de las membranas de
las mitocondrias con el fin de mantener una homeostasis entre la matriz mitocondrial y el
citosol de la célula. Sin embargo, en condiciones fisiopatoldgicas, se produce la apertura
prolongada del poro inducido por elevadas concentraciones de calcio (Ca?*) o la produccion
de especies reactivas del oxigeno (ROS), permitiendo el paso descontrolado de moléculas e
iones, disminuyendo la permeabilidad mitocondrial y alterando el equilibrio de los medios
intramitocondrial y extramitocondrial. Esto conduce al proceso de muerte celular por via
apoptotica o necrotica. Este episodio de apertura no controlada del poro se presenta en ciertas
patologias como en la lesion por isquemia y reperfusion, enfermedades neurodegenerativas
como Alzheimer o enfermedad de Parkinson y también es evidenciado en células cancerosas,
contribuyendo a la progresion de cada una de estas patologias. En el presente trabajo, se
pretende discutir los potenciales componentes estructurales y reguladores del mPTP,
mostrando como participan en su composicion y control respectivamente, ademas, como

influye este poro en la generacion y desarrollo de diferentes patologias.

Palabras clave: Mitocondrias, poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial, Calcio,

especies reactivas del oxigeno, patologias.



INTRODUCCION

Actualmente, se tiene conocimiento del importante rol que juega la mitocondria en la
proporcién de energia para la actividad y supervivencia celular. Sin embargo, las
mitocondrias tienen también una importante participacion en el proceso de muerte celular
por necrosis, relacionada con un aumento en la permeabilidad mitocondrial, esto dado que
diversos factores que provocan la apertura del denominado poro de transicion de la
permeabilidad mitocondrial (mPTP). EI mPTP es un poro no especifico ubicado entre la
membrana externa y la membrana interna de la mitocondria, que conecta la matriz
mitocondrial con el citoplasma. Su funcion fisiologica en células sanas es ain desconocida,
sin embargo, se ha sugerido que podria proporcionar un mecanismo de eliminacion de
mitocondrias envejecidas en la célula sana mediante autofagia, debido a que estaran
expuestas a mayor estrés oxidativo, provocando la susceptibilidad a la apertura del poro. De

esta forma, esta eliminacion evita la proliferacién de mitocondrias dafiadas.

La estructura molecular exacta del poro sigue siendo incierta. Se conocen algunas
proteinas que estarian implicadas en su actividad, como lo es la ciclofilina-D (CypD), una
proteina de 18 kDa que acttiia como inhibidor de la apertura del MPTP mediante la union de
ciclosporina A (CsA). Otro componente que participa en la actividad del poro es el
translocador de nucleétidos de adenina (ANT) que es un poro cerrado el cual se puede
encontrar en dos conformaciones diferentes: estado “m” cuando el sitio de unién a sus
sustratos como ADP o ATP se encuentra orientado hacia la matriz de la membrana interna y
el estado “c” cuando el sitio de unidén a sus sustratos se encuentra orientado hacia el lado
citoplasmatico, determinando asi que aquellos ligandos que se unen a la conformacién o
estado “m” van a inhibir la apertura del poro de transicion de la permeabilidad mitocondriall,
mientras que aquellos ligandos que se unan a la conformacion “c”, van a provocar el suceso
contrario. Por ultimo, el tercer componente que tendria relacion con la actividad del mPTP,
corresponde al canal de aniones dependiente de voltaje (VDAC), el cual podria actuar como

sitio de acoplamiento citosélico en el espacio intermembrana mitocondrial citosélico para



proteinas como ANT, proteinas de la familia BCL-2 y otras. En conjunto, estas tres proteinas
son las de mayor alcance en cuanto a estudios clinicos. Sin embargo, no son las Unicas que
podrian estar implicadas en la estructura o regulacién del mPTP, se encuentran también

involucrados el receptor periférico de benzodiacepinas (PDBR) v la ciclofilina D.

La apertura prolongada del poro ocurre de manera patolégica provocando la
disminucién del potencial de membrana mitocondrial (‘¥) y se dice que marca el punto de no
retorno en la muerte celular. Esto, debido a que una vez activado, va a permitir el paso poco
selectivo de moléculas de tamafio pequefio (<1500 Da) y agua a traves de la membrana
mitocondrial interna, provocando un aumento del volumen de la mitocondria o también
denominado hinchazon mitocondrial, provocandose asi una disminucion en la produccion de
ATP como efecto secundario a la despolarizacion de la membrana, ya que se estara ocupando
para lograr mantener el potencial de membrana. Una vez que aquellas mitocondrias dafiadas
que estan hidrolizando el ATP sobrepasan en cantidad a las mitocondrias que se encuentran
normales y por tanto, con capacidad de sintetizar ATP, se generara una deficiencia para la
célula de esta molécula energética, a tal punto que se veran afectadas las funciones celulares,
incluyendo la homeostasis ionica, lo que provocara una acumulacion excesiva de calcio (Ca
*2) que afectara a aquellas mitocondrias normales restantes, debido a la estimulacion de la

apertura del mPTP, llevando asi a la muerte celular.

Esta revision bibliografica tiene como propdsito estudiar y comparar las principales
teorias sobre los componentes estructurales del mPTP, conociendo ademas sus inhibidores y
reguladores que influyen en el funcionamiento del poro. Adicionalmente, se realizara una
busqueda de las consecuencias de la apertura prolongada de esta estructura y su participacion
en diferentes patologias, especificamente a nivel cardiaco, ya que se cree que el mPTP juega
un importante papel en las enfermedades cardiovasculares, tales como la isquemia e

insuficiencia cardiaca.



OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

1.1 Comprender a través de una revision de literatura reciente y emergente, los
modelos propuestos para la estructura molecular del poro de transicién de la
permeabilidad mitocondrial (mPTP), sus reguladores, inhibidores y patologias

asociadas.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1 Investigar y conocer los componentes de la estructura mPTP, sus funciones e

importancia de cada uno.

2.2 Analizar las teorias mas recientes acerca de la regulacion molecular del mPTP.

2.3 Comprender el funcionamiento fisioldgico y fisiopatoldgico del mPTP ademas de

du participacion en patologias.



METODOLOGIA DE BUSQUEDA Y ORGANIZACION DE LA
INFORMACION

Como herramienta principal, se utilizara Pubmed y Scielo para la busqueda de
informacidn cientifica referente al tema. Las revistas de preferencia, seran aquellas que se
encuentren en las bases de datos mencionados anteriormente. Los afios en los que se basara
la busqueda preferentemente, son desde el afio 2010 hasta el presente, sin embargo, no se
descartaran articulos de afios anteriores que puedan ser un aporte importante en la revision
bibliografica, incluyendo aquellas investigaciones que hacen alusion a los primeros y
principales descubrimientos sobre el tema. En cuanto a las palabras clave usadas para la
busqueda de informacion, las principales frases que se utilizaran para la realizacion de la
busqueda seran en idioma inglés: “Mitochondrial permeability transition pore structure”,
“adenine nucleotide translocator”, “transition pore regulators of mitochondrial permeability”,
“Transition pore components of mitochondrial permeability”, “Hexokinase”, “mitochondrial
calcium and mitochondrial permeability transition pore”, “reactive oxygen species and

mitochondria”.

En cuando a la organizacién de la informacion que se buscara, esta serd organizada
de manera cronologica, desde las generalidades hasta lo mas especifico, iniciando por lo que
corresponde a generalidades y estructura de la mitocondria, que es el organulo en el cual se
encuentra la estructura a investigar. Luego se procedera a la introduccion del tema principal
que corresponde a generalidades y caracteristicas del poro de transicion de la permeabilidad
mitocondrial (mPTP), para posteriormente, llevar a cabo el objetivo principal de la revision
bibliogréafica, que trata sobre la estructura, reguladores, inhibidores y patologias asociadas a

esta.
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MARCO TEORICO

1. GENERALIDADES

1.1. Generalidades de la mitocondria

Las mitocondrias son estructuras presentes en la gran mayoria de las células
eucariotas. Su descubrimiento fue realizado durante los afios 1880-1888 por el botanico de
nacionalidad suiza Kolliker, quien denominé sarcosomas a unos granulos que diviso en las
células de insectos. Sin embargo, fue Carl Benda quien en 1889 le otorgd el nombre de
mitocondria a las estructuras brillantes que observo presentes en la célula, al ser tefiidas con
cristal violeta y alizarina (1). Sin embargo, la comprension de su funcidn no se dio hasta el
afio 1948, donde se realizé el aislamiento de mitocondrias intactas y purificadas a partir de

células del higado (2).

La teoria actual sobre el origen de la mitocondria, la llamada teoria endosimbidtica,
indica que estas evolucionaron a partir de una alfa-proteobacteria endosimbidtica, la que
habitaba dentro de una célula hospedera que provenia del linaje de otro grupo bacteriano, las
arqueas. Si bien, el momento en el cual sucedi6 la endosimbiosis de la protobacteria es
incierto, se cree que esto ocurrid antes del primer y del Ultimo ancestro comun eucariota. La
teoria endosimbidtica indica que se produjo una union entre la célula procariota inicialmente
fagocitada, la cual cumplia la funcion de proporcionar ATP y la célula hospedera que
otorgaba un medio estable y rico en nutrientes para ser habitado. Es asi, como la célula

fagocitada termin6 formando parte del organismo mayor, denominandose mitocondria (3).
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Gracias al avance de la tecnologia, se ha logrado evidenciar la evolucién del
comportamiento de la mitocondria para lograr la transmisidn critica de su genoma y con ello,

responder las necesidades energéticas de la célula.

1.2. Estructura de la mitocondria

El tamafio de las mitocondrias varia entre 0,1 y 0,5 um de diametro y una longitud de
hasta 7 um (4). La morfologia de las mitocondrias es cambiante: se pueden organizar
formando una red junto a otras mitocondrias o también pueden estar distribuidas en forma
individual (5). Independiente de esto, las mitocondrias estan constituidas por una membrana

externa, membrana interna, espacio intermembrana y matriz mitocondrial.
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Fig. 1. Estructura mitocondrial. A) Imagen de la mitocondria vista por microscopia
electronica, ampliada en C). B) Representacion esquematica de la estructura mitocondrial
donde se observa la membrana mitocondrial interna (MIM), membrana mitocondrial externa
(MOM) vy el espacio intermembrana (IMS). C) Ampliacion de la imagen mostrada en A)
observandose el limite interno de la membrana (IBM), cruce de crestas (CJ) y las crestas en
la membrana (CM). D) Representacion esquematica de las crestas y membranas. Tomado de
(Bulthuis, 2019) (6).

La membrana mitocondrial externa corresponde a una bicapa lipidica, altamente
permeable a iones, metabolitos y polipéptidos. Permite el paso de moléculas a través de sus
canales anionicos dependiente de voltaje (VDAC) de hasta 10 kDa y un diametro de
aproximadamente 2nm. Dentro de su composicion quimica, contiene un 40% de lipidos y un

60% de proteinas, tales como quinasas, porinas, entre otras (7).
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La membrana mitocondrial interna tiene una composicion especializada, formada por
crestas orientadas hacia la matriz mitocondrial que permiten el aumento de la superficie total.
Es una membrana impermeable, debido a la alta cantidad de cardiolipina, bombas y
transportadores especificos, los que van a permitir el paso de metabolitos hacia el interior y
viceversa (5) como, por ejemplo, oxigeno, agua, ADP, ATP, &cidos grasos y &cido piravico

().

El espacio intermembrana en su interior contiene un liquido similar al presente en el
citoplasma. Ademas, contiene una alta cantidad de protones como resultado de la actividad
de la cadena respiratoria (1). Su grosor va a depender de la actividad que posea la
mitocondria, es decir, entre mas actividad presente la mitocondria, mas grueso va a ser el
espacio intermembrana. En este espacio también se encuentra presente la carnitina, que
corresponde a un aminoacido no proteico que participa en el transporte de acidos grasos

desde el citosol hacia la matriz mitocondrial para su posterior oxidacion (p-oxidacion).

La matriz mitocondrial contiene varios iones, los sustratos para el metabolismo
oxidativo, ADN y ARN mitocondriales, ademas de numerosas enzimas que participan en las
rutas metabdlicas realizadas en las mitocondrias, que son esenciales para la obtencion de

energia como la B-oxidacion de &cidos grasos y el ciclo de Krebs.

Las membranas mitocondriales poseen una baja cantidad de acido fosfatidico,
esfingomielinas, fosfatidilserina y glucolipidos, los que se encuentran abundantemente en las
membranas de las células eucariontes. Sin embargo, posee una alta cantidad de
fosfatidilcolina, cardiolipinas y fosfatidilinositol, lo que les da una semejanza a las

membranas de ciertas bacterias (4).
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1.3. Funciones de la mitocondria.

La principal funcién de la mitocondria es la produccién de ATP, por lo que es esencial
para la vida de la célula animal eucarionte, aunque no es su unico rol. Este organulo también
regula la homeostasis del Ca?* citoplasmatico, participa en el crecimiento y desarrollo
celular, ademas de regular el ciclo de Krebs, el metabolismo de la urea, &cidos grasos,
regulacién del balance i6nico, y también media el proceso de apoptosis y muerte celular (8).

Aproximadamente el 90% del ATP sintetizado en la mayor parte de las células
animales proviene de las mitocondrias (7), mientras que el resto es producido por el proceso
de glucolisis en condiciones anaerobicas. Este proceso de formacion de ATP consta de dos
partes: la primera va a corresponder al proceso de glucoélisis que ocurre a nivel del citosol,
para luego dar paso al proceso de respiracion celular, compuesta por el ciclo de Krebs y la

cadena transportadora de electrones, procesos que son realizados en la mitocondria.

En la mitocondria ocurre ademas la formacion de ciertos lipidos como el &cido
lisofosfatidico, con el cual se sintetizan posteriormente triacilgliceroles, acido fosfatidico y
fosfatidilglicerol, que es necesario para la formacidn de fosfatidil etanolamina y cardiolipina,

constituyente a su vez, de la membrana mitocondrial.

La mitocondria también se ve involucrada en el proceso de muerte celular, lo que se
puede evidenciar de diferentes formas: autofagia, paraptosis, necrosis, apoptosis, entre otras
(4). Algunas de estas formas se relacionan con la mitocondria, debido al denominado poro
de transicion de la permeabilidad mitocondrial (mPTP), que es un canal especifico de la
mitocondria que por efecto de su apertura prolongada, provoca un aumento de la

permeabilidad y desbalance osmotico que va a generar un efecto de “hinchazén” de la
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mitocondria junto con la liberacion de diferentes factores de la muerte celular como lo son el
citocromo C, procaspasas 2, 3, 4 y el factor iniciador de apoptosis (9), que van a inducir el
proceso de apoptosis de la célula eucarionte.

1.4. Generalidades del poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial (mPTP)

Los estudios de Haworth y Hunter evidenciaron la existencia de este poro en el afio
1979, a través de un estudio donde se mostré que las mitocondrias energizadas en presencia
de altas concentraciones de Ca?" sufren una hinchazon masiva, relacionandolo con una
alteracion de la permeabilidad mitocondrial (10). Luego M. Crompton en el afio 1987 mostro
evidencia de la presencia de un poro dependiente de Ca?* que se abre por exposicion a agentes
oxidantes (11). Este canal fue reconocido como el poro de transicion de permeabilidad
mitocondrial (mPTP), el cual ha sido extensamente estudiado en los afios posteriores, por su

aparente contribucion en la muerte celular.

El mPTP se encuentra localizado entre las membranas internas y externas de la
mitocondria, comunicando el citoplasma directamente con la matriz mitocondrial.
Corresponde a un canal especifico que una vez activado, va a permitir el paso no selectivo
de moléculas de tamafio inferior a 1,5 kDa y que puede llegar a tener un didmetro aproximado
de 3nm (12).
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1.5. Funcién del mPTP

El rol del mPTP en las células sanas ain no ha sido completamente definido. Se cree
que la apertura transitoria de este poro contribuye a la regulacion del paso de ciertos
compuestos de tamafio mayor a 1,5 kDa, con el fin de mantener la homeostasis ionica (13).
Ademas, se especula que el poro regularia la eliminacion de mitocondrias envejecidas,
proceso denominado autofagia, ya que a medida que envejecen, estdn sometidas a mayor
dafio oxidativo, lo que va a provocar la apertura de este poro, que a su vez va a permitir el
paso descontrolado de moléculas de tamafio inferior a 1,5 kDa, que van a arrastrar el agua al
interior de la mitocondria, provocando el proceso denominado “hinchazén” del organulo
dado por el aumento de volumen en su interior. De esta manera, las células eliminan las
mitocondrias envejecidas o no funcionales y las van a ir reemplazando por mitocondrias

jovenes y funcionales (14).

En condiciones patoldgicas, la apertura prolongada del mPTP por exposicion a estrés
oxidativo o la presencia de altas concentraciones de Ca?* citoplasmatico, van a provocar un
dafio irreversible en las mitocondrias, las que van a dejar de ser funcionales, provocando a
su vez, una disminucion marcada en la produccion de ATP de la célula, llevando asi al

proceso de muerte celular por necrosis.

1.6. Consecuencias de la apertura del poro

Una de las consecuencias de la apertura prolongada del mPTP es la despolarizacion
de la membrana mitocondrial interna debido al paso descontrolado de protones a través del
poro, lo que provoca un aumento de la permeabilidad de la membrana interna para permitir

el paso de moléculas de hasta 1,5 kDa. Este cambio repentino de la permeabilidad se

17



denomina transicion de la permeabilidad mitocondrial (PTM) (14). Este paso descontrolado
de iones y osmolitos de bajo peso molecular, va a producir un equilibrio de estos, sin
embargo, se genera un cambio en la concentracion de proteinas, siendo de mayor
concentracion en la matriz que en el espacio intermembrana y citosol. Esto va a provocar un
aumento en la presién coloidosmética, lo que trae como consecuencia la entrada excesiva de
moléculas de agua a la matriz mitocondrial, provocando un aumento considerable de
volumen de la mitocondria y posteriormente su ruptura (15). Otra consecuencia de la apertura
de este poro es el desacople en el proceso de fosforilacion oxidativa, dado por el paso
descontrolado de protones, provocando una disminucion de su gradiente, reduciendo la
produccién de ATP e incluso activando su hidrolisis, teniendo como consecuencia una falta

de esta molécula energética en la célula, conduciendo a la muerte (13).

18



2. ESTRUCTURA DEL PORO DE TRANSICION DE LA PERMEABILIDAD
MITOCONDRIAL

2.1. Componentes del poro

Hasta el dia de hoy, la estructura del mPTP sigue siendo incierta. Sin embargo, se
consideran a las proteinas VDAC, ANT y la ATP sintasa como elementos centrales del
complejo. Asimismo, el extendido estudio de los componentes del mPTP, han demostrado
que ANT, PiC y CypD podrian tener funciones de regulacion del poro (16), mientras que
proteinas inductoras de la apoptosis como BH3 Bax/Bak se posicionan en la membrana
externa, participando en la inflamacion y ruptura de la estructura mitocondrial una vez

desencadenado el efecto de la apertura del poro (Figura 2).

Membrana
mitocondrial o)
externa 1 - G (Y .

vvvvvvvvvvvvvvv

uuuuuuuuuuuuuuu

I Espacio
intermembrana

] {1
Membrana \ |2 ‘J- i
mitocondrial B l@r
Interna y

ATP sintasa

Mitocondria

Fig. 2. Estructura hipotética del mPTP. Se pueden observar los diferentes componentes del
mPTP como el canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC), el translocador de nucleétidos
de adenina (ANT), la ATP sintasa y diferentes moléculas que pueden actuar en su regulacion,
como la proteina translocadora (TSPO), ciclofilina D (CypD) hexoquinasa Il (HKII),
proteinas Bax y Bak, etc. Elaboracién propia, Vasquez B, 2021.
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2.2 Translocador de nucleétidos de adenina (ANT)

2.2.1 Estructura del translocador de nucle6tidos de adenina

El translocador de nucle6tidos de adenina (ANT) corresponde a una de las proteinas
mas abundantes de la membrana interna mitocondrial. Presenta un peso molecular de
aproximadamente 30 kDa y su secuencia primaria contiene un dominio de 100 aminoéacidos
en triplicado, donde cada uno de estos esta conformado por dos segmentos terminales

denominados extremos N- y C- que estaran situados hacia el espacio intermembrana (17).

Inicialmente, se pensaba que la estructura de ANT estaba conformada por
homodimeros, sin embargo, esta teoria fue descartada debido a que se demostro que la
estructura del ANT esta compuesto por seis a-hélices transmembrana en vez de doce a-
hélices como se esperaba (18). Estas hélices se van a agrupar y otorgar una forma de cono a
la estructura del ANT, con una profundidad de 30 A y un diametro de 20 A. Como se puede
apreciar en la figura 3a, las hélices impares van a presentar una desviacion o torsion debido
a la presencia de residuos de prolina, la cual induce quiebres en las estructuras proteicas
secundarias. Ubicados hacia la matriz mitocondrial se encuentran estructuras denominadas
hélices superficiales como lo son h12, h34 y h56, que van actuar como conectores de los
pares de hélices que van a estar posicionados en forma paralela a la membrana interna
mitocondrial (19). Adicionalmente, las hélices comprenden diferentes segmentos, como, por
ejemplo: 4-37 (H1), 53-64 (h12), 73-99 (H2), 108-142 (H3), 156-167 (h34), 176-199 (H4),
209- 238 (H5), 253-264 (H56) y 273-290 (H6). En la figura 3b, se muestra la estructura vista
lateralmente con el extremo N- terminal de color azul, mientras que el extremo C- terminal
se encuentra identificado con un color rojo. La figura 3c y 3d muestran la estructura del ANT

vista desde el interior y exterior, respectivamente (20).
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Qutside

N-ter c1 c2 C-ter
Inner
membrane

Inside M1 M2 M3

From inside

Fig. 3. Estructura del ANT. H: hélices transmembrana, h: hélices de superficie, C: loops
espaciales intermembrana y M: loops de la matriz. a) estructura general de ANT, donde se
pueden observar torsiones por la presencia de residuos de prolina. b) estructura de ANT vista
lateralmente. c) estructura de ANT vista desde el interior. d) estructura de ANT vista desde
el exterior. Tomado de (Pebay-Peyroula, 2003) (21).

21



2.2.2 Gen6dmica e isoformas de ANT

Los genes que codifican para ANT se incluyen dentro de la familia SLC25 que
corresponden a transportadores mitocondriales, la gran mayoria distribuidos en la membrana
mitocondrial interna. La funcion de los transportadores pertenecientes a esta familia, es
proporcionar un medio de comunicacion entre el citosol y la mitocondria, para permitir el
paso de moléculas de distinta naturaleza provenientes desde el citoplasma hacia la matriz
mitocondrial y viceversa, proceso que es importante para la realizacién de diversos procesos
fisiologicos como son la gluconeogénesis, lipogénesis, degradacion de aminoacidos, etc. y
ademas para el equilibrio entre el medio extra e intramitocondrial (21). Los genes de esta
familia se distribuyen de manera uniforme en los cromosomas, pero tienen grandes
diferencias en su tamafio y organizacion, teniendo tamafos gendmicos variables entre los
118-65.456 pb, conteniendo de 1 a 18 exones (22). Un punto importante que permite
reconocer y diferenciar a los miembros de la familia de genes SCL25 es su estructura comun,
ya que todos los miembros de la familia de transportadores mitocondriales a pesar de tener
sustratos de diferente naturaleza, tienen una estructura idéntica que consta de seis a-hélices
que atraviesan la membrana mitocondrial interna y loops repetidos tres veces que permiten
su rapida identificacion, ya que esta estructura difiere de cualquier miembro de otras familias

de transportadores mitocondriales (23).

En el humano, se han descrito cuatro isoformas de ANT: ANT1, ANT2, ANT3 y
ANT4, las que contribuyen a evitar la muerte celular programada catalizando el intercambio
de ADP/ATP a través de las membranas mitocondriales y regulando el A¥Ym, el cual es
fundamental para mantener la funcion fisioldgica de la cadena respiratoria para generar ATP.
Cada una de estas isoformas se regula de distinta manera, otorgando cierta especificidad en
los distintos tejidos. El gen SLC25A4 codifica para el ANTL, el cual ha sido mapeado en el
cromosoma 4 y se expresa en tejidos del corazon y el musculo esquelético (24). Mientras que
el ANT2 es codificado por el gen SLC25A5 en el brazo largo del cromosoma X y su expresion

es abundante en células cancerigenas o en células en proliferacién. EI ANT3, codificado por
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el gen SLC25A6, se descubrio en la region pseudoautosomal del cromosoma X e Y,

expresandose en todos los tejidos diferenciados (25). Finalmente, el gen SLC25A31 se ubica

en el brazo largo del cromosoma 4 y se expresa como ANT4 en el higado, cerebro y

testiculos, en particular en este ultimo tejido, en donde posee una funcién fundamental

energética fundamental para la espermatogenesis (26). (Ver tabla 1).

Tabla 1. Isoformas del translocador de nucleétidos de adenina (ANT). Tomado y
adaptado de (Chevrollier 2011) (27)

glucolisis GRBOX.

Isoforma ANT1 ANT2 ANT3 ANT4
ANT
GeneCards SLC25A4 SLC25A5 SLC25A6 SLC25A31
Cromosoma 4935 Xq24 Xp22 4028.1
Numero del 4 4 4 6
exon
Intercambio | Exporta ATP hacia | Importe de ATP | Exportacion Importe de ATP
de ATP/ADP | el citosol hacia la  matriz | constante de ATP al | mitocondrial para
mitocondrial citosol los
espermatozoides
Naturaleza Pro-apoptaético Anti-apoptético Pro-apoptotico Anti-apoptético
apoptatica
Expresién en | Corazon, musculo | Células de rapido | Expresado Testiculos y células
tejidos esquelético y | crecimiento, linea de | constitutivamente en | germinales
cerebro. células cancerigenas | todos los tejidos
y cancer.
Elementos CCAAT vy caja | Caja TATA, | Dominio de
regulatorios | TATA. elementos Spl (las | repeticion SP1; Cajas
Regulacién cajas AB) Go-1/Go- | GC
oxidativa 2, que se unen al
OXBOX/REBOX factor nuclear 1
(FN1).
Regulador de
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2.2.3 Funcion del ANT

El ANT tiene como funcion principal el transporte de moléculas de ADP y ATP con
modalidad de antiporte, es decir, transporta solo un nucle6tido hacia el interior de la
mitocondria, mientras mueve otro en direccion opuesta, cumpliendo una estequiometria de
1:1, esto con el fin de no generar cambios en los niveles totales de las reservas de nucledtidos.
La afinidad de este transportador por los dos nucledtidos mencionados puede variar
dependiendo de la condicion de la mitocondria. Si este organulo se encuentra desacoplado,
ocurrira el intercambio de ATP/ADP por igual en cualquier direccion, pero si la mitocondria
se encuentra en situacion de carga, el potencial de membrana mitocondrial generara una
preferencia hacia la entrada de ADP a la matriz mitocondrial y una exclusion de ATP hacia

el citosol.

Estudios realizados recientemente, indican que el ANT realiza un modelo de
transporte denominado “ajuste de transicion inducido” (28). El modo de funcionamiento de
este transportador comienza cuando un nucleétido, generalmente ADP citosolico, se une a
un sitio comdn de unidn que posee esta estructura, mientras estd en “estado ¢”, que
corresponde a cuando la proteina se encuentra abierta hacia la parte externa en direccion al
citosol, mientras que se encuentra cerrada hacia la parte mas interna, es decir, en direccién a
la matriz mitocondrial. Al unirse ADP al sitio de unién comdn del ANT, provocara un cambio
conformacional, pasando este transportador a un “estado m”, el cual consiste en todo lo
contrario al estado c, es decir, la proteina se abrira hacia la matriz mitocondrial mientras se
cierra hacia el espacio intermembrana. Ambos estadios, cuentan con una red de puentes
salinos que se rompe cada vez que ocurre el cambio conformacional de un estado a otro (29).
Una vez que el ADP se desvincula del ANT e ingresa a la matriz mitocondrial, se va a unir
al mismo sitio de union, un nucleétido de ATP, generando un cambio de conformacion al

“estadio c¢” del translocador para ser exportado hacia el espacio intermembrana. De esta
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manera, va a ocurrir el ingreso de una molécula de ADP para la formacién de energia por
parte de las mitocondrias y la exportacion de moléculas energéticas que aportan a la

realizacion de procesos fundamentales para la supervivencia celular (Fig 4).

Espacio intermembrana

Estado "c" N &)

Estado "m' @\)
-~

Matriz mitocondrial

ADP

Fig 4. Mecanismo de cambio conformacional de ANT. Inicialmente se tiene el ANT en
estado “c”, al entrar una molécula de ADP, para que sea transportado hacia la matriz
mitocondrial debe cambiar su conformaciéon a estado “m”. una vez liberado el ADP, una
molécula de ATP se une al sitio de union de ANT para ser transportado hacia el citosol,
cambiando la conformacion del canal desde un estado “m” a un estado “c”. Elaboracion
propia, Vasquez B, 2021.

Ademas del “estado m” y “estado ¢’ mencionados anteriormente, el ANT cuenta con
un tercer estadio asociado al mPTP, el denominado “estado p”, el cual corresponde a cuando
la proteina deja de ser selectiva, ocurriendo la entrada descontrolada de metabolitos hacia la
matriz mitocondrial. El atractilésido (ATR) junto al carboxatractilésido (CATR), pertenecen
a una de las dos clases de inhibidores del ANT; el primero tiene como funcién la inhibicion
del intercambio de moléculas de ATP y ADP en la mitocondria ya que se une de manera
competitiva al sitio de unidn comun en el translocador, mientras que el segundo bloguea
irreversiblemente el ANT. Ambos inhibidores acttian unicamente cuando el transportador se

encuentra en “estado c” (30). Al presentarse estos inhibidores y mantener al ANT en “estado
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c”, se considera que el poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial esta sensibilizado,
por lo tanto, en respuesta a concentraciones elevadas de Ca?* en la matriz mitocondrial, se
producird un repentino cambio del translocador desde el “estado ¢’ al “estado p” permitiendo
la entrada descontrolada de metabolitos generando el proceso de “hinchazén mitocondrial”

que llevaré posteriormente a la muerte de la mitocondria.

A pesar de que inicialmente se creia que el ANT constituia una parte fundamental de
la estructura del mPTP, estudios posteriores en mitocondrias de higado de ratén mostraron
que esta proteina si bien forma parte de la estructura molecular del poro, no es fundamental
en su funcionamiento, ya que al inactivarse genéticamente el transportador, aun persistia la
transicion de permeabilidad mitocondrial y la apertura del poro aunque no de manera normal,
debido a que, al no estar siendo regulado por ligando de ANT, se requeria de una mayor
concentracion de Ca* para inducir la liberacion de citocromo ¢ y la activacion del mPTP
(32).

2.3 Canal anionico dependiente de voltaje (VDAC)

Este canal es una de las proteinas mas abundantes posicionadas en la membrana
mitocondrial externa, el cual, delimita una barrera entre el citoplasma celular y el espacio
intermembrana, seguida de la membrana interna mitocondrial. EI VDAC como su nombre lo
indica, se encuentra regulado por voltaje, cumpliendo como funcion el transporte de
metabolitos a través de la membrana mitocondrial interna, desde el citosol a la matriz
mitocondrial o viceversa. Al encontrarse el potencial de membrana entre +20mV y -20mV
este canal anionico dependiente de voltaje se encontrard en estado abierto, dando como
resultado el paso con mayor afinidad de iones con carga negativa, como nucle6tidos de
adenina, fosfato, glutamato, etc., mientras es débilmente selectivo para iones como potasio o

sodio. Todo lo contrario, ocurre cuando el potencial de membrana se encuentra fuera de los
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valores limites mencionados anteriormente, es decir, sobre +20mV y bajo -20mV, en este
caso, el canal se encontrard en un estado cerrado, el cual tendra una mayor afinidad por los
iones de carga positiva, por lo que no permitird el paso de moléculas de ADP o ATP hacia el
otro extremo de la membrana mitocondrial externa (32). Por lo tanto, los cambios de voltaje
pueden controlar los flujos de iones y metabolitos dentro y fuera de las mitocondrias.

Estos canales son sintetizados con la asistencia de chaperonas citosolicas y
reconocidos por las translocasas de la membrana externa (TOM) y van a ser insertadas en la
membrana mitocondrial externa mediante el complejo de maquinaria de clasificacion y

ensamblaje (33).

2.3.1 Estructura molecular del VDAC

Este canal es una proteina con un peso molecular de 31 kDa que mide
aproximadamente 3,1 a 3,5nm en forma horizontal y 4nm verticalmente (34), sin embargo,
mide 1,5nm de didmetro cuando la hélice alfa N-terminal se encuentra dentro del poro. La
estructura del canal anionico dependiente de voltaje tiene una forma cilindrica que cuenta
con 19 hebras beta transmembrana unidas por bucles flexibles, ademas posee una Unica alfa-
hélice con funcidn estabilizadora o conmutadora, situada en el extremo N-terminal, el cual
contiene 25 residuos y puede encontrarse dentro o fuera del poro, modulando la activacion
del VDAC y la unidon con hexoquinasas o también con proteinas reguladoras de la apoptosis
(35). En la figura 5, se representa la estructura tridimensional del VDAC. En la letra A se
observa la vista lateral del canal, en donde de color amarillo se representan las 19 hebras -
hélice, el extremo N-terminal se expresa en color rojo y el color verde, los loops que unen
las B- hélices. Sin embargo, existe un bucle més largo, que es aquel que une las - hélices 18
y 19, el cual se representa en color azul. En la letra B puede observarse la misma estructura,

pero con una vista superior.
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Fig 5. Estructura tridimensional del VDAC. a) vista lateral de VDAC donde se observan los
extremos N-terminal y C-terminal y en color amarillo se aprecian las 19 hebras p- hélice. b)
vista superior de la estructura tridimensional de VDAC. Tomado de (Varda Shoshan-
Barmatz, 2010) (34).

El VDAC consta de tres isoformas: VDACL, VDAC2 y VDACS, las cuales se
expresan en tejido de érganos como el rifion, cerebro, corazon y musculo esquelético. Estas
isoformas tienen secuencias primarias de 285 aminoéacidos, compartiendo aproximadamente
un 70% de identidad (32). En la mitocondria, la isoforma VDAC 1 se expresa en mayor
cantidad que las otras dos, seguido de VDAC2 y VDACS.

2.3.2 Funcién del VDAC

La principal funcion del VDAC, corresponde al transporte de una gran variedad de
metabolitos con un tamafo de hasta 5 kDa hacia el interior o exterior de la mitocondria, una
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de ellos es el Ca?*, lo que regula su sefializacion; también se transportan moléculas necesarias
para el funcionamiento de la cadena respiratoria, como NADH. Ademas, forma una
interaccion funcional con el ANT mediante el cual se introducen a la matriz mitocondrial
nucleotidos como el ADP, fundamental para la generacion de energia (36). Otra funcion muy

importante consiste en la participacion en el proceso de apoptosis por via intrinseca.

La apoptosis mitocondrial puede ser gatillada por diversos factores, entre ellos, las
especies reactivas del oxigeno (ROS) o también concentraciones elevadas de Ca?* citosélico.
Estos factores van a provocar una ruptura en la membrana mitocondrial generando la
liberacion de citocromo c, el cual es un componente de la cadena respiratoria mitocondrial,
a la vez que corresponde a un factor pro-apoptético una vez liberado. Esta liberacion inducira
la activacion de las caspasas, debido a la formacion del complejo caspasa 3/ factor 1 de
activacion de proteasa. Ante la presencia de caspasas, se activaran otras proteinas pro-
apoptoticas, las cuales se uniran a la membrana mitocondrial externa y produciran la pérdida
de la permeabilizacion selectiva de esta membrana, permitiendo el paso descontrolado de

metabolitos, generando un “punto de no retorno” en el proceso de apoptosis (37).

2.3.3 Reguladores del VDAC

Uno de los reguladores del VDAC corresponde a la tubulina, proteina citoesquelética
compuesta por una subunidad a y una subunidad f3, las cuales tienen una mayor afinidad por
las mitocondrias, razon por la cual, se une al VDAC mediante la cola c-terminal. Esto va a
resultar en un cierre parcial de este canal, perjudicando el intercambio de nucleétidos de
adenina, alterando el proceso de generacion de energia celular, el transporte de electrones
mitocondriales y, por Gltimo, se modificaria el potencial de la membrana mitocondrial (38).
Otro regulador corresponde a Bcl-XL, que se va a unir al VDAC reduciendo la muerte celular

al provocar el cierre de este. Por otro lado, Bax y Bak van a desencadenar el efecto contrario,

29



ya que se consideran proteinas pro-apoptéticas. Finalmente, la hexoquinasa se va a unir al
canal a traves de su regién N-terminal que tiene gran afinidad por la proteina, siendo
favorecido la formacién del complejo HK-VDAC por el ATP y la glucosa (39).

2.4 ATP sintasa

Se ha asociado esta estructura como uno de los componentes estructurales del mPTP, ya que
se encuentra posicionada en la membrana mitocondrial interna y se ha encontrado evidencia
que la porcion FO y F1 de la ATP sintasa forman parte de la estructura molecular del poro
(40). Ademas, algunas subunidades como el anillo ¢ y OSCP tienen directa relacion con el

poro, al permitir la interaccion entre reguladores y el canal.

2.4.1 Estructura de la ATP sintasa

La ATP sintasa o F1-FO-ATPasa, corresponde a un complejo proteico de
aproximadamente 600 kDa formado por dos dominios: F1 o complejo soluble, es un dominio
globular que sobresale de la membrana mitocondrial y un dominio FO que se encuentra
embebido en la membrana mitocondrial interna. Ambos dominios estan unidos por un tallo
central y un tallo lateral. La ATP sintasa esta formada por 15 subunidades, como se observa
en la figura 6: la porcion F1 va a contener tres subunidades o, tres subunidades B y una
subunidad v, 3 y &, las cuales conforman el tallo central. Por otro lado, el dominio FO o
porcion hidrofobica, estd formada por las subunidades a, b, ¢, d, F6, OSCP (proteina que
confiere sensibilidad a la oligomicina) y subunidades accesorias e, f, g y A6L. Las

subunidades b, d, F6 y OSCP conforman el tallo periférico (41).
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La subunidad P en la porcion F1 puede cambiar su conformacion en tres estados
diferentes, segun su afinidad con los diferentes nucleétidos. Una de esas conformaciones
presenta alta afinidad por el ATP y se denomina conformacion BTP, otra de las
conformaciones es SDP y corresponde a cuando el complejo presenta una alta afinidad por
el ADP, mientras que la tercera conformacién se denomina SE'y es aquella que presenta una
baja afinidad por el ATP (42).

Fig 6. Estructura de la ATP sintasa. Se observa la porcién FO de al ATP sintasa (inserto en
la membrana), apreciandose los diferentes componentes de esta estructura, como el anillo ¢
insertado en la membrana mitocondrial interna junto a las subunidades a, b, e, f, g y A6L,
mientras que también se observa la porcién F1 que sobresale de la membrana con las
subunidades correspondientes como OSCP, a, B, 8, y y d. Tomado de (An I. Jonckheere,
2012) (43)

Dentro de esta estructura, ademas se destaca la proteina OSCP, debido a que participa

fundamentalmente en el acoplamiento estructural y también funcional entre los dominios F1
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y FO a través del contacto con el hexamero a3B3 y otras unidades que conforman el tallo
periférico. La discusion sobre la posible presencia de regiones flexibles es de importancia,
ya que estas podrian influir en el movimiento y posicion del tallo periférico, regulando a su
vez la porcion FO que es la que participa en la formacion del mPTP (44). La forma en que se
relaciona el mPTP y la proteina OSCP es que la ciclofilina D (CypD), que es un componente
regulador del poro, se une al tallo periférico de la ATP sintasa, especificamente en OSCP,
modulando asi la activacion del mPTP. Por lo tanto, OSCP ha sido considerado como
objetivo de estudio debido que posibilita la interaccién con proteinas reguladoras y farmacos
con la ATP sintasa, repercutiendo directamente en mPTP (45).

Otro componente que destaca es su anillo ¢ transportador de protones, que consiste
en multiples copias de subunidades ¢ que son codificadas especificamente por tres genes:
ATP5G1, ATP5G2 y ATP5G3 (46). Estan dispuestas como un circulo y estabilizadas por la
union del fosfolipido cardiolipina, el cual estd ampliamente distribuido en la membrana
mitocondrial interna. Se cree que la subunidad ¢ de FO es necesaria para la apertura del poro,
la fragmentacion mitocondrial, la muerte celular inducida por sobrecarga de Ca®*
mitocondrial y el estrés oxidativo. Ademas, este anillo posee un grupo carboxilo formando
parte de un residuo Glu o Asp, el cual esta involucrado en el paso de protones hidrégeno (H")
a través de la membrana mitocondrial desde la subunidad o hacia el anillo ¢. Este paso de H*
va a provocar que el anillo ¢ comience a rotar, provocando asi cambios conformacionales en
la subunidad hidrofilica del complejo ATP sintasa, favoreciendo la produccion de ATP. Esta
rotacion se puede dar a una velocidad de 700 veces por segundo, dependiendo de factores
como disponibilidad de sustratos, temperatura, entre otros; generando tres moléculas de ATP
por cada giro de 360°. Sin embargo, la rotacion del anillo ¢ se ve inhibida por la oligomicina,

que se une a esta estructura e impide su rotacion (47).

La funcién de la ATP sintasa es formar moléculas de ATP a partir de ADP y fosfato
inorgéanico a partir de la energia generada por la cadena respiratoria denominada fuerza

protén-motriz o pmf. Por el contrario, en casos de episodios patolégicos como la hipoxia, la
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fuerza protén-motriz no es la adecuada para que ocurra el proceso de generacion de energia,
lo que va a provocar el efecto contrario, las moléculas de ATP se van a hidrolizar dando
como producto ADP vy fosfato inorganico, cayendo rapidamente los niveles de ATP
intracelular. Para evitar que esto ocurra, el complejo mitocondrial va a unirse de manera
irreversible al factor inhibidor o IF1, que cumple como funcién la inhibicion total de la
actividad de la enzima que contribuye a la hidroélisis del ATP (48).

El mecanismo de funcionamiento de esta estructura para la generacion de ATP,
involucra al anillo ¢, donde su rotacién a una frecuencia de 300 Hz genera una energia que
se transmite a través del tallo central hasta el dominio catalitico, implicando a su vez, una
translocacion de H* a través del dominio de membrana. En tres subunidades a-f del dominio
catalitico, se van a encontrar los sitios cataliticos de la enzima, que es donde ocurre la
formacién de ATP impulsado por la energia producida en la rotacion del anillo ¢ (46). Para
la formacion de ATP, la porcién FO translocara iones H* o, dependiendo de la especie, iones
Na* a través de la membrana, gracias a un potencial electroquimico. Cuando los iones H* se
mueven hacia el citoplasma mientras ocurre la rotacion del anillo en sentido de las agujas del
reloj, se forzaran cambios conformacionales en F1, impulsando la sintesis de ATP. Sin
embargo, la porcion F1 también puede provocar el efecto contrario e hidrolizar ATP cuando

la rotacion del anillo es en sentido anti horario (49).

Un experimento pudo demostrar las ambigiedades de como ocurre la rotacion en la
porcién F1 impulsada por ATP, en donde se unié el subcomplejo asPsy a F1, demostrandose
que la rotacion se generaba a partir de la repeticién de cuatro etapas, que corresponden a: i)
tiempo de espera de ATP, ocurriendo una pausa iniciada cuando la concentracion de esta
molécula es baja y donde la enzima, espera a que los niveles de ATP comiencen a aumentar,
uniéndose al sitio catalitico. El siguiente paso es ii) una rotacion rapida de 80° luego de la
union del ATP. Otro tiempo es el iii) espera, en el cual se va a producir la hidrélisis de ATP

y finalmente, iv) una Ultima rotacién rapida de 40° (50, 51).
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El modo en que la ATP sintasa se relaciona al mPTP es que puede unirse a
componentes ya sea estructurales o funcionales, de este como son el translocador de
nucledtidos de adenina y el fosfato inorganico. Esto va a fomentar la produccion y
exportacion de moléculas de ATP. Por otro lado, dentro de los reguladores de esta estructura
se encuentra la CypD que se une a OSCP en el tallo periférico, afectando a la zona
intramitocondrial a través de la reduccidn de la actividad hidrolitica de la ATP sintasa (46).
Por otro lado, existe la proteina BCL-XL, una molécula que cumple la funcion de mejorar la
actividad sintética del complejo ATP sintasa, por lo que se considera un regulador de esta
estructura, siendo también un regulador del mPTP (43). Otro complejo que cumple la misma
funcion es MCL-1, pero no se ha encontrado evidencia de si se une a alguna estructura de la
ATP sintasa o si la regula de manera indirecta. Esta relacion entre el mPTP y ATP sintasa
sugiere gque esta ultima estructura cumple un importante papel estructural o funcional dentro
del poro (48).

A pesar de que se considera la ATP sintasa como una estructura molecular del mPTP,
existen estudios que contradicen esta afirmacion, ya que al eliminar subunidades como OSCP
0 b de esta proteina no altera el funcionamiento del poro. Ademas, la sensibilizacion por CsA
se mantenia activa aun con la ausencia de OSCP, lo que sugiere que esta proteina no es la
Unica que permite la interaccion entre CypD y mPTP (52). Por otro lado, la eliminacién del
anillo ¢ en las mitocondrias, no impide la activacion del mPTP, siendo sensible a la CsA de
manera normal, demostrandose que el anillo ¢ no es un componente estructural del poro (53).
Finalmente, otros ensayos que demostraron que la ATP sintasa no forma parte estructural del
mPTP (54).
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3. REGULADORES DEL PORO DE TRANSICION DE LA PERMEABILIDAD
MITOCONDRIAL

Para el funcionamiento celular adecuado, se necesitan reguladores esenciales para
controlar la apertura del mPTP, ya sea actuando positiva o negativamente. Estas moléculas
van a controlar constantemente, a través de vias de sefializacion, la susceptibilidad de las
aberturas del poro por tiempo prolongado. Se han identificado una diversidad de
componentes reguladores del mPTP, conociendose el método de funcionamiento de cada uno
de ellos, mencionando en primer lugar, a la ciclofilina D, proteinas Bax, Calcio,

hexoquinasas, entre otras.

3.1. Ciclofilina D (CypD)

La ciclofilina D es una proteina globular que pertenece a la familia de las ciclofilinas,
también conocidas como peptidil-prolil cis-trans isomerasa (PPlasa), compuesta por 206
residuos, con 2 a hélices que rodean las 8 ldminas [ en posicion antiparalela. ES importante
mencionar que una de las o hélices posee un triptéfano necesario para la union de la
ciclosporina A (55). Reside en la matriz mitocondrial y tiene un tamafio aproximado de 19 a
22kDa siendo codificada por el gen Ppif. Se ve involucrada en la transmision de sefiales y
respuesta inmunitaria por lo que es considerada bioldégicamente importante. Ademas de eso,
es una sensibilizadora del mPTP, regulando asi el acoplamiento mitocondrial. La CypD
también puede unirse a la ATP sintasa reduciendo la produccién de moléculas de ATP. Otra
de las funciones que desempefia en la mitocondria es la regulacion de la expresion de genes

pertenecientes a la misma, lo que lleva a la modificacion en la diferenciacién celular. Junto
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con esto, regula la sintesis de ARN a nivel mitocondrial de la NADH deshidrogenasa, ATP
sintasa y citocromo oxidasa (56).

La ciclofilina puede sufrir diversas modificaciones postraduccionales que le permiten
modificar su funcién, de acuerdo al estado metabdlico de la célula:

Fosforilacion: el resultado obtenido va a depender del residuo fosforilado, por
ejemplo, la glucogeno sintasa quinasa 3 (GSK-3) puede fosforilar a la CypD favoreciendo
asi la apertura del mPTP. Cuando ocurre el proceso contrario y la GSK-3 se encuentra
inhibida, no se favorecera la apertura del poro por lo que puede ayudar en caso de cuadros
de isquemia o hipoxia. Otro fosforilador de la ciclofilina es la serina/treonina quinasa 2, que
la fosforila en el residuo serina 31. Ademas de las anteriores, se destaca la fosforilacion de la
ciclofilina D en el residuo serina 42 que otorga la capacidad de retener calcio y que ocurra la
apertura del mPTP (57).

Acetilacion: la acetilacion de la ciclofilina D se desarrolla en el residuo de lisina 166
el cual puede desacetilarse mediante sirtuina 3 (SIRT3), que se presenta de manera
importante en las mitocondrias. Una vez acetilada la ciclofilina D, ocurre una sensibilizacion
del mPTP y a su vez la apertura prolongada de este, promoviendo de esta forma la muerte
celular. Mientas que, la no acetilacion de esta estructura generaréa el efecto contrario: evitara
la apertura del poro y por ende la muerte celular. Todo este proceso de acetilacion esta dado

por la presencia de una abundante cantidad de acetil-CoA.

S-nitrosilacién: corresponde a una modificacion postraduccional realizada con tiol
que se une a un residuo de cisteina de la ciclofilina D. Asociado a este proceso, se han

observado episodios de cardioproteccion, es decir, resistencia a la muerte celular y ausencia
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de la apertura del mPTP, sugiriendo asi que la modificacion con tiol es un elemento
fundamental para la proteccion celular (58).

La ciclofilina puede unirse a PiC, VDAC vy ciclosporina A (CsA) que como hemos
visto, corresponden a proteinas reguladoras del poro. Esta interaccion es clave para el
funcionamiento del mPTP. Ademas de estas proteinas, la ciclofilina puede unirse a
componentes de la ATP sintasa como OSCP, el portador de fosfato inorganico y hasta el
translocador de nucle6tidos de adenina, por lo que se refuerza la idea de que esta estructura
puede regular el mPTP a través de la ATP sintasa y otras estructuras (56). Otra molécula que
puede unirse la CypD corresponde al fosfato inorganico, esta formacion del supercomplejo
tiene relevancia, debido a que cuando esta unida unicamente la CypD al fosfato inorganico,
se unen a la membrana mitocondrial interna y en respuesta al estrés oxidativo, de manera tal
que la probabilidad de apertura del mPTP aumenta considerablemente. Sin embargo, cuando
es la CypD es reemplazada por CsA y existe un aumento de la concentracion de fosfato
inorganico, va significar un impedimento para que ocurra la union a la membrana
mitocondrial interna, por lo tanto, la probabilidad de que se genere la apertura del poro
disminuye (59). Este mismo proceso se presenta cuando la CypD se encuentra unida a ATP
sintasa, especificamente a la parte OSCP del tallo lateral en presencia de fosfato inorganico,
donde ocurrird una notoria disminucion de la actividad enzimatica. Por el contrario, cuando
se une al mismo sitio la ciclosporina A desplazando a la CypD, ocurre el aumento
considerable de la actividad enzimatica, por lo que estas uniones corresponderian a una forma

de regulacién indirecta del mPTP (60).

A modo de resumen, en la figura 7 se muestran las diferentes funciones que posee la
CypD, entre ellas se encuentran la regulacion del mPTP, ya sea a través de la regulacion y
union al anillo ¢, o dimeros de la ATP sintasa y la membrana mitocondrial interna. También,
se regula la actividad de la fosforilacién oxidativa a través de la interaccién en la cadena
respiratoria. Como es una proteina de andamio, la CypD puede unirse a diversas moléculas

que cumplen funciones estructurales o regulatorias y asi influir en su actividad, provocando
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cambios en la fisiologia mitocondrial. Finalmente, este complejo puede cumplir variadas
funciones gracias a las modificaciones postraduccionales a las que se somete, que

corresponden a, como se menciono anteriormente, fosforilacion, acetilacion y s-nitrosilacion.

Mecanismos fisiologicos Mecanismos moleculares
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Fig 7. Funciones de la ciclofilina D. (a) regulacién del MPTP en anillo ¢ de ATP sintasa
(izquierda), ATP sintasa (centro), MMI (derecha). (b) participacion en la cadena
transportadora de electrones. (c) actividad PPlasa como ciclofilina. (d) actividad de andamio.
Tomada y modificada de (Porter, 2018) (61).

3.2 Proteina Bax

La proteina Bax corresponde a uno de los miembros pro-apoptéticos pertenecientes a
la familia BCL-2, la cual, mediante la regulacion de la permeabilidad de la membrana

mitocondrial externa, van a controlar el proceso de apoptosis. Referente a su estructura, posee
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tres dominios de homologia que son BH1, BH2, BH3 y contiene 9 hélices o de naturaleza
hidréfoba y estdn conectadas por bucles cortos. Normalmente esta proteina se encuentra
posicionada en el citosol, sin embargo, al presentarse estimulos apoptéticos Bax va a sufrir
un cambio conformacional desde un estado pasivo a un estado activo, introduciéndose
paralelamente al interior de la membrana externa mitocondrial. Esto ultimo esta controlado
por las hélices a5, a6 y a9, las dos primeras estan organizadas en forma de horquilla de
manera tal que se genera un canal en la superficie de la proteina Bax y en medio de este canal,
se posiciona la hélice a9. Una vez posicionado en la membrana se va a unir en oligdmeros y
este proceso se va a denominar punto de no retorno, ya que esta union va a provocar la
formacion de poros que van a permitir el paso descontrolado de moléculas, incluyendo

elementos proapoptaticos (62).

La proteina Bax una vez insertada en la membrana mitocondrial externa puede unirse
a otras proteinas presentes en la zona, la mas comun es el VDAC o las translocasas de
membrana externa (TOM), lo que tiene relacion con la regulacion del mPTP. Ademas de las
proteinas de la membrana mitocondrial externa, también pueden unirse a proteinas
antiapoptoticas pertenecientes a la familia BCL-2 que son: Bcl-2 y Bcl-xL las cuales

inhibiran su activacion y evitaran el proceso de muerte celular (63).

En la figura 8 se aprecia el modelo de activacion de Bax dado por otros miembros de
la familia Bcl-2, que muestra la forma clasica (a) en donde Bax, representado en color azul,
se encuentra localizado en el citosol unido a proteinas antiapoptoticas, identificadas en rojo.
Al momento de presentarse una sefial apoptoética, las proteinas inhibidoras de BH3 (color
verde) se van a unir anicamente a las proteinas anti-apoptéticas, dejando a Bax libre, el cual
va a ser guiado y regulado por las proteinas activadoras de BH3 representadas en color
amarillo hacia la membrana mitocondrial externa, desencadenando entonces el punto de no
retorno y liberacion de citocromo c, que lleva a la muerte celular. Por otro lado, se encuentra
el modelo de cebado (b) donde se encontrara la proteina Bax inactiva que luego interactuara

con proteinas antiapoptéticas en la membrana mitocondrial externa, quedando en una
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condicion de pre-activacion. También puede ser pre-activada por proteinas activadoras solo
de BH3, una vez ocurrido esto, Bax tendra la capacidad de permeabilizar la membrana
generando el proceso de muerte celular (64).
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Fig 8. Mecanismos de activacion de la proteina Bax. A) Se muestra la forma clasica de
activacion de Bax mientras en B) se representa el modelo cebado. Tomado de (Renault, 2011)
(64).
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Una vez activada la proteina Bax, va a sufrir un cambio conformacional desde una
estructura globular hacia una extendida, lo que, mediante la insercion del dominio C-
terminal, va a permitir un anclaje adecuado a la membrana mitocondrial externa. Ademas de
esto, Bax puede formar dimeros inactivos al unirse la region N-terminal de un monémero
con C-terminal del otro, la cual se disocia una vez que la proteina se ancla a la membrana

mitocondrial externa, una vez que se activa (65).

A pesar de que Bax participa activamente en la regulacion del poro al interactuar con
moléculas estructurales de este como VDAC o ANT, existe controversia sobre si se puede
considerar un regulador del mPTP como tal, ya que, a pesar de interactuar con estos
componentes, también es capaz por si solo controlar la permeabilidad de la membrana

mitocondrial externa, independientemente de la presencia del poro (66).

3.3 Calcio (Ca?")

El calcio (Ca**) es considerado como uno de los principales activadores del mPTP. Este
electrolito ingresa a la mitocondria impulsado por el potencial de membrana mitocondrial.
Sin embargo, un estudio determind otra via de entrada de Ca®" a la matriz mitocondrial, a
través de una proteina antes denominada CCDC109A, llamado posteriormente uniportador
de Ca?* mitocondrial (MCU) (67). Este canal tiene una arquitectura en forma de pentamero
con dos dominios transmembrana orientando sus extremos N y C en la matriz mitocondrial,
ubicando el resto de su estructura en el interior de la membrana mitocondrial interna, es
altamente selectivo y dependiente del potencial de membrana. Los componentes moleculares
del complejo MCU corresponden a tres subunidades: la subunidad formadora de poros del
complejo uniportador de Ca?* mitocondrial contenida en el dominio transmembrana (TM),
MCUb que es su pardlogo inactivo que cuando es sobreexpresado disminuye

considerablemente la captacion de Ca?* y un regulador fundamental denominado EMRE.
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Junto con esto se establecen dos reguladores solubles que son MICU1 y MICUZ2, teniendo
mas afinidad por el Ca?* el primero de ellos (68).

Se ha demostrado que el canal MCU es sensible al rojo de rutenio, que al unirsele
provoca la inhibicidn del canal transportador de Ca?*. Por ello, es posible inhibir la apertura
del mPTP por esta via, demostrandose que al encontrarse inhibido el MCU, se reduce la
acumulacion de Ca?* otorgando proteccion al corazén ante la lesion por isquemia y

reperfusion (69).

La proteina 1 de absorciéon de Ca?* mitocondrial o MICU1 cumple la funcién de
censar las concentraciones de Ca?* citosolico; cuando este aumenta sobre concentraciones de
1 a 2 umol/L se va a provocar la apertura del canal MCU y por ende ocurrira la entrada de
Ca?" a la mitocondria en un intento de equilibrar las concentraciones entre la matriz
mitocondrial y el citosol. Por otro lado, el regulador del uniportador de Ca?* mitocondrial o
MCURL controlara positivamente al canal, promoviendo la absorcion de Ca?" en las
mitocondrias (70). Otro regulador de importancia corresponde a EMRE, una proteina de 10
kDa que cumple un rol fundamental en la captacion de Ca?* por parte del MCU ya que
participa en la apertura de este canal a través del censo de niveles de Ca?*, ademas de mediar
la interaccion de los reguladores MICU1 y MICU2 con MCU (71). En la figura 9 se muestra
el transportador MCU en sus estados abierto y cerrado con sus respectivos interactuantes que

le permiten unir al Ca?* y transportarlo hacia la matriz mitocondrial.
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A Mitochondrial Calcium Uniporter Complex Closed B Mitochondrial Calcium Uniporter Complex Open
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Fig 9. Complejo MCU en sus conformaciones abierto y cerrado. A) apertura del uniportador
de Ca®" mitocondrial con participacion de EMRE, unido a MCU se encuentra MICU1 con
funcion de censar concentraciones de Ca?*. B) estado cerrado del canal MCU. Tomado de
(Bauer, 2020) (72).

Por otro lado, el NCLX es un intercambiador mitocondrial de iones Na*/Ca?* que se
ubica en la membrana mitocondrial interna, cuya funcion radica en la salida del Ca?*
mitocondrial de las células excitables. Este transportador de iones es de baja afinidad y una
alta capacidad que utiliza un gradiente electroquimico de los iones Na* para que el Ca®* salga
de la mitocondria (73). Considerando que la salida de Ca?* es mucho mas lenta que el influjo
mediado por el MCU, el NCLX posee un rol de mediador en la homeostasis del Ca?*
mitocondrial. Es por esto que la delecién de NCLX esté asociada a fenotipos mas graves de
disfuncidn cardiaca e insuficiencia cardiaca fulminante (74). Este intercambiador es regulado
por distintos mecanismos como la concentracion del Ca?*, mediante mecanismos directos o

indirectos como la degradacién inducida por calpaina, el pH, PKC o PKA (75).
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En relacion a las funciones que cumple el Ca®* en el interior de la mitocondria, en
primer lugar, participa en la regulacion de la produccion de energia que puede ser a través
del ciclo de Krebs, donde el Ca?* aumenta la actividad de la piruvato deshidrogenasa y la o-
cetoglutarato deshidrogenasa, lo que llevara a un aumento de NADH mitocondrial, que se
ocuparéd como en la cadena transportadora de electrones, aumentando asi la generacién de
ATP. Otra de sus funciones corresponde a la activacion de enzimas proteoliticas ubicadas en
la mitocondria, como las calpainas I, I, IV y X, que en condiciones de reperfusion, debido a

la concentracion de Ca?* elevada, va a conducir a las mitocondrias a la via apoptdtica (76).

El reticulo endoplasmatico es el organelo que contiene grandes cantidades de calcio
almacenadas que pueden ser liberadas ante condiciones extremas como, por ejemplo, el estrés
oxidativo dado por la exposicion a radicales del oxigeno induciendo la entrada deliberada de
Ca?* al interior de la célula y también su liberacion desde el compartimento intracelular. Por
lo tanto, cuando se interrumpe el ciclo normal de flujo de calcio entre el interior y exterior
de la mitocondria, se provoca un aumento sostenido de este en la mitocondria, ocurriendo la
activacion del mPTP, lo que trae como consecuencia una alteracion en el gradiente de
protones e inflamacion de las mitocondrias, que llevan a su posterior destruccién y muerte

celular por necrosis (70).

3.4 Especies reactivas del oxigeno (ROS)

Anteriormente se creia que las especies reactivas del oxigeno (ROS) eran participes
Gnicamente de enfermedades o afectaciones patologicas de tipo neuroldgicas,
cardiovasculares e incluso cancer. Sin embargo, también se ha encontrado que ROS participa
en procesos fisiologicos y modulacion de vias de sefalizacion donde se encuentra
involucrado el peroxido de hidrogeno (H20>) el cual, al ser soluble en lipidos puede difundir

facilmente a través de las membranas y va a actuar como una molécula de sefializacién de
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segundo mensajero mediante la oxidacion de proteinas blanco, las cuales finalmente, al
encontrarse ante la presencia de alteraciones de la homeostasis local, a través de cambios
conformacionales e interacciones moleculares van a reaccionar a estas y responder

adecuadamente (77).

ROS participan en maltiples procesos de crecimiento, diferenciacion y proliferacion
de organismos celulares. Cuando existe una excesiva produccion de estos sin modificarse su
eliminacion normal, va a ocurrir un aumento de ROS que sobrepasan los niveles normales o
fisiologicos necesarios para el funcionamiento normal de la célula, llamandose a este evento
“estrés oxidativo”, el cual puede ser responsable del aumento significativo de Ca®*y, por
ende, la apertura prolongada del mPTP (78). La primera justificacion que relaciona esta
teoria, es que debido al estrés oxidativo se observara un aumento de calcio citosolico por
liberacion desde depdsitos intracelulares, por lo tanto, como la matriz mitocondrial mantiene
una concentracion de Ca?*, cuando este aumenta a nivel del citosol, como método de
regulacion de la homeostasis, se va a provocar la apertura del poro para el ingreso de este
electrolito, deprimiendo la funcion mitocondrial y generando posteriormente dafio que la
puede llevar a la muerte celular. Otra posibilidad existente es que, el ANT presente en la
membrana mitocondrial interna, los grupos tiol presentes se van a oxidar y formar
reticulaciones en presencia de calcio. Esta oxidacion del ANT, por lo tanto, van a inducir la

accion de ROS en la mitocondria y en consecuencia, la apertura del poro (79).

En un estudio realizado con indicadores fluorescentes como TMRM y TMRE en la
matriz mitocondrial, se generaron ROS con luz y se mostr6 como estos afectan la
despolarizacion dependiente de mPTP, en donde se demostrd que la presencia de ROS
genera, en primer lugar, la apertura transitoria del poro y posteriormente, su apertura
permanente, los cuales también fueron inhibidos por el regulador ciclosporina A (CsA). Sin
embargo, todo este proceso fue observado principalmente en mitocondrias individuales, por
lo que también se demuestra que no existe una red acoplada de mitocondrias (80). Respecto

a lo ultimo mencionado, como consecuencia de la apertura del poro, se va a producir un
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aumento de ROS, este proceso es mediado por el succinato, el cual aumenta la produccion
de estas especies después, en lugar de antes de la apertura del mPTP, llevando por lo tanto a
una mayor apertura de poros en mitocondrias adyacentes, lo que sugiere que en realidad estas
estructuras no estan conectadas, sino que existe un acontecimiento en comin que provoca la

misma reaccion en cada mitocondria (81).

Se ha relacionado ROS con el envejecimiento celular, ya que es probable que debido
al aumento de ROS ocurra la oxidacién de proteinas y lipidos asociados al mPTP que
promuevan la apertura de este durante el envejecimiento. La cardiolipina corresponde a un
fosfolipido presente en la membrana mitocondrial y es susceptible a la peroxidacion lipidica
a medida que la célula envejece. Una vez oxidada, actia como sensibilizador de las
mitocondrias a la apertura del mPTP, a través de la salida del Ca?*, ya que la capacidad de
retencion de este por parte de las mitocondrias disminuye con el envejecimiento (82). Otro
de los mecanismos que implican a ROS a la muerte celular, ocurre cuando existe una alta
cantidad de estos en el medio, provocando una lesion considerable en las membranas
mitocondriales. Como consecuencia de esto, se va a producir la liberacion de una serie de
proteinas que, en estados fisioldgicos, se encuentran en la matriz mitocondrial, pero pasan a
ser proteinas proapoptoticas cuando ocurre su liberacion al citosol. Estas proteinas son el
citocromo ¢, Smac/DIABLO y Omi/HtrA2 (serina peptidasa HtrA2 mitocondrial). Cuando
el mPTP se abre, se va a producir hidrolisis de ATP y desregulacion de homeostasis ionica
por el excesivo paso de estas a través del poro, generando finalmente, hinchazén mitocondrial
por la presion oncotica provocada por proteinas de la matriz que no pueden transportarse
cuando el poro se encuentra en estado abierto. Esta hinchazon de las mitocondrias va a llevar

a la ruptura de la membrana externa y la liberacién de estas proteinas proapoptoticas (83).
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3.5 Hexoquinasas (HK)

Las hexoquinasas (HK) adquieren un importante papel durante los episodios de
isquemia/reperfusion. Durante este episodio, las células se encuentran en un periodo de
hipoxia, por lo que la produccion de energia se realiza principalmente por via de la glucélisis
anaerobia. En estas condiciones, la HK participa en la transformacion de glucosa a glucosa-
6- fosfato (G6P). Ademas de esta funcion, también se ha atribuido como un importante
regulador de la apertura del mPTP, esto debido a que dos de sus isoformas, HK1 y HK2
adquieren propiedades antiapoptoticas cuando se unen al VDAC presente en la membrana
externa mitocondrial y que, como fue mencionado anteriormente, se considera una parte

estructural del poro (84).

Existen cuatro isoformas conocidas de las HK: HK1, HK2, HK3 y HK4. La primera
se encuentra principalmente en tejido cerebral y facilita el proceso de glucélisis, mientras
que la segunda predomina en mdsculo esquelético y cardiomiocitos con participacion
anabolica proporcionando G6P para la produccion de glucégeno. Ambas poseen un extremo
amino-terminal hidréfobo que le permite la interaccion con mitocondrias, propiedad que no
se encuentra en las otras dos hexoquinasas. Durante la unidn con las mitocondrias, HK2 es
regulada por quinasas como Akt, Glucosa-6P (G6P) y glucosa, por lo tanto, corresponde a

un proceso intermitente (85).

Existen diferentes mecanismos en los que HK desarrolla efectos citoprotectores
cuando se une a VDAC, que pueden ser directos o indirectos y permiten que el gasto de

moléculas energéticas sea mas lento en episodios de isquemia.

El primero corresponde a la interferencia con la translocacion de proteinas

proapoptdticas Bax a VDAC. Cuando la proteina inductora del proceso de apoptosis se une
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a VDAC, genera un mega canal en la membrana mitocondrial externa, lo que permite el paso
de moléculas grandes, incluido el citocromo c¢. HK actla evitando que las proteinas Bax
pasen desde el citoplasma a la membrana mitocondrial externa para unirse a VDAC (86).

El segundo mecanismo corresponde a la reduccion del consumo inutil de ATP por la
ATP sintasa. Durante condiciones de isquemia, la proteina ATP sintasa comienza a funcionar
de manera inversa, en lugar de producir ATP lo va a hidrolizar en un intento de equilibrar el
potencial de membrana. Las HK van a actuar uniéndose a VDAC, promoviendo y
manteniendo una conformacién cerrado del canal, de esta manera, se impedira el paso de
moléculas energéticas a través de la membrana mitocondrial externa para su posterior
destruccion. Adicionalmente, si el VDAC se encuentra en estado abierto, las HK van a
desfosforilar las moléculas de ATP a ADP, de esta forma ingresaran a la matriz mitocondrial
y no podran ser usadas por la ATP sintasa. Junto con esto, el proceso de desfosforilacion de
estas moléculas, las HK van a generar G6P adicional que sera utilizado para la produccion
de moléculas de ATP. Sin embargo, también puede ser utilizada en la via de las pentosas

fosfato para producir NADPH.

El tercer mecanismo es que las HK van a evitar el agotamiento de energia a traves de
la estimulacion de la adenilato quinasa, la cual utilizara el ADP ingresado al interior de la
membrana mitocondrial y producird moléculas de ATP que luego seran exportadas fuera de
la mitocondria por el VDAC para apoyar los procesos bioenergéticos desarrollados en el

citoplasma (87).
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3.6 Proteina translocadora (TSPO)

La proteina translocadora (TPSO) anteriormente denominada receptor periférico de
benzodiacepinas, es una proteina de 18 kDa que reside en la membrana mitocondrial externa
y esta vinculada con el transporte de colesterol a través de esta membrana, ademéas de una
funcién implicada en la sintesis de esteroides. Corresponde a una proteina helicoidal que
posee cinco a-hélices transmembrana y su extremo C-terminal estd en direccion al
citoplasma, mientras que su extremo N-terminal, como lo muestra la fig. 10, se encuentra en
direccion al interior mitocondrial. Las hélices se observan con torceduras por la presencia de

residuos de prolina (88).

Espacio N
intermembrana

Citosol

A

Fig 10. Estructura de la proteina translocadora. A) se observa la estructura basica con sus
cinco heélices transmembrana y los extremos N y C- terminal fuera de la membrana
mitocondrial. B-C) se observan las a-hélices en el mondémero de TSPO al interior de la
membrana mitocondrial. Tomado y modificado de (Gatliff, 2017) (89).

Inicialmente, era sugerido que la TSPO actuaba regulando al mPTP indirectamente a
través de sus ligandos como PK11195, Ro5-4864 y PP IX pero dependia de las condiciones
ambientales y la concentracion utilizada. EI primer ligando actuaba como antagonista,

mientras que el segundo como agonista en el mismo tipo de células. Ademas de la regulacion
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por ligandos, se asociaba por la union con el VDAC vy el translocador de nucleotidos de
adenina regulando directamente al mPTP a través de sus componentes moleculares (90).

Todo esto fue contrarrestado con un estudio donde se demostraba que TSPO no juega
ningun papel en la regulacion del poro y también que los ligandos no controlaban su apertura
y finalmente, que las células cardiacas que carecen de esta proteina son igual de sensibles a
la lesién por isquemia/reperfusion que aquellas que si la presentaban. Sin embargo, en este
mismo estudio se demostr6 que algunos ligandos de TSPO pueden unirse a la ATP sintasa,

por lo que, de alguna forma, si podria participar en la regulacion del mPTP (91).
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4. PATOLOGIAS ASOCIADAS AL PORO DE TRANSICION DE LA
PERMEABILIDAD MITOCONDRIAL

La permeabilizacion de la membrana mitocondrial constituye un paso importante en
la activacion de la muerte celular, ya sea por via necrética o apoptética. La definicion de la
via que se tomara para la muerte celular, va a depender del modo en que se alteran las
membranas, por ejemplo, la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial por
proteinas. Estas proteinas como Bcl-2, Bax, Bak, factores proapoptoticos intramitocondriales
como el citocromo ¢ y smac/DIABLO, van a conducir a la destruccion celular por la via
apoptdtica. Por otro lado, la elevada cantidad de Ca?* y la presencia de ROS, van a conducir
a un desequilibrio de la membrana mitocondrial interna, que va a conllevar una detencion de
la produccion de ATP, disipacion del potencial de membrana, alteracion de la cadena
respiratoria, inflamacion de organulos y finalmente, la ruptura de la membrana externa,

llevando asi, a la muerte celular por necrosis.

4.1 Lesion por isquemia y reperfusion

El proceso de isquemia y la reperfusion es una patologia caracterizada inicialmente
por la restriccion del suministro sanguineo a un 6rgano, luego, esta restriccion es restaurada
con el consecuente re-oxigenacion de tejidos. Esta oclusion de la circulacion sanguinea puede
darse por la formacion de algun trombo o también durante episodios de apnea obstructiva del
suefio, generando hipoxia tisular y una respuesta inflamatoria a la que se le denomina lesion
por reperfusion. Esta lesion contribuye al desarrollo de diferentes patologias como, por
ejemplo, paro cardiaco. Ademas, la condicidn de isquemia/reperfusion en un 6rgano, puede
desencadenar la activacion inflamatoria en otros 6rganos, lo que podria finalmente llevar a

un episodio de falla multiorganica (92). Esta condicion, esta estrechamente relacionada con
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el mPTP, debido a que durante la reperfusion y por la presencia de altos niveles de ROS y
Ca?* generados, el poro iniciard su apertura de manera prolongada, permitiendo el
desequilibrio homeostéatico entre el medio intra y extra mitocondrial, llevando, por lo tanto,

a los procesos patoldgicos posteriores que culminan en la muerte celular.

Frente a condiciones fisioldgicas, la apertura del mPTP en el corazén contribuye a la
sefializacion de ROS, el desarrollo de cardiomiocitos y el control del ingreso o salida de
calcio mitocondrial para la realizacion de procesos biolégicos, ademas, de la generacion de
un potencial transmembrana a partir de los equivalentes reductores generados por el ciclo del
acido tricarboxilico, para el proceso de sintesis de ATP (93). Sin embargo, en condiciones
patologicas, como es el proceso de isquemia en los cardiomiocitos, se detiene el
funcionamiento de la cadena respiratoria y sintesis de ATP por la falta de oxigeno, lo que
trae como consecuencia, una caida considerable en los niveles de la molécula energética en
el corazon. Esta deficiencia llevara al piruvato a transformarse en acido lactico por glucdlisis
anaerobia, acidificando el medio y reduciendo el pH intracelular. Como se observa en la
figura 10, el pH provoca el aumento de sodio a nivel intracelular, ya que, a modo de equilibrar
el pH, el intercambiador Na*/H* (NHE) intentara transportar iones hidrogeno al medio
extracelular, lo que conlleva a una elevada concentracién de Na* citosélico. Esta sobrecarga
de sodio no se equilibra rapidamente, ya que cesa la bomba Na*/K* por falta de ATP, por lo
que el Na* es equilibrado por el intercambiador sarcolémico Na*/Ca*? provocando una
sobrecarga de Ca?* intracelular lo que conlleva a una apertura prolongada del poro, junto a
la entrada de agua por el desequilibrio osmético. Como consecuencia final, habra presencia

de edemas al interior de la célula, hinchazén celular y rompimiento de membranas (94).

Esto se relaciona con el mPTP, ya que como fue mencionado anteriormente, los
principales inductores de la apertura de este son las ROS y la sobrecarga de Ca?*. Estas,
ademas, son contribuyentes de la lesion por reperfusion. El primer lugar, el estrés oxidativo
reduce la disponibilidad de o6xido nitrico (NO), el cual cumple la funcién de inactivar

radicales superdxido y participa disminuyendo la reperfusion del flujo sanguineo del
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miocardio. Ademas de esto, posterior a la recirculacion de oxigeno después de la reperfusion,
se provocard a un aumento de ROS que induce ain mas la apertura del poro. Por otro lado,
las altas concentraciones de Ca?* aumentan aln mas cuando se restauran los niveles de
oxigeno luego de la lesion por isquemia/reperfusion ya que al momento del proceso de dafio
se deteriora el reticulo sarcoplasmico por el estrés oxidativo, lo que genera una liberacion

excesiva de Ca®* (95).

Ademas de esto, la presencia de ROS activa las MAP quinasas JNK, p38 y ERK,
conllevando a la fosforilacién y activacion del intercambiador Na*/H* (NHE), iniciandose
todo el proceso, que trae como consecuencia el continuo aumento de Ca?* citosélico en la
lesion por isquemia/reperfusion. Por otro lado, al encontrarse elevada la actividad de la
quinasa JNK, fosforila directamente los complejos respiratorios mitocondriales, aumentando
asi la produccion de ROS, p38, por el contrario, posee un efecto cardioprotector, ya que
inhibe el uniportador de calcio, evitando la acumulacion del mismo a nivel mitocondrial, sin
embargo, en células neuronales posee un rol totalmente diferente, activando y movilizando

moléculas proapoptoticas a las mitocondrias (96).

El desequilibrio de la permeabilidad mitocondrial es provocado por la fuga de iones
H*. Este hecho, generara la produccion de especies reactivas del nitrégeno (RNS) como el
peroxinitrito (ONOO) lo que trae como consecuencia, un aumento sostenido de fuga de iones
H*. Ademas, los productos de oxidacién lipidica pueden activar a las proteinas de
desacoplamiento mitocondrial (UCP mitocondriales), las cuales tienen como funcion
transportar aniones desde la membrana mitocondrial interna a la externa o viceversa y ademas
regulan la permeabilidad mitocondrial. Como se puede observar en la Figura 10, la proteina
quinasa dependiente de AMP (PKA), puede activar a la éxido nitrico sintasa endotelial
(eNOS), generando RNS, que bajo condiciones patoldgicas inhiben la cadena transportadora

de electrones (97).
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Fig 11. Calcio y ROS en la lesion por isquemia/reperfusion en mitocondrias cardiacas. A)
Muestra condiciones fisiologicas en donde el transportador Na*/Ca?* funciona de manera
adecuada, mientras que en procesos de isquemia/reperfusion se muestra el transportador
Na*/Ca?* realizando la funcidn contraria. B) Liberacion y activacion de eNOS y ROS por
aumento de AMP en lesion por isquemia. Tomado y modificado de (Brookes, 2004) (95).

Para la preservacion del funcionamiento cardiovascular es necesario el control
mitocondrial, esto debido a que, en primer lugar, el flujo de Ca?* es imprescindible para la

actividad cardiaca, por lo que desregulaciones en la homeostasis de este metabolito pueden
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causar graves afectaciones en el corazén. En segundo lugar, las células cardiacas dependen
mayoritariamente de la fosforilacién oxidativa para la generacion de energia, la que se puede
ver perjudicada con la alteracion de la permeabilidad mitocondrial (98). Por ultimo, la
acumulacion de mitocondrias defectuosas en el cardiomiocito puede desencadenar procesos
de muerte celular programada debido a la liberacion de proteinas proapoptéticas que llevaran
a la pérdida patoldgica de tejido (99). Es por estas razones que las mitocondrias asumen un
importante rol como desencadenantes de enfermedades cardiovasculares, tales como
arritmias, aterosclerosis, infarto agudo al miocardio, hipertension, entre otras afectaciones

cardiacas y vasculares (100).

Como las mitocondrias estan ampliamente relacionadas a las afecciones cardiacas
méas comunes, han sido objeto de estudio farmacoldgico en los dltimos afios. Una de las
terapias dirigidas a las mitocondrias es el aminoacido L-arginina el que puede aumentar la
eficiencia cardiaca y mejorar considerablemente el ciclo del TCA a través del suministro de
2-oxiglutarato, pudiendo, por lo tanto, ser usado en pacientes con miocardiopatia
mitocondrial (101). Por otro lado, se encuentra como potencial agente terapéutico el
dicloroacetato (DCA), el cual cumple como funcion la estimulacion de la enzima piruvato
deshidrogenasa (PDH) que desvia el piruvato hacia el proceso de fosforilacion oxidativa. Sin
embargo, se concluyo que solo puede ser utilizado eficazmente en personas con deficiencia
de PDH (102).

En cuanto a farmacos que interacttan directamente con el mPTP, principalmente se
considera a la CsA, la cual se une a ciclofilina D, inhibiendo la apertura del poro vy, por lo
tanto, las consecuencias que esto conlleva, confiriendo proteccion contra la lesién por
isquemia/reperfusion en células cardiacas y corazones intactos (103), reduciendo al menos
20% de infarto al administrarla antes de la intervencion coronaria percutanea (104). Un
estudio reciente incluye a el curculigbsido como un farmaco protector en la reperfusién
miocéardica. El curculigésido es un antioxidante glucésido fendlico que ejerce efectos

antiinflamatorios y antitumorales, extraido de Curculigo orchioides Gaernt, una hierba
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tradicional China, demostrandose también, que el curculigésido puede inhibir el estrés
oxidativo producido por perdxido de hidrogeno (105). En el estudio fue posible observar que
este antioxidante ejerce efectos protectores contra la lesion por isquemia/reperfusion
miocardica, dependiendo de la dosis administrada, ya que es capaz de inhibir la apertura del
mPTP alterando su sensibilidad al Ca%*, junto con la disminucidn de la expresion de proteinas
asociadas a la apoptosis (106).

En general, existe una gran cantidad de medicamentos que en estudios in vitro
demuestran gran eficacia en cardioproteccion a través de mecanismos mitocondriales, como
xantina oxidasa alopurinol y mercaptopropionil glicina (107, 108). Sin embargo, son

descartados debido a que no han tenido éxito en los ensayos clinicos.

4.2 Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo que ocurre
frecuentemente en personas de edad avanzada y que produce déficits cognitivos severos por
acumulacion extracelular e intracelular de beta amiloide (AB) en el parénquima y vasos
cerebrales, provocando graves afectaciones neuronales (109). Solo un pequefio porcentaje de
personas que padecen esta enfermedad portan genes con mutaciones asociadas a esta,
mientras que mayoritariamente aparece de manera esporadica en personas susceptibles. El
deposito de AP va a provocar la generacion de ROS y desequilibrio en la homeostasis del
Ca?* intracelular. Ademas, AP puede ingresar a las mitocondrias y unirse a CypD. Estos tres
factores van a influir directamente en la apertura del mPTP, desencadenando la liberacion de

factores proapoptoticos y lesiones en las membranas mitocondriales (110).
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Durante su agregacion, el AP genera productos oxidantes, los cuales van a afectar la
funcion de la Na'/K* ATPasa y ATPasa calcica, esta Ultima genera una desregulacion del
canal de Ca®* sensible al voltaje tipo L (LVSCC), el receptor del acido a-amino-3-hidroxi-5-
metilisoxazol-4-propionico (AMPAR), N-receptor de D-aspartato de metilo (NMDAR) y
también receptores de 1,4,5-trifosfato de inositol, lo que provoca un significativo aumento el
flujo de Ca®* hacia el citosol (111). Este aumento de Ca®* a nivel intracelular causa una
sobrecarga ademas de Ca?* mitocondrial que genera un aumento de la produccion de ROS
mitocondriales. Por lo tanto, las mitocondrias estaran siendo afectadas por ROS exdgenas
que son inducidas por el AP y por ROS originados en la mitocondria, perturbando en conjunto
los niveles de calcio mitocondrial que, a su vez, conduciran a mayor produccion de ROS en

la mitocondria (112).

Los niveles de Ca?* extracelulares se encuentran en mucha mayor concentracion que
los niveles citosolicos, aungue en el reticulo endoplasmatico (RE) se encuentra una gran
reserva de este cation. El reticulo puede ser activado por receptores de rianodina (RyR), que
a su vez son sensibles a cambios en el Ca?* citosdlico especificamente a la liberacion de Ca?*
inducida por Ca?* (CICR), la cual tiene un efecto amplificador por el aumento de la expresion
de canales idnicos transportadores de Ca?* como los receptores NMDA o los canales de calcio
dependientes de voltaje, aumentando considerablemente los niveles de Ca?* citoplasmatico
(113). Aunque en estados fisiologicos normalmente este aumento suele eliminarse
rapidamente del citosol, en condiciones fisiopatoldgicas, como en la mutacion del gen de la
presenilina 1 (PS1), en la cual ocurrird una mayor expresion de RyR que elevara
considerablemente los niveles de Ca?* citosélico, los cuales no podran ser eliminados en el
tiempo que es requerido para mantener una homeostasis, por lo que se producira un aumento
sostenido de niveles de este componente desencadenando las reacciones adversas que
conlleva el aumento de Ca?* (Figura 12) (114). Esta alteracion en la liberacion de Ca?*, va a
afectar directamente en la activacion del mPTP llevando, por lo tanto, al proceso de muerte

celular y neurodegeneracion.
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Fig 12. Esquema de desregulacion sinaptica del Ca?* en EA. Se muestra un cuadro
comparativo en condiciones fisioldgicas y fisiopatologicas, en la izquierda se observa que,
en condiciones normales, el aumento presinaptico de Ca?* libera neurotransmisores, mientras
que la activacion de a7nAChR vy la liberacion de RyR también desencadenan la liberacion de
Ca?*, mientras que, frente al Alzheimer, la probabilidad de liberacion del neurotransmisor
glutamato por CICR inducida por RyR provocara el agotamiento de las reservas de Ca®* en
las vesiculas. Por otro lado, AP se une a a7nAChR disminuyendo su expresion. Todos estos
factores van a provocar un aumento de Ca?* inducidos por estimulos. Tomado y modificado
de (McDaid, 2020) (115).

Otra forma de relacién entre el mPTP y la EA corresponde a la pérdida selectiva de
la subunidad que confiere sensibilidad a la oligomicina que forma parte de la ATP sintasa.

Esta subunidad interactda con el AB produciéndose una alteracion en OSCP en cerebros
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humanos con Alzheimer (116). Esta pérdida de OSCP genera una disminucion en la
generacién de ATP, aumentando la produccién de ROS y activando el poro. Por otro lado, la
restauracion de esta subunidad corrige las alteraciones mitocondriales humanas que son
mediadas por AP, por lo que podria ser considerado como un objetivo terapéutico contra
Alzheimer al estabilizar OSCP (117). Ademas de la implicacion de una de las subunidades
de la ATP sintasa, existen otros componentes moleculares del mPTP que estan involucrados
enla EA, uno de ellos es ANT que puede unirse a AP disminuyendo el intercambio ATP/ADP

y a la vez disminuyendo el metabolismo energético en esta enfermedad (118).

Otro de las moléculas relacionadas al mPTP que se ven alteradas en la enfermedad de
Alzheimer es la CypD, la cual se encuentra significativamente elevada en mitocondrias que
contienen AP, posicionadas en las regiones afectadas por Alzheimer que corresponden al
polo temporal e hipocampo comparadas con aquellas mitocondrias corticales sanas en
pacientes sin Alzheimer de la misma edad. Por lo tanto, la elevacion de niveles de CypD en
la enfermedad, esta directamente relacionada con la presencia de AP mitocondrial en el
cerebro, afectando aun mas esta patologia, ademas de la perturbacion provocada
normalmente por la edad (119). El bloqueo de CypD a través de CsA se considerd6 como
enfoque terapéutico significativo en el Alzheimer, sin embargo, los efectos toxicos, como la
inmunosupresion y su imposibilidad de penetrar la barrera hematoencefalica evitan que este
componente sea utilizado en el tratamiento contra esta enfermedad progresiva (120). Se
asocia también la proteina translocadora (TSPO) a la enfermedad del Alzheimer por dos vias
patologicas principalmente. La primera consiste en el transporte de colesterol alterado por
niveles de expresion anormales en neuronas dafiadas; la segunda es la participacion en la
activacion del mPTP y aunque esto ultimo ha sido contradicho, se estima que los ligandos
mas conocidos como R05-4864 en combinaciéon con PK 11195 reducen los niveles de AB

acumulados atenuando el desarrollo de la enfermedad (121).

Ademas de la enfermedad de Alzheimer, existen otras patologias neurodegenerativas

en donde el mPTP se encuentra implicado, una de ellas es la enfermedad de Parkinson (EP),
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desencadenada por la muerte de neuronas dopaminérgicas en la region mesencefalica. Estas
neuronas dopaminérgicas controlan el flujo y almacenamiento de calcio a través de canales
de Ca®* de tipo L dependientes del voltaje que a su vez regulan la liberacion de dopamina
(122). Es por esta razon que las neuronas son especialmente sensibles a las alteraciones de
las concentraciones de Ca?* mitocondrial, aumentando considerablemente la sensibilizacion
de la apertura del mPTP. Junto con esto, se produce una dificultad para amortiguar la
presencia de ROS en neuronas dopaminérgicas, aumentando ain mas la probabilidad de
apertura del poro (123).

La esclerosis multiple corresponde a una enfermedad inflamatoria cronica del sistema
nervioso central. La fisiopatologia de esta enfermedad consiste en que la vaina de mielina en
las neuronas es destruida por anticuerpos endogenos dirigidos contra antigenos asociados a
la mielina, como la proteina basica de mielina (124). Cuando ocurre un ataque inflamatorio,
los macréfagos y la microglia producen elevadas cantidades de glutamato, quien a su vez va
a conducir a la sobrecarga de Ca?* mitocondrial estimulando, por lo tanto, la activacion y

apertura prolongada del mPTP (125).

Otra de las patologias asociadas al poro, corresponde a la enfermedad de Huntington,
la cual es causada por mutaciones en el gen que codifica la proteina huntingtina (Htt),
provocando en las personas que lo padecen, movimientos progresivos incontrolados,
demencia y trastornos psiquiatricos que finalmente provocan la muerte. Esta mutacién del
gen Htt provoca disfunciones mitocondriales en donde la apertura del mPTP se ve inducida
por la sobrecarga de Ca?* en el interior mitocondrial, esta apertura del mega-canal puede ser

inhibida a través de la administracion de la CsA (126).
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4.3 Céancer

La apoptosis se reconoce como un proceso clave en el cancer, ya que se requiere la
pérdida de su control para el avance de esta enfermedad, por lo que se ha relacionado con
una alteracion del mPTP, ocurriendo el proceso contrario a lo que normalmente se produce.
Si bien, los niveles elevados de Ca?* inducen la apertura prolongada del mPTP, las células
cancerosas evaden este tipo de sefalizacion a través de diversos mecanismos. El
oncosupresor de la proteina de leucemia promielocitica (PML) junto a la proteina fosfatasa
2A (PP2A) van a regular la transferencia de Ca®" entre el reticulo endoplasmico y las
mitocondrias a través del MCU, evitando la fosforilacion del receptor de fosfato inositol 3
(IPR3), esto va a disminuir la probabilidad de apertura del poro debido a que no existe el
agente inductor como las elevadas concentraciones de Ca?* (127). Otro de los mecanismos
que ocurren en el cancer relacionado al Ca®* es una pérdida o mutacion del oncosupresor
p53, el que, en condiciones normales, estimula a la proteina del reticulo sarco/endoplasmico
Ca?*-ATPasa (SERCA) manteniendo elevados los niveles de este metabolito, al perderse p53,
junto a los oncosupresores PML y PTEN, lo que conduce a la disminucion del Ca?* evitando

que sea un desencadenante en la apertura del mPTP (128).

Otro tipo de inductor que se ve alterado en esta patologia es la produccion aumentada
de ROS que se encuentra en las células cancerosas. Aun asi, son capaces de evitar la muerte
celular inducida por esta via, esto debido a que, las células cancerosas poseen ademas altos
niveles de proteinas antioxidantes como la superdxido dismutasa que inhibe la toxicidad de
ROS (129). La induccion de la apertura de mPTP dependiente de ROS involucra un canal
de potasio dependiente del voltaje mitocondrial, que puede ser inhibido por proteinas Bax o
por los inhibidores selectivos permeables a la membrana Psora-1, PAP-1 y clofazimina,

induciendo asi la produccién de ROS y despolarizacion mitocondrial sensible a la CsA (130).
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Por otro lado, en el cancer disminuyen los niveles de HK 11, lo que hace suponer que
el proceso de apertura del mPTP se ve favorecido. Sin embargo, en las células tumorales se
ve favorecida la expresion de las proteinas pertenecientes a la familia Bcl-2, Bcl-X1 'y Mcl-
1, las cuales tienen funcion antiapoptdtica que al interactuar con VDAC y la subunidad B de
la ATP sintasa van a inhibir la apertura del poro (128). Otro componente relacionado al poro
es GSK-3, que al activarse va a aumentar la produccion de ROS y la muerte celular por
apoptosis después de utilizarse un tratamiento con inhibidores del complejo I de la cadena
respiratoria en células de neuroblastoma humano. Ademas, GSK-3 va a fosforilar a CypD
facilitando la apertura del poro. Sin embargo, al ser fosforilado por AKT, puede ser inhibido
y al ocurrir esto se promueve la asociacion entre HKII y VDAC, inhibiendo la apertura del
poro y permitiendo la proliferacion celular (131). Como la sefalizacion intracelular esta
alterada en la condicién oncogénica, se va a inducir la activacion de la quinasa ERK, que se
localizard en las mitocondrias cumpliendo la funcion de inhibir GSK-3 evitando que se
fosforile CypD perjudicando la apertura del mPTP (132). Por lo tanto, la activacion de estas
cascadas de quinasas en células cancerigenas son la principal razén de la inactivacion del

poro aun en condiciones en las que normalmente se activaria.

El efecto Warburg, por otro lado, consiste en el aumento de la absorcion de glucosa
y la fermentacion lactica en células tumorales independientemente de las condiciones de
oxigeno. La glucosa es sometida a todo el proceso para la generacion de energia,
transformandose en piruvato, siguiendo con la fermentacion lactica. Esto significa que, en el
cancer, existe un aumento en la captacién de glucosa para la produccién continua de
moléculas de ATP, evitando la deficiencia de nucledtidos de adenina dada por el escaso
rendimiento de la glicdlisis lactica, con produce una acumulacién de lactato y una

disminucion del pH, desencadenando la liberacion de inhibidores de mPTP (133, 134).

Finalmente, se han estudiado variados compuestos que pueden actuar como
quimioterapéuticos al inducir estrés oxidativo y favorecer la apertura del mPTP como, por

ejemplo, la hormona vegetal metiljasmonato, el componente de la curcumina en polvo de
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curcuma y compuestos polifenolicos como el resveratrol, los cuales han tenido resultados

prometedores en ensayos clinicos y preclinicos (135).
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CONCLUSION

EI mPTP es una estructura formada por varios componentes moleculares. A pesar de
haber sido ampliamente estudiado, los componentes estructurales que los constituyen sigue
sin ser definidos.

Aunque se han considerado varios canales como el translocador de nucle6tidos de
adenina, la proteina ATP sintasa, el canal anidnico dependiente de voltaje, el transportador
de fosfato inorganico y CypD como componentes estructurales del poro, los dltimos dos
fueron rapidamente descartados y considerados reguladores. Sin embargo, la estructura
hipotética anteriormente mencionada esta sujeta a gran controversia, ya que, segun estudios
recientes, la unica estructura que podria realmente formar parte del poro es la ATP sintasa.
Las demas, por lo tanto, son ampliamente cuestionadas respecto a si forman o no parte del

super-complejo.

Por otro lado, el mPTP es regulado por una amplia variedad de moléculas. Gran parte
de estos reguladores interacttan con los componentes estructurales del poro, de esta manera
pueden inducir o inhibir la apertura prolongada de este, desencadenando asi, procesos

patologicos que pueden llevar a la muerte celular por apoptosis 0 necrosis.

Las patologias como la lesibn isquemia/reperfusion y enfermedades
neurodegenerativas, se relacionan directamente con el mPTP ya que, debido a alteraciones
en el funcionamiento normal de las células, dado por las diferentes causas especificas de cada
enfermedad, se va a provocar la acumulacion de los principales agentes inductores en la
activacion del poro, como el aumento significativo de Ca?* o la produccion de ROS. Mientras
que, en el caso del cancer, se genera el efecto contrario, inhibiendo los aumentos sostenidos

de estos dos inductores, evadiendo asi, la muerte celular.
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