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Excmo. Sr. Presidente de la Academia de Ciencias de la Regién de Murcia
Excmos. e lImos. Sefiores Académicos y Autoridades,
Familiares, amigos y comparieros,

Sefnoras y sefores,

I. Gratulatoria y Recuerdos

Para un profesor universitario que desempefna buena parte de su trabajo
alternando el silencio de un despacho con el bullir de un laboratorio de
investigacion, un acto como el de hoy constituye la excepcion que rompe
el pasar rutinario de los dias. Pero no se trata de una excepcion
cualquiera, pues el ingreso como académico en la Academia de Ciencias
de la Region de Murcia viene a reconocer y dar sentido a toda una vida de
entrega a desentrafar los misterios de la ciencia y, por ende, a la

busqueda racional de la verdad.

Ciencia y Verdad, con mayuscula, dos elementos selectivos de la vida
entendidos como base para construir una vision poética de la sola razon
de ser como individuo. Al etdélogo y evolucionista Richard Dawkins, autor
de El gen egoista, le debemos una expresioén, “la ciencia es la poesia de la
realidad”, que precisamente refleja el interés del hombre por adentrarse
en el estudio de su propia existencia con las armas de la poesia,
entendiendo esta Ultima en su mas estricto sentido etimologico y
aristotélico (del griego “r1oinoic”, “creacion”) como transformacion del
pensamiento en materia. Este mismo sentido se deja entrever en la
belleza de los versos de Gustavo A. Bécquer, representante maximo del

romanticismo sevillano del siglo XIX, en su Rima IV:



Mientras la ciencia a descubrir no alcance
Las fuentes de la vida,
Y en el mar o en el cielo haya un abismo
Que al calculo resista;

Mientras la humanidad siempre avanzando
No sepa a dé camina;

Mientras haya un misterio para el hombre,
jHabra poesial

No puedo menos, pues, que comenzar enhebrando estas primeras lineas
pronunciando repetidas veces una sola palabra: gracias. El alto honor de
ser reconocido y admitido en esta docta institucion no me hace perder el
horizonte. Como decia Miguel de Unamuno, el atormentado Rector
Perpetuo de la Universidad de Salamanca, “gue no me ciegue la ceguera
del honor”. Y en absoluto el honor que me hacéis me ciega, antes al
contrario, me ilumina hasta hacerme ver vuestra extrema generosidad y
benevolencia al admitirme entre vosotros. Gracias a todos, muy en
particular al presidente de la Academia, Juan Carmelo Gémez Fernandez,
por su extrema amabilidad y generosidad al propugnar mi candidatura y

pronunciar las palabras de contestacion a este discurso.

La cita “A hombros de gigantes” se le atribuye al filésofo neoplatdnico del
siglo XIl Bernardo de Chartres, quien queria significar asi que podemos
ver mas y mas lejos que los que nos precedieron, no por la agudeza de
nuestra vista ni por la altura de nuestro cuerpo, sino porque somos izados
y sustentados por la magnitud de sus legados. En efecto, el progreso y
desarrollo de la humanidad se basa en el continuo fluir de avances y
descubrimientos de unas generaciones a otras. En el caso particular de los
cientificos, la transmision constante de saberes se basa en la auctoritas
propia de la tan afiorada relacibn maestro-discipulo mas que en la
potestas subyacente en el ahora imperante binomio profesor-alumno. Y

fue la auctoritas de mi maestro, el Excmo. Sr. D. Manuel Losada
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Villasante, catedratico de Biogquimica y Biologia Molecular y Premio
Principe de Asturias, la que me cautivd desde el inicio y la que me ha
guiado a lo largo de muchos afios. La perspicacia de su analisis, la
profundidad de sus reflexiones, la capacidad para diferenciar el grano de
la paja, como él mismo gusta decir, son cualidades innatas de todo un

gigante de las ciencias bioldgicas.

La ciencia hoy es mas orquestal o coral que solitaria. La ciencia hoy no es
batallar al libre albedrio, como antafo fue, sino que requiere el abordaje
concertado y sinérgico desde multiples puntos de vista, con métodos
complementarios y técnicas especializadas. Asi, el trabajo en red con
colegas y laboratorios de todo el mundo nos ha permitido avanzar por
terrenos ignotos y alcanzar cimas de otro modo inalcanzables. A todos mi
agradecimiento mas sincero. Y precisamente por esa necesidad de
trabajar en equipo, la entrega, generosidad y esfuerzo de los
colaboradores mas cercanos en el diario bregar del laboratorio son
elementos esenciales para escalar montanas y cumbres elevadas, para
conseguir el éxito de los proyectos planteados. Gracias a todos y, en
especial, a los que han asumido conmigo responsabilidades de
coordinacion y supervision del grupo: Antonio Diaz Quintana y, en
particular, Irene Diaz Moreno, quien en los udltimos afos ha sabido
conformar y liderar un grupo bien cohesionado de jovenes ilusionados
gracias a su brillantez intelectual, sentido de equipo y capacidad para dar

ejemplo de tesén y dedicacion.

La ciencia es asimismo una actividad enormemente absorbente. Estar en
vanguardia, luchar por la primicia del descubrimiento, conocer en qué se
afanan otros investigadores en cualquier rincon del planeta requieren una
dedicacion total y absoluta. Como si fuese una carrera deportiva, el
objetivo en ciencia es llegar a la meta y, si es posible, llegar el primero.

La Unica férmula de éxito es, por tanto, el trabajo continuo y la
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capacitacion, es decir, el desarrollo de las aptitudes tanto innatas como
adquiridas hasta llegar a alcanzar el plus diferencial del ganador. Esfuerzo,
vocacion, constancia, entrega son palabras que asociamos con normalidad
al éxito en el deporte, y no cabe duda de que son también los principios
que imperan en el a&mbito cientifico. Obvia decir que todo ello implica el
sacrificio y la abnegacion de los familiares y allegados mas préximos, que
con frecuencia padecen en silencio tanta urgencia y concentracion.
Gracias, pues, a Lola, a Miguel y Marta, a Maria José y José, a mis
hermanos, y a los amigos de siempre —muchos de estos cual hermanos—

por su carifio, paciencia y comprension a lo largo de afos y afos.
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Prélogo y Resumen

Una vez sobrepasada la fase inicial gratulatoria y de recuerdos, procede
avanzar hacia la exposicion de observaciones cientificas originales que
configuran el eje central de este discurso, lo que afronto con la modestia
de Juan Ruiz, méas conocido como Arcipreste de Hita, en El Libro del Buen

Amor, obra misceldnea maestra de la narrativa medieval:

Por lo mismo que quiero seriamente escribir
tengo miedo de todo lo que debo decir,
pues mi ciencia es escasa, y 0s tengo que pedir

que vuestra ciencia logre mi ignorancia suplir.

Hacia finales de los afios ochenta, nuestro grupo de investigacion inicia su
andadura de manera independiente centrando su atenciéon en el estudio
de la relacion entre la estructura y la funcion de las metaloproteinas que
actuan como donadoras de electrones al fotosistema I, complejo clorofilico
anclado en las membranas de los organismos fotosintéticos. En concreto,
pretendiamos entender las bases estructurales del reconocimiento
molecular e interaccidon que hacen posible que dos proteinas tan distintas,
desde el punto de vista estructural, como el citocromo cg (proteina con
hierro) y la plastocianina (proteina con cobre) puedan intercambiarse y

donar electrones indistintamente al fotosistema |.

En los afos que siguieron extendimos nuestros estudios a un amplio
abanico de organismos fotosintéticos, desde las cianobacterias mas
primitivas a las plantas superiores, pasando por las microalgas
eucariodticas. De este modo pudimos comprobar que el citocromo cs y la
plastocianina poseen similitudes estructurales a nivel de superficie y
caracteristicas fisicoquimicas idénticas de los centros metalicos que les

permiten ser reconocidas por el fotosistema | y donar sus electrones con
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igual eficiencia. Se trataba, pues, de un ejemplo excelente de evolucion

convergente de proteinas, de evolucion bioldgica a nivel molecular.

Teniendo en cuenta las disponibilidades relativas de hierro y cobre a lo
largo de la vida del planeta, lanzamos una hipétesis evolutiva para
explicar nuestros hallazgos: En la atmodsfera primitiva, de caréacter
reductor, el hierro estaba mucho mas disponible que el cobre para los
seres vivos, ya que el hierro reducido (Fe*") es soluble en tanto el cobre
reducido (Cu™) precipita. A medida que la atmésfera fue tornandose
oxidante debido a la emisibn de dioxigeno por los organismos
fotosintéticos, el hierro empezé a escasear y el cobre a hacerse
disponible, ya que el hierro oxidado (Fe®*") precipita y el cobre oxidado
(Cu®*) se solubiliza. En estas condiciones, la vida evolucion6
acomodandose a la quimica cambiante del planeta, y viceversa. Al
principio, cuando el hierro era mucho mas abundante que el cobre, los
organismos fotosintéticos aprendieron a utilizar citocromo cg, hasta que
empezaron a sustituirlo por plastocianina cuando el cobre se hizo mucho
mas accesible que el hierro. Estos trabajos culminaron, practicamente,
con la demostracion en 2003 de que las plantas, en el curso de la
evolucion, perdieron la capacidad de sintetizar citocromo cg y solo fabrican

plastocianina.

Desde entonces, el grupo ha seguido trabajando con metaloproteinas,
sobre todo de hierro, si bien en un contexto diferente. Hace poco
conseguimos identificar toda una compleja red de proteinas en el
citoplasma y en el ndcleo de las células humanas y de plantas que
interaccionan con el citocromo c¢ en condiciones de muerte celular
programada (conocida como PCD, del inglés “Programmed Cell Death”). El
citocromo ¢ es una hemoproteina que se encuentra en la mitocondria,
jugando un papel clave como transportador de electrones en la cadena

respiratoria en condiciones homeostaticas, pero sale al citoplasma cuando
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la célula se prepara para morir y dispara la ruta de activacion de
caspasas, que son enzimas proteoliticas cuya funcion es desmantelar de
manera ordenada el entramado molecular de las células. El caracter de las
proteinas identificadas como dianas nucleocitoplasmicas del citocromo c
nos ha permitido proponer una hipoétesis unificada, en plantas y humanos,
sobre el mantenimiento del equilibrio entre la vida y la muerte celular: El
citocromo ¢ extramitocondrial juega un doble papel al inducir la muerte de
las células, no solo disparando las rutas apoptdticas, como esta bien
establecido, sino también bloqueando las rutas de supervivencia, lo que es
un concepto original y relevante. Esta nueva vision del equilibrio
metabdlico entre la vida y la muerte podria ejemplificarse como sigue:
Mientras los operarios estan desmantelando una casa de manera
ordenada para reutilizar muebles, puertas y ventanas, no tiene sentido
que otros operarios estén instalando nuevos muebles, puertas y ventanas.
De manera similar, mientras las caspasas estan desestructurando la célula
segun un programa bien establecido, no tiene sentido que las rutas
metabdlicas normales (replicacion del DNA, sintesis de proteinas, etc.)

sigan fabricando nuevas macromoléculas y componentes celulares.

Las palabras que suceden estan dedicadas, pues, al estudio de los
metales, concretamente de aquellos que se consideran esenciales para los
seres vivos, de ahi el titulo “Metales preciosos para la vida”. Y es la
poesia, no solo en el sentido “creativo” del término griego antes citado,
sino también en el sentido “condensativo” de su etimologia alemana
(“Dichtung” significa “poesia”, pero la raiz es “dicht”, “denso”), la que
marca la pauta de este discurso, en el que se resume casi cuatro décadas

tratando de desvelar entresijos de la ciencia y su verdad.
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I. Introduccion

De los mas de cien elementos que componen la Tabla Peridédica de
elementos quimicos, apenas un pufiado de ellos se encuentran en los
integrantes moleculares esenciales de los organismos vivos. De hecho, tan
solo seis son los elementos mayoritarios de los cuatro grandes grupos de
macromoléculas que constituyen la materia viva, como son los
carbohidratos (o azucares), los lipidos, las proteinas y los &cidos
nucleicos. Estos seis elementos, denominados “elementos biogenésicos
primordiales”, son: carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno, fésforo y
azufre (Losada et al. 1998-99).

Un segundo grupo de elementos propios de los seres vivos esté integrado
por dos metales alcalinos (sodio y potasio) y otros dos alcalino-térreos
(calcio y magnesio). Estos cuatro elementos, junto con el cloro, son los
responsables principales del mantenimiento de los equilibrios i6nicos en
los fluidos bioldgicos. De hecho, la sustancia mas parecida al plasma
sanguineo es el agua de mar, reflejo de nuestro origen evolutivo hace
miles de millones de afo. Por otro lado, la continua creaciéon y disipacion
de potenciales electroquimicos de calcio, potasio y sodio a un lado y otro
de las membranas bioldgicas son la base de procesos fisiologicos clave,
como la contraccion muscular y la transmision del impulso nervioso. El
magnesio, a su vez, es el elemento metdalico esencial de la clorofila,
pigmento de color verde que absorbe la energia de la radiacion
electromagnética del sol para su transformacién en energia quimica util

por los organismos vegetales.

Finalmente, un tercer grupo de elementos asociados a la vida esta
constituido por los “oligoelementos”, o “elementos traza”, denominados
asi por encontrarse en cantidades mucho mas pequefias que los

anteriores. La mayoria pertenece al primer periodo de los metales de
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transicion. Suelen desempefar una enorme diversidad de funciones, como
corresponde al hecho de que se encuentren formando parte de hasta el
treinta por ciento de las proteinas de un organismo. Como ejemplos
representativos podemos citar el manganeso, elemento esencial del
complejo de oxidacion del agua en los organismos fotosintéticos, o el
vanadio, constituyente de la hemovanadina, equivalente a la hemoglobina
de los mamiferos, para el transporte de oxigeno en los animales
tunicados. El molibdeno se encuentra en la mayoria de las enzimas que
intervienen en el metabolismo del nitrogeno y el cinc es clave en el sitio
catalitico de la anhidrasa carbdnica, una de las enzimas mas activas e
importantes en el mundo vivo pues permite que el anhidrido carbdnico
(CO,) sea transportado por la sangre de nuestro organismo desde las
células, donde se produce, hasta los pulmones, donde se expulsa al
exterior. Pero entre todos estos metales destacan el hierro y el cobre,
como veremos a continuacion, por su relevancia y distribucion universal

entre los seres vivos (Losada et al. 1998-99).

Los metales han jugado un papel primordial en los sistemas biolégicos
desde el origen de la vida en la Tierra. Al parecer, las primeras reacciones
de la quimica pre-bidtica condujeron a la formacion de grandes moléculas
complejas —e incluso de largos polimeros— gracias a la accion catalitica
coordinada de moléculas organicas mas sencillas con ciertos metales. La
denominada “Teoria de la Arcilla”, en concreto, propone que los elementos
de caracter metalico o metaloide presentes en las arcillas facilitaron la
aparicion de las primeras formas de vida en el fondo de los mares y
océanos. Estos se caracterizaban por presiones y temperaturas elevadas,
alto nivel de radiacion nuclear, abundancia de sustancias ricas en energia
y ausencia de oxigeno libre. En el curso de la evolucién, muchos de estos
metales quedaron integrados en las estructuras de las macromoléculas

bioloégicas, como las proteinas, acidos nucleicos, etc.
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A pesar del papel clave, esencial, de los metales en biologia, la percepcion
que tiene el hombre de la calle al oir hablar de los metales es mas bien
negativa ya que se les hace responsables de muchos de los graves
problemas de contaminacion que padecen las sociedades mas
desarrolladas. Se admite que los metales son fundamentales en el mundo
de hoy, en el mundo moderno, ya sea en la propia industria del metal, o
metaldrgica —por ejemplo, para la fabricaciobn de automoviles—, o
energética —por ejemplo, en las centrales nucleares—, pero con frecuencia
se hace referencia a los metales pesados (mercurio, plomo, cadmio, talio)
y a los metales radiactivos (uranio, plutonio) como fuentes de
contaminacion de la atmoésfera, aguas y alimentos. Aparte los bien
conocidos accidentes en centrales nucleares (Fukushima, Chernébil, Three
Mile Island, etc.), un ejemplo relativamente cercano de tales
connotaciones negativas es el fatal accidente que ocurrié hace unos afnos
no tan lejos de aqui, en las minas de Aznalcdllar, cuando se rompid el
muro de contencion de una balsa de desechos y el agua contaminada de
metales fue a parar al rio Guadiamar, lo que provocdé una enorme

mortandad de peces y plantas a lo largo de todo el cauce.

La percepcion social es distinta si se habla de los conocidos como metales
preciosos: oro, plata y platino. Son elementos que permanecen
inalterables e inertes desde el punto de vista quimico, que no cambian en
sus propiedades a pesar de estar expuestos a la atmdsfera oxidante. Son
elementos muy codiciados y apreciados, de elevado valor comercial,
simbolos de riqueza y nivel econémico. Aparte el platino, cuyo
descubrimiento se atribuye al espariol Antonio de Ulloa en el siglo XVIII, el
uso del oro y la plata es ancestral y se haya extendido en todas las
culturas desde tiempo inmemorial, ya fuera entre los gobernantes de las
antiguas civilizaciones tartésicas o amerindias, ya fuera en las monarquias

mas recientes y otros grupos de poder. De ahi el calificativo de preciosos.
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I1. El hierro y el cobre

También preciosos —0, quiza mejor, preciados— para los seres vivos son
los elementos hierro y cobre. Y no son preciados por escasez o falta de
inercia quimica, antes al contrario, son muy abundantes en el planeta, de
amplio uso en biologia y se deterioran facilmente al contacto con la
atmosfera. Lo que les confiere su valor es el hecho de ser elementos
principales entre los metales que conforman el grupo de oligoelementos,
esenciales para el funcionamiento de nuestras células. Se encuentran en

cantidades pequefias, pero son criticos para la vida.

Tanto el hierro como el cobre son bien conocidos en la historia del
hombre. Los alquimistas pronto los identificaron entre los distintos
elementos naturales y, de hecho, asi constan en sus primeras tablas. Se
asociaban con dos dioses y sus respectivos planetas, Marte y Venus; el
hierro con Marte por la fortaleza del metal y el cobre con Venus por su
fragilidad y maleabilidad. En el famoso cuadro de Veldzquez
representando al dios Marte, este aparece como un soldado fuerte y
vigoroso; y en el no menos famoso cuadro de Rubens representando a la
diosa Venus, esta aparece mirandose a un espejo de cobre (Fig. 1). De
hecho, los simbolos que usaban los alquimistas para representar el hierro
y el cobre son los mismos que hoy utilizamos para representar los sexos
masculino y femenino: el primero, un circulo con flecha en diagonal hacia
arriba y a la derecha; el segundo, un circulo con cruz hacia abajo (De la
Rosa et al. 2011).

Los dos elementos hierro y cobre se encuentran en los seres Vivos
formando parte de una enorme diversidad de proteinas. Las de hierro se
pueden clasificar en dos grandes grupos: las proteinas heminicas y las no-
heminicas. Las primeras alojan el grupo hemo o sirohemo y las segundas

contienen asociaciones de hierro y azufre muy variadas.
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Figura 1. El hierro y el cobre son los dos elementos metalicos mas frecuentes en
las proteinas metaliferas. Bien conocidos por los alquimistas, el hierro se
asociaba a la fortaleza masculina del dios Marte y el cobre a la fragilidad
femenina de la diosa Venus.

La mayor parte de proteinas heminicas poseen el grupo hemo tipico,
derivado de la ferro-protoporfirina I1X, como son la hemoglobina de la
sangre, cuya finalidad es transportar el oxigeno aspirado en los pulmones
y distribuirlo entre las células de nuestro organismo, o la mioglobina,
responsable de la contraccion muscular. Este mismo grupo hemo se
encuentra en los citocromos, que son de tipos muy distintos (a, b, c, d, f,
P450, etc.) y realizan, por tanto, una enorme diversidad de funciones, la
mayoria de oxido-reduccion. El grupo hemo se encuentra, asimismo, en
las oxigenasas, que son enzimas que usan el oxigeno para oxidar otros
compuestos quimicos, en las peroxidasas, que utilizan el perdxido de

hidrbgeno como oxidante, y en general en las enzimas de O&xido-
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reduccion, u oOxido-reductasas. El grupo sirohemo es un grupo hemo
ligeramente modificado, constituyente de enzimas como las reductasas de

sulfito y nitrito.

Las proteinas con hierro heminico constituyen, sin lugar a dudas, el grupo
mas numeroso y diverso de proteinas metaliferas, tanto desde el punto de
vista estructural como funcional. Por ejemplo, los citocromos del tipo c,
como los que se analizan en este trabajo, constituyen por si mismos un
variado grupo de hemoproteinas cuyo cofactor heminico se encuentra
covalentemente unido a la cadena polipeptidica por dos enlaces tioéteres.
Estos enlaces se establecen entre los grupos vinilos del hemo y las
cadenas laterales de dos residuos de cisteina proximos en la secuencia
aminoacidica, en el tipico dominio Cys-Xxx-Yyy-Cys-His. Se han descrito
hasta tres mecanismos diferentes de modificaciones posteriores a la
traduccion, incluso dentro del mismo organismo, para ensamblar no solo
uno, sino varios grupos hemos a la cadena polipeptidica del apocitocromo.
Los citocromos multihémicos, por ejemplo, son frecuentes en las bacterias
extremofilas y pueden llegar a albergar hasta dieciséis cofactores
heminicos. Todo ello da idea de la enorme diversidad génica y genémica
que subyace detras de este amplio grupo de proteinas, resultado de la

presion evolutiva a lo largo de millones y millones de afios.

Las agrupaciones sulfoférricas de las proteinas no-heminicas son también
muy variadas en numero y relacion de atomos de hierro y azufre, asi
como en geometria y disposicién espacial. Ello explica que las proteinas
no-heminicas participen en una gran variedad de reacciones, la mayoria
de transferencia de electrones. A este grupo pertenecen los
transportadores ferredoxina y rubredoxina, Yy ciertas oxigenasas,

hidrogenasas o nitrogenasas.
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Entre las proteinas de cobre existe igualmente una enorme diversidad. Se
agrupan en cinco tipos, segun la arquitectura del centro metalico. Al tipo
I, con cuatro ligandos de la cadena polipeptidica en disposicion
tetraédrica, pertenecen las denominadas proteinas azules de cobre, como
son la plastocianina, la azurina o la rusticianina. El tipo Il, con cuatro
aminoacidos también actuando de ligandos si bien en forma de complejo
plano cuadrado, se encuentra en enzimas como la reductasa de nitrito, la
dismutasa de superoxido y las oxidasas de galactosa o grupos amino. El
tipo 11l es un centro dinuclear, con dos atomos de cobre y una molécula
de dioxigeno entre ellos, que se encuentra en la hemocianina, responsable
del transporte de oxigeno en los caracoles, y en la tirosinasa, responsable
de la hidroxilacién de los fenoles. Al tipo IV pertenecen las cuproproteinas
con tres centros mononucleares tipo I, como es la ceruloplasmina,
principal proteina transportadora de cobre en la sangre, y enzimas como
la oxidasa de ascorbato y la lacasa, responsable esta dudltima del
ennegrecimiento de la fruta cortada y expuesta al aire por oxidacion de
fenoles. Por dltimo, el tipo V se caracteriza por ser una combinacién de
dos centros de cobre, a saber: el cobre A (Cua) dinuclear y el cobre B
(Cug) mononuclear; este tipo V se observa en la oxidasa de citocromo ¢
mitocondrial, o complejo IV, que es el dltimo complejo de proteinas de
membrana de la cadena respiratoria y el que cataliza la reduccion del

oxigeno molecular a agua (Losada et al. 1998-99).

111. Evolucién convergente: citocromo cg y plastocianina

Entre las propiedades fisico-quimicas tipicas del hierro y el cobre cabe
destacar que ambos presentan un amplio abanico de valores de potencial
de oOxido-reduccion en solucion acuosa, dependiendo de los numeros de
oxidacion de las especies del par redox. En biologia, cuando se encuentran

formando parte integral de una metaloproteina, el hierro oscila entre los
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estados ferroso (Fe®") y férrico (Fe**) y el cobre entre los estados cuproso
(Cu'™) y cuprico (Cu?"). Los respectivos valores de potencial de reduccién
de estos dos pares en solucion acuosa a 25 ©C son bastante diferentes,

0,77 voltios para el hierro y 0,16 voltios para el cobre.

Sin embargo, cuando estos metales estdn inmersos en una matriz
proteica, o cadena polipeptidica, sus propiedades fisico-quimicas se
pueden ver afectadas de tal modo que los valores de potencial redox
cambien de manera dréastica. Precisamente esa capacidad que tiene la
matriz proteica de alterar las propiedades redox del centro metalico es lo
que permite que las metaloproteinas, en general, presenten una enorme
diversidad de funciones en el interior de las células vivas. Asi sucede, por
ejemplo, en el caso del citocromo cg y la plastocianina, dos proteinas de
tamafno pequefio y masa molecular similar (ca. 10 kilodaltons), cuyos
potenciales redox presentan un valor idéntico de 0,35 voltios a pH 7. La
primera es una proteina de hierro, con un grupo hemo convencional
inserto en una cadena polipeptidica de unos cien aminoacidos que se
pliega conformando una estructura globular con cuatro hélices de tipo
alfa. La segunda es una proteina azul de cobre tipo I, con un atomo del
metal ligado a la cadena polipeptidica (también de unos cien residuos),

que se pliega formando una lamina beta en forma de barril (Fig. 2).

Plastocianina Citocromo ¢,

Figura 2. La plastocianina y el citocromo cg constituyen un ejemplo excelente de
evolucion convergente: dos proteinas distintas para una misma funcién. La
primera es una proteina con cobre y el segundo contiene hierro heminico.
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Desde el punto de vista estructural, las dos proteinas son totalmente
distintas, sin relacion evolutiva aparente alguna y, sin embargo, exhiben
el mismo valor de potencial redox, un parametro que es clave en el
gobierno termodindmico de la funcidén y eficiencia de las proteinas que
intervienen en reacciones de intercambio de electrones. Tal similitud en el
valor de potencial redox significa que ambas proteinas poseen idéntica
capacidad de 6xido-reduccion —es decir, de transferencia de electrones— v,
por tanto, pueden participar a priori en una misma reaccién redox e
intercambiar su funcion. De hecho, ambas proteinas, el citocromo cs y la
plastocianina, intervienen como transportadores moviles de electrones
entre los complejos proteicos de membrana de los organismos que
realizan fotosintesis oxigénica (plantas, microalgas y cianobacterias) y
pueden reemplazarse la una a la otra dependiendo de las condiciones
cambiantes del medio, como se describe a continuacion (De la Rosa et al.
2002; Hervas et al. 2003).

ATP

H+

ESTROMA

ATPasa

Cc,

Figura 3. La cadena de transporte de electrones fotosintético esta constituida por
diversos complejos proteicos anclados en membrana. Gracias a la energia de la
luz, los electrones fluyen, contra-gradiente de potencial redox, desde el agua
hasta el nivel del electrodo de hidrégeno. Para mas detalles, véase el texto.
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La cadena fotosintética de transporte de electrones estd compuesta por
dos fotosistemas clorofilicos, el fotosistema | (PSl) y el fotosistema Il
(PSII), asi como por el complejo de citocromos bef, todos ellos anclados

en la membrana tilacoidal (Fig. 3).

Con los tres complejos conectados en serie, uno detrds de otro, e
impulsados por la energia de los fotones absorbidos por los dos
fotosistemas, los electrones fluyen desde el agua (H2O), que sirve como
fuente primaria, hasta la ferredoxina (Fd), que actia como sumidero y
aceptor final de la cadena. Al oxidarse en el fotosistema 11, el agua pierde
electrones y forma oxigeno molecular (O;), que se libera a la atmdésfera.
Los electrones extraidos al agua son transportados por la plastoquinona
(PQ), que es una molécula de caracter hidréfobo y se mueve libremente
dentro de la membrana, hasta el complejo de citocromos bgf. Este, a su
vez, transfiere los electrones al fotosistema | a través de una
metaloproteina soluble de tipo redox que se encuentra en el lumen del
tilacoide y que es, precisamente, una de las dos proteinas isopotenciales
que acabamos de citar, el citocromo cg (Ccg) 0 la plastocianina (Pc). Al
otro lado de la membrana, en el estroma, los electrones salen finalmente
del fotosistema | hacia la ferredoxina, proteina con agrupacion sulfoférrica
de dos atomos de hierro y otros dos de azufre; alternativamente, la
ferredoxina puede ser sustituida como sumidero de electrones por la
flavodoxina (FId), que es una proteina con flavina como grupo prostético.
En todo caso, esta ultima proteina reducida, ya sea la ferredoxina o la
flavodoxina, actua como centro distribuidor de electrones hacia el
metabolismo reductor asimilatorio de elementos biogenésicos, en

particular de carbono, nitrégeno y azufre.
El transporte de electrones desde el agua a la ferredoxina o a la

flavodoxina conlleva la creacién de un gradiente de pH, o diferencia de

concentracion de protones (H"), a un lado y otro de la membrana. En
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concreto, la acidulacion del lumen tilacoidal tiene lugar por la liberacion de
protones al oxidarse el agua en el fotosistema Il, asi como por la
translocacion de protones del estroma al lumen en el ciclo redox de la
plastoquinona asociado al citocromo bgf. ElI potencial electroquimico de
protones asi generado se disipa a través de la enzima ATP-sintasa
(ATPasa), que utiliza la energia liberada para energetizar el ortofosfato, o

fosfato inorganico (Pi), y sintetizar trifosfato de adenosina (ATP).

Centrando la atencion sobre el citocromo cg y la plastocianina, veremos
que ambos son transportadores moviles de electrones desde el complejo
de citocromos bef, donde se reducen, hasta el fotosistema I, donde se
oxidan. Las dos metaloproteinas son perfectamente intercambiables entre
si, pero nunca suelen coexistir en la misma célula sino que mas bien se
fabrica una u otra dependiendo de las disponibilidades relativas de los
metales hierro y cobre. Asi, las células fabrican citocromo ce si disponen
de hierro en el medio o plastocianina si el cobre es mas abundante.
Estamos, pues, ante un claro ejemplo de evolucién convergente a nivel
molecular: dos estructuras diferentes para una sola funcién. Se trata, en
todo caso, de estructuras ancestrales distintas, con un origen evolutivo
absolutamente diferente, que van adaptandose en el tiempo para acabar
desempefnando la misma funcion. El concepto es el mismo que el de la
evolucion convergente de las alas de los pajaros y murciélagos o las aletas

de los peces y ballenas.

La evolucidon convergente de proteinas —y, en concreto, del citocromo cg y
la plastocianina— promovida por las disponibilidades relativas cambiantes
de los elementos quimicos en el planeta —y, en concreto, de los metales
hierro y cobre— ha sido el objeto principal de las investigaciones de

nuestro grupo durante muchos afos.
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Uno de los primeros problemas que nos planteamos fue llegar a entender
los mecanismos que gobiernan la interaccion de estos dos transportadores
moviles, el citocromo cg y la plastocianina, con los complejos anclados en
la membrana tilacoidal, a saber: el complejo de citocromos bgsf y el
fotosistema 1. Es decir, cdbmo se produce no solo el reconocimiento
molecular entre el complejo de membrana y el transportador que se
acerca hasta el punto de permitir el acoplamiento de este ultimo sobre el
primero en el sitio de unidon especialmente disefiado para él, sino también

el trasvase posterior del electron de uno a otro.

En este punto es clave entender que las proteinas, ya sean modviles o
formando complejos de membrana, tienen una determinada carga
eléctrica global y cierta asimetria en la distribuciéon local de la misma,
como corresponde al contenido, distribucion y variabilidad de residuos
aminoacidicos de caracter acido (aspartatos y glutamatos) o basico
(lisinas y argininas) que componen sus respectivas estructuras. El
citocromo cg Yy la plastocianina, por ejemplo, tienen a pH fisiolégico una
carga eléctrica neta global determinada —positiva o negativa, segun el
organismo— en funcién del contenido en residuos de caracter acido o
basico. Asi, la carga global de la proteina es negativa si predominan los
residuos acidos y positiva si predominan los basicos. Pero, ademas, esos
residuos suelen situarse en la superficie, en contacto directo con la
solucion acuosa y lejos de los residuos hidrofobos del interior, y
distribuirse de manera asimétrica, lo que genera un momento dipolar en
la molécula. Pues bien, ese momento dipolar es crucial para facilitar la
correcta orientacion y posterior interacciéon de la molécula maovil con el
complejo de la membrana, que a su vez también posee cierta asimetria en
la distribucion de cargas y, por consiguiente, su propio momento dipolar.
Asi, cuando la proteina movil se encuentra en los alrededores de un
complejo de membrana con carga electrostatica global de signo contrario,

se produce la atraccion entre ambos y la proteina moévil se dirige hacia el
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complejo. Cuando estan a una distancia menor, la proteina movil debe
girar para acomodarse de manera correcta en su sitio de unioén y anclaje
en el complejo, lo que hace por alineacion, o acoplamiento, de los
momentos dipolares entre la proteina moévil y el complejo fijo anclado en
la membrana, al igual que se repelen o atraen, segun la orientacion

relativa, dos pequefas barritas imantadas (Fig. 4).

Fotosistema 1

Citocromo ¢4

Figura 4. ElI alineamiento de momentos dipolares permite el correcto
acoplamiento y anclaje del citocromo cg, que es una proteina soluble y movil,
sobre el fotosistema I, que es un complejo proteico inmerso en la membrana
tilacoidal.

El razonamiento de partida, por tanto, fue tomar el momento dipolar del
citocromo cg y el de la plastocianina como eje de referencia comun, es
decir, como elemento inicial comparativo para buscar las bases
estructurales que expliquen su analogia funcional. Asi, procedimos a
calcular el momento dipolar de las dos proteinas de origen cloroplastico,
pues ambas presentan un claro caracter acidico en organismos
eucarioticos. Orientando los respectivos momentos dipolares en direccion
este(negativo)-oeste(positivo), se procedid6 a comparar el potencial
electrostatico a nivel de superficie de las dos proteinas, pudiéndose
identificar una zona de carga electrostatica negativa bien delimitada en
cada molécula, tanto en el citocromo cg como en la plastocianina. A esta

region, situada en la cara “este”, se le denomind sitio 2, responsable del
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establecimiento de las fuerzas electrostaticas en la interfase de interaccion

con los complejos de membrana (Frazao et al. 1995) (Fig. 5).

" ‘h‘:.'-' Sitio 1

Citocromo ¢, Plastocianina

Figura 5. Con el momento dipolar como elemento de referencia, la similitud de
areas superficiales del citocromo cs y la plastocianina explica la analogia e
intercambio funcional de ambas proteinas. El sitio 1, o cara norte, lo componen
residuos hidrofobos; el sitio 2, o cara este, lo componen residuos electrostaticos.
Para mas detalles véase el texto.

Por otra parte, se realizé un célculo computacional para identificar el area
con mayor probabilidad de salida del electron situado en el atomo
metalico del citocromo cs 0 en el de la plastocianina, es decir, para
determinar por doénde llegaria a la superficie el electron liberado por el
hierro ferroso en el caso de la proteina heminica o por el cobre cuproso en
el caso de la cupredoxina. Esto permitié identificar las “zonas calientes” de
las dos proteinas desde el punto de vista redox. En el caso concreto del
citocromo cg, la zona con mayor probabilidad de salida del electréon
corresponde al grupo hemo, concretamente al anillo C, pues el hemo se
encuentra encajado en la proteina como si fuera una moneda en una
ranura y, por tanto, ligeramente accesible a la superficie. Y en el caso de

la plastocianina, el epicentro de la zona caliente corresponde a la histidina
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87, uno de los cuatro ligandos del atomo de cobre. La zona mas activa asi
identificada, tanto en el citocromo c¢g como en la plastocianina, se
caracteriza, ademas, por el predominio de los residuos de caracter
hidrofobo. A esta regién, situada en la cara “norte”, se denomind sitio 1,
responsable del establecimiento de la ruta de transferencia de electrones
en la interfase de interaccién con los complejos de membrana (Navarro et

al. 1997; De la Rosa et al. 1999, 2002) (Fig. 5).

V. Evolucidon y geoquimica: biodisponibilidades de hierro y cobre

Como hemos indicado antes, el elemento clave impulsor de la evolucion
convergente que han sufrido el citocromo cs y la plastocianina ha sido la
biodisponibilidad cambiante —es decir, su accesibilidad relativa a las
células— de los dos elementos metalicos, el hierro y el cobre, a lo largo de

la vida del planeta (De la Rosa et al. 2011).

Uno de los principios basicos de la biologia evolutiva es que la adquisicion
de alimento es el motor principal conductor de la evolucion de los seres
Vivos —ya sean bacterias, hongos, plantas o animales— con la consiguiente
aparicion de nuevas especies. A nivel celular, la norma sigue manteniendo
todo su significado. Asi, las células vivas luchan y se adaptan para
conseguir del medio circundante los nutrientes primordiales, incluyendo
los elementos quimicos necesarios para fabricar sus propias moléculas. De
hecho, la captacion de los elementos y nutrientes necesarios para la vida
celular puede llegar a ser un problema grave si aquellos escasean en
determinadas condiciones, aunque sea de manera temporal. En el caso
concreto de los elementos quimicos, hay que tener en cuenta que su
disponibilidad a lo largo de la historia del planeta se ha visto seriamente
condicionada por la evolucion de la atmdsfera, que en sus inicios era muy

reductora y en la actualidad es muy oxidante.

32



Cuando se origina la Tierra, hace 4.500 millones de afios, no habia
oxigeno libre, todo el oxigeno estaba combinado. La atmdsfera era, por
tanto, muy distinta a la actual, que contiene un 21 por ciento de oxigeno
molecular, o dioxigeno (0O2). Los elementos quimicos fueron respondiendo
a esa atmosfera cambiante, lo que hizo que su estado redox y
disponibilidad para las células fuera asimismo cambiando. En el caso del
hierro y el cobre, por ejemplo, estos se encontraban reducidos en forma
de sulfuros ferrosos y cuprosos en la atmadsfera inicial, mientras que ahora
suelen estar oxidados en hidroxidos férricos y oOxidos cupricos. Lo
interesante de todo este proceso es que el hierro reducido es soluble en
agua y, por consiguiente, estaba muy disponible en el planeta primitivo,
mientras que el hierro oxidado actual precipita y no resulta, por tanto,
accesible a las células. Lo contrario ocurre con el cobre, que precipita en
estado reducido y es mucho mas soluble en estado oxidado. En resumen,
la oxidacion del hierro y del cobre ha conllevado cambios contrapuestos
en sus disponibilidades relativas para las células: al principio, el hierro era
muy abundante y féacilmente accesible, pero no asi el cobre; en la

actualidad, el hierro escasea y el cobre se encuentra con facilidad.

Asumiendo, por tanto, que las disponibilidades relativas de hierro y cobre
pudieron haber condicionado la evolucion del citocromo ¢ y la
plastocianina, nos planteamos llevar a cabo un estudio comparado sobre
la funcionalidad de ambas proteinas en organismos fotosintéticos de
complejidad creciente. Asi, escogimos varias cianobacterias (Nostoc,
Phormidium, Prochlorothrix, Pseudanabaena y Synechocystis), microalgas
verdes (Monoraphidium), helechos (Dryopteris y Nephrolepsis) y plantas
(Arabidopsis y Spinacia). Las cianobacterias fueron los primeros
organismos en realizar fotosintesis oxigénica; se encuentran en ambientes

naturales muy diversos y presentan una enorme diversidad.
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Mediante la técnica de espectroscopia de excitacion por laser, estudiamos
las cinéticas y eficiencias de interaccion del citocromo ce y la plastocianina
con el fotosistema | en los organismos indicados. Utilizando un laser de
rubi pulsado de alta potencia, que excita las moléculas de clorofila del
centro de reaccion fotosintético, se consigue tener una elevada poblacién
de fotosistemas excitados, con la consiguiente oxidacion del par especial
de clorofilas (P700) del fotosistema I. A continuacién, la vuelta al estado
basal inicial se puede seguir registrando en un osciloscopio los cambios de
absorbancia debidos a la reduccion del P700 y, por tanto, analizar en cada
caso las cinéticas de transferencia de electrones desde la proteina
donadora, ya sea citocromo cg 0 plastocianina, al fotosistema clorofilico.
Fue una sorpresa observar que las cinéticas varian de manera drastica de
unos organismos a otros, lo que revela diferencias significativas en sus
eficiencias funcionales. En lineas generales, pudimos concluir que los
organismos eucarioticos, con cloroplastos diferenciados, presentan
cinéticas bifasicas, en tanto que la mayoria de las cianobacterias muestran
cinéticas monoféasicas. En las cinéticas bifasicas se puede apreciar con
claridad una fase inicial muy rapida de oxidacién de la proteina donadora,

seguida por una segunda fase mas lenta.

A fin de explicar las diferencias observadas, propusimos una serie de
modelos cinéticos, de complejidad creciente, que debieron ir
evolucionando con el tiempo (Hervas et al. 1995). Nuestra hipotesis era
que las macromoléculas biolégicas y, en particular, las proteinas redox
deben “aprender” a reconocerse de manera especifica e interaccionar unas
con otras con eficiencia para el desarrollo y vida normal de la célula.
Vendria a ser como los niflos cuando empiezan a caminar, que no nacen
sabiendo: al principio andan con torpeza, gatean y apenas se mantienen
en pie, después se desplazan con equilibrio y rapidez, y con los afos

algunos hasta pueden correr y ganar competiciones deportivas.
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Sobre esta base, clasificamos nuestros modelos cinéticos en tres tipos. El
tipo I, mas primitivo o menos evolucionado, el menos eficiente,
corresponde a un modelo colisional en el que la transferencia del electréon
desde la proteina donadora (citocromo cg 0 plastocianina) reducida (Dreq)
al fotosistema | oxidado (PSlyx) se produce tras la colision de la proteina

movil con el complejo anclado en la membrana:

Dred + PSon -—-= Dox + F)Slred

El tipo I, mas evolucionado y eficiente, corresponde a un modelo con
formacion de un estado intermediario transitorio entre la proteina

donadora y el fotosistema | detectable cinéticamente:

Dred + PSon -—-= [Dred + PSon] -—-= Dox + I:)Sred

Y el tipo 111, el mas desarrollado y eficiente, corresponde a un modelo en
el que los dos componentes del estado intermediario transitorio se
reajustan y acomodan para establecer una ruta bien definida de
transferencia de electrones, mucho mas réapida, desde el metal de la

proteina donadora hasta el fotosistema I:

Dred + PSon -—== [Dred + PSon] -—== [Dred + PSIOX]* -—== Dox + F)Sred

Asi pues, las proteinas que interaccionan entre si para transferirse
electrones lo harian torpemente al principio, segun un mecanismo sencillo
basado en la probabilidad y frecuencia de colisién (tipo 1). Con el tiempo
evolucionarian para mejorar el reconocimiento molecular y prolongar la
interaccion entre ellos (tipo I1). Y, por dltimo, acabarian experimentando
ligeros cambios conformacionales y reajustes internos en el intermediario
formado a fin de acelerar la transferencia del electron de uno a otro, lo

que explicaria las cinéticas bifasicas y la mayor eficiencia (tipo I11).
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De considerarse general, este principio deberia operar no solamente en la
interaccion del citocromo cg y la plastocianina con el fotosistema I, sino
también en la interaccion de las dos metaloproteinas con el otro complejo
de la membrana tilacoidal, con el complejo de citocromos bef. Puesto que
el estudio era mucho mas simple y, por ende, abordable, procedimos al
analisis a fondo y en detalle de las bases estructurales responsables de la
interaccion entre la plastocianina y el dominio soluble del citocromo f, que
es una de las subunidades integrantes del complejo bef. Para ello
utilizamos dos cianobacterias, una mesofila (Nostoc) y otra extremofila
(Phormidium), y comparamos los datos con los que habia disponibles en

la literatura para el alamo (género Populus), una planta superior.

Pudimos comprobar que la plastocianina y el citocromo f de la
cianobacteria Nostoc se acoplan literalmente formando un complejo
transitorio en cuya zona de interaccion se puede identificar con nitidez
toda una serie de residuos de caracter acido o basico, negativos y
positivos, que se acomodan formando una especie de cremallera de
cargas complementarias en una y otra proteina. Los residuos con carga
electrostéatica de la plastocianina cianobacteriana —en este caso, positivos,
a diferencia de los residuos negativos de la plastocianina cloroplastica— se
concentran, precisamente, en el denominado sitio 2 del que hablamos
anteriormente. Por otro lado pudimos identificar la zona de interaccion
redox como el sitio 1 de la plastocianina, de caracter hidrofobo, que es el
que permite el establecimiento de la ruta de transferencia de electrones.
En otras palabras, la plastocianina se une al citocromo f de manera
electrostatica, por atracciéon de cargas de signo contrario de las dos
proteinas, mediante su sitio 2 electrostatico, si bien es la interaccion de
naturaleza hidréfoba a través del sitio 1 la responsable de que se
establezca la ruta de transferencia de electrones; los aminoacidos
hidréfobos del sitio 1 sirven, por otra parte, para eliminar moléculas de

agua de la zona de interaccion, facilitando asi que el electrén pueda pasar

36



desde el atomo de hierro heminico del citocromo f al atomo de cobre de la

plastocianina (Fig. 6).

Nostoc

Figura 6. La orientacion de la plastocianina al interaccionar con el citocromo f
varia de unos organismos a otros. El area mas hidréfoba de la plastocianina (sitio
1, o cara norte) interviene tanto en cianobacterias como en el alamo, pero la
zona electrostatica (sitio 2, o cara este) participa en el reconocimiento en grado
variable, segun el organismo. Para mas detalles, véase el texto.

Al comparar la interaccion de la plastocianina con el citocromo f de otros
organismos se puede ver que hay una diferencia considerable entre el
alamo y las dos cianobacterias, Nostoc y Phormidium. Asi, la interacciéon
hidréfoba a través del sitio 1 es evidente en los tres organismos, pero la
interaccion electrostatica a través del sitio 2 solo se establece en la planta

y en Nostoc, pero no en Phormidium (Diaz-Moreno et al. 2005).

Si tenemos en cuenta que Phormidium vive en ambientes naturales a
temperaturas mucho mayores que Nostoc y asumimos que la vida se
origind en ambientes extremos a temperaturas elevadas, las diferencias
observadas en las formas de interacciobn de la plastocianina con el
citocromo f tienen una facil explicacion teniendo en cuenta que la
temperatura no es mas que la manifestacion de la energia cinética y
velocidad de traslacion de las moléculas. Asi pues, en los organismos
termofilos, menos evolucionados, las moléculas en el interior de las

células se mueven a una velocidad elevada y, por tanto, la frecuencia de
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colision es suficiente para permitir el encuentro redox entre Ila
plastocianina movil y el citocromo f integrado en el complejo de
citocromos bgf, a su vez anclado en la membrana tilacoidal. Al pasar a
ocupar nichos a menor temperatura, los organismos resultantes —
denominados mesoéfilos— tuvieron que desarrollar mecanismos
complementarios que facilitaran la atraccion, pues la frecuencia de colision
por si misma no era suficiente, y recurrieron a las interacciones
electrostaticas. En este sentido, las interacciones electrostaticas tendrian
una aparicion evolutiva posterior a las hidrofobas y su finalidad seria
facilitar la atraccién y reconocimiento molecular entre las moléculas
cuando se han colonizado nichos a temperaturas mas bajas, es decir,
cuando las moléculas se mueven a menor velocidad y la frecuencia de
colisibn es tan baja que no permite una transferencia de electrones
eficiente para mantener la vida celular. Como deciamos antes, las
proteinas necesitan tiempo, tiempo para adaptarse y aprender a
desarrollar su funcion en la célula, exactamente igual que nosotros en la

vida diaria al comenzar una actividad de la que no tenemos conocimiento.

Finalizamos, pues, esta parte de la presentacion con la hipoétesis evolutiva
que desarrollamos a lo largo de varios afios y culminamos en 2005 (De la
Rosa, 2003; Hervas et al. 2003; Molina-Heredia et al. 2003; Diaz-Moreno
2005): Al principio, en un planeta con atmodsfera reductora y hierro
abundante, la primera proteina que utilizaron las cianobacterias para
transferir electrones entre el complejo de citocromos bgf y el fotosistema |
fue el citocromo cs. A medida que el oxigeno fotosintético fue
acumuldndose en la atmésfera y el cobre fue haciéndose accesible, al
tiempo que las disponibilidades de hierro soluble fueron disminuyendo, el
citocromo cg fue dando paso a la aparicion creciente de plastocianina. Y en
la atmoésfera oxidante actual, con cobre en abundancia y hierro limitado,
la plastocianina ha llegado a ser el Unico transportador de electrones entre

el complejo de citocromos bef y el fotosistema | en plantas. De hecho, el
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citocromo cg en plantas ha desaparecido tras evolucionar hacia un nuevo
tipo de citocromo, denominado cp (0 también “cg-like”, en inglés), de
funcion aun desconocida. Por otra parte, y al margen de la transicion
desde el citocromo cs a la plastocianina, cada una de estas proteinas
habria ido evolucionando a lo largo de muchos millones de afios a fin de
optimizar su propia eficiencia cinética. Las interacciones seguirian al
principio el modelo colisional de tipo I, pasarian después a desarrollar una
mayor eficiencia cinética con el mecanismo de tipo Il y finalmente

alcanzarian la maxima eficiencia con el mecanismo de tipo 111 (Fig. 7).

Citocromo ¢,

I 1I IT1
Plastocianina I 11 111
_ , Algas Plantas
Cianobacterias Eucariéticas Superiores

Figura 7. Las primeras cianobacterias utilizaron citocromo cs como transportador
redox fotosintético, cuando el hierro era mas abundante que el cobre en el
planeta. En el curso de la evolucidon, la plastocianina fue sustituyendo al
citocromo cs a medida que el cobre fue haciéndose méas disponible que el hierro.
Las plantas actuales sintetizan plastocianina pero no citocromo cg, que ha
evolucionado hasta dar lugar a un nuevo citocromo, el citocromo cp, cuya funcion
aun no se conoce.

En conclusion, el citocromo ce y la plastocianina constituyen un ejemplo
excelente de evolucién convergente a nivel molecular impulsada por las
limitaciones en las biodisponibilidades relativas de los elementos quimicos
constituyentes, lo que demuestra que la vida ha ido evolucionando en
sintonia con la quimica cambiante del planeta y, por tanto, que la

evolucion bioldgica esta gobernada por la geoquimica.
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V. Citocromo c: una proteina clave para la vida y muerte celular

Al hablar de los metales y, en concreto, del hierro, hemos visto que
existen distintos tipos de proteinas heminicas, como los citocromos de tipo
c, de los que a su vez existe una enorme diversidad. Asi, el citocromo c
respiratorio posee una estructura parecida al citocromo cg fotosintético,
que acabamos de describir. Ambos son proteinas globulares, de pequefio
tamano, de unos cien residuos aminoacidicos y un solo grupo hemo. En
ambos, los dos ligandos axiales del atomo de hierro, dispuestos
perpendicularmente al plano del hemo, son una histidina y una metionina
de la cadena polipeptidica. Asimismo interesante es su analogia funcional,

como se detalla a continuacion.

El citocromo c es una proteina bien conocida desde hace décadas. Se
encuentra en la mitocondria, organulo responsable de la respiracion
celular, y lleva a cabo una funcion esencial en la cadena de transporte de
electrones. En los dltimos afios, sin embargo, ha conseguido despertar de
nuevo enorme interés debido al descubrimiento de su papel clave en los
inicios de la muerte celular programada. Se denomina asi al proceso de
“suicidio” en el que entran las células tras recibir un estimulo especifico,
ya sea externo o interno, a fin de poner sus componentes celulares a
disposicion de las células vecinas. El citocromo c¢, por tanto, es una
proteina bifuncional pues lleva a cabo dos funciones distintas. En
condiciones homeostéaticas, o de funcionamiento normal de la célula,
transporta electrones en la mitocondria. Y en condiciones apoptoéticas, o
de muerte celular programada, interviene en el desmantelamiento
organizado de las estructuras celulares (Diaz-Moreno et al. 2011;

Gonzalez-Arzola et al. 2015a).

En respiracion, el citocromo c transfiere electrones entre dos de los

complejos proteicos anclados en la membrana mitocondrial, desde el
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complejo de citocromos bci; (o complejo Ill) a la citocromo ¢ oxidasa (o
complejo 1V). Su funcidén es equivalente, por tanto, a la del citocromo cg
en fotosintesis, es decir, actia como proteina movil transportadora de
electrones entre dos complejos de membrana. De hecho, el complejo de
citocromos bgf fotosintético y el de citocromos bc; respiratorio funcionan
de manera similar y presentan una gran semejanza estructural, como

corresponde a su origen evolutivo comun (Fig. 8).

ESPACIO
INTERMEMBRANA

= ATP

= NADH Citocromo Citocromo ¢

= Deshidrogenasa bc, Oxidasa ATP Sintasa
Complejo 1 Complejo 111 Complejo 1V

Figura 8. Al igual que la cadena redox fotosintética, la cadena de transporte de
electrones respiratoria esta constituida por complejos proteicos anclados en
membrana. En este caso, los electrones fluyen a favor de gradiente, con
liberacion de energia, desde el nivel del electrodo de hidrogeno hasta reducir el
oxigeno a agua. Para mas detalles, véase el texto.

En mamiferos, cuando la célula entra en apoptosis, el citocromo c sale de
la mitocondria y se une en el citoplasma al factor inductor de proteasas
apoptoticas, de manera abreviada conocido como Apaf-1 (del inglés,
“Apoptosis  protease-activating factor-17). Apaf-1 se encuentra
normalmente en estado plegado pero se abre cuando el citocromo c

interacciona con él —en concreto con el dominio WD40, sitio de
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reconocimiento del citocromo ¢ en Apaf-1—. En su conformacion abierta,
siete unidades de Apaf-1, cada una con una molécula de citocromo c
asociada, se wunen para formar una superestructura denominada
apoptosoma. Este, finalmente, promueve la activacion de la ruta de
caspasas (del inglés, “cysteine-dependent aspartate-directed proteases”),
que son enzimas proteoliticas para la degradaciéon de los componentes

celulares.

En base a nuestra experiencia en citocromos, decidimos abordar el estudio
de las bases estructurales que pudieran explicar la diversidad funcional del

citocromo c, tanto en respiracion como en muerte celular programada.

VI. Citocromo c en respiracion

En los ultimos afos se ha abierto un fuerte debate sobre el mecanismo y
modo de accion del citocromo ¢ en la cadena de transporte de electrones

mitocondrial, habiendo surgido dos hipoétesis contrapuestas.

Segun el modelo de “mosaico fluido”, asumido sin discusion hasta hace
poco, los cuatro complejos de la cadena (complejos I, II, Il y 1V) se
disponen en la membrana mitocondrial de forma aislada e independiente.
La conexion entre ellos se realiza de manera secuencial y ordenada
mediante transportadores moéviles y en el caso concreto de los complejos
Iy 1V, por el citocromo c. Ello implica que el citocromo c oxidado
interacciona con el complejo I1l, toma un electrén, se disocia una vez
reducido, se desplaza en busca del complejo 1V, interacciona con este, le
cede el electron antes recibido y se disocia del complejo IV una vez
oxidado para volver al complejo 11l y empezar un nuevo ciclo. De manera
analoga, por tanto, a como realiza su tarea el citocromo cg fotosintético. El

modelo de “mosaico sélido”, mucho mas reciente, asume que los
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complejos no se encuentran aislados individualmente sino asociados en
estructuras de orden superior denominadas supercomplejos. De hecho, se
ha demostrado que los complejos I, 111 y IV pueden asociarse formando lo
que se ha dado en llamar “respirasoma”, tipico supercomplejo del modelo

sdlido. Al parecer, ambos modelos pueden coexistir en la mitocondria.

Una pregunta que inmediatamente se plantea en el modelo de mosaico
solido es como se produce el transporte de electrones entre los complejos
Il y IV mediado por citocromo c. A fin de abordar esta cuestion en
nuestro laboratorio, centramos la atencion sobre la interaccion del
citocromo ¢ con el citocromo c;, que es la subunidad integrante del
complejo IlIl que actia como donador inmediato de electrones al
citocromo c. Ademas, la estructura cristalografica del complejo 11l con el

citocromo ¢ en levaduras estaba resuelta desde hacia anos.

Procedimos a trabajar con el dominio globular del citocromo c;, al que se
le habia truncado la hélice alfa hidr6foba que lo mantiene anclado al
complejo Ill, y analizamos su interaccién con el citocromo c. A diferencia
de lo que se habia observado en la estructura cristalografica, nuestro
analisis inicial reveld, no sin cierta sorpresa, que el citocromo c; posee dos
sitios de union de citocromo c y puede, por tanto, alojar simultdneamente
dos moléculas de citocromo c. A uno lo denominamos “sitio proximal” y al
otro, “sitio distal”’. El sitio proximal, como el nombre indica, permite un
mayor acercamiento del grupo hemo del citocromo c¢ al grupo hemo del
citocromo c;, mientras que el citocromo c alojado en el sitio distal se
encuentra a mayor distancia del grupo hemo del citocromo c;. La molécula
de citocromo c en el sitio proximal podria recibir directamente electrones
del citocromo c¢;, en tanto que la molécula en el sitio distal estaria en

situacion de espera para poder pasar al sitio proximal y recibir electrones.
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La simulacion computacional de la interaccion del citocromo c con el
citocromo c; en presencia de la proteina de Rieske, que es el componente
del complejo bc; mas proximo a los sitios de unidon de citocromo c, revelo
que las dos moléculas del citocromo ¢ se pueden alojar simultaneamente
en los sitios proximal y distal, sin que haya ningun impedimento estérico.
Asimismo, se pudo comprobar que la uUnica molécula de citocromo c
asociada al complejo bc; de levaduras en la estructura cristalografica
descrita en la literatura solapa plenamente con la molécula de citocromo ¢
alojada en el sitio proximal de nuestro modelo, quedando sin ocupar el
sitio distal en la estructura cristalogréafica (Fig. 9).

Citocromo ¢
(Sitio proximal)

Citocromo ¢
(Sitio distal)

Citocromo ¢,

Figura 9. El citocromo c;, componente del complejo 1lIl de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial, puede asociar dos moléculas de citocromo
¢ sin que haya impedimento estérico entre ellas ni con la proteina de Rieske, otra
subunidad del complejo Ill. Para mas detalles, véase el texto.

El complejo de citocromos bc;, o complejo 111, suele encontrarse en forma
dimérica, asociado a los complejos | y IV en el respirasoma. Nuestros
datos sugieren, por tanto, que cada unidad integral del respirasoma
podria albergar al mismo tiempo hasta cuatro moléculas de citocromo c
unidas al complejo Ill, a su vez estrechamente asociado al complejo IV.
De este modo la conexion redox entre los complejos 11l y IV tendria lugar

por canalizacion de electrones a través de las moléculas de citocromo c
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unidas de forma estable y no por el transporte de electrones convencional
mediado por moléculas moviles de citocromo c. Vendria a ser como una
especie de puente de barcas flotante que facilitaria la conexion entre los
complejos 11l y IV, lo que haria mucho mas facil y rapida la transferencia
de electrones y, por consiguiente, aumentaria la eficiencia de la cadena de
transporte respiratorio. Ademas, se reduciria el desarrollo de
enfermedades relacionadas con la produccion de especies reactivas de

oxigeno (Moreno-Beltran et al. 2014, 2017).

VI1I1. Citocromo c en la muerte celular programada

La otra funcién que hemos comentado para el citocromo ¢ concierne a su
intervencion en la muerte celular programada, que, como el nombre
indica, es un mecanismo de degradacion controlada que tiene lugar al
final de la vida celular, cuando los componentes integrantes de las células
pasan a disposicion de las células vecinas. La muerte programada es
crucial para el gobierno de la proliferaciéon celular y, por ende, de la
regulacion de procesos biolégicos como la diferenciacion y el desarrollo en
organismos multicelulares. Su falta de control, por consiguiente, es causa

de innumerables enfermedades, como el cancer o el envejecimiento.

Existen dos rutas de muerte celular programada, una extrinseca y otra
intrinseca, segun la naturaleza del factor inductor. Los estimulos externos
pueden ser radiaciones ultravioletas o moléculas exdégenas que
interaccionan con receptores especificos transmembrana en la superficie
de la célula. De esta forma se inicia la cascada de sefalizacion en el
interior celular, disparando la ruta de las caspasas degradativas.
Alternativamente, ciertos procesos internos, como el estrés oxidativo,
pueden desencadenar la ruta intrinseca, que asimismo acaba disparando

la activacion de las caspasas.
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El estrés oxidativo, en concreto, resultante de la produccion excesiva de
especies reactivas de oxigeno en la mitocondria (ROS, del inglés “Reactive
Oxygen Species”) o el estrés a nivel de reticulo endoplasmico provocan la
salida del citocromo c¢ mitocondrial. Este, como deciamos antes,
interacciona en el citoplasma con el factor inductor de apoptosis Apaf-1,

formando el apoptosoma y activando la ruta de degradacién de caspasas.

El papel del citocromo ¢ en muerte celular programada es objeto de
amplio debate desde hace ya algunos afos, pues parece que existen otras
muchas interacciones entre distintos organulos de la célula y todo un
mecanismo orquestado para provocar la muerte. Por ejemplo, el
citocromo c, tras ser liberado de la mitocondria, interfiere con los
receptores del inositol trifosfato en la membrana del reticulo
endoplasmico, lo que promueve una salida masiva de calcio al citoplasma,
que a su vez estimula la salida del citocromo ¢ de la mitocondria al
citoplasma en un proceso que se retroalimenta y amplifica. En todo caso,
la liberacién masiva del citocromo ¢ permite la union de este a Apaf-1vy la

formacion del apoptosoma.

Un aspecto intrigante desde hace décadas es que la concentracion de
citocromo c en el interior de la mitocondria es bastante mayor que la que
se requiere para su funcionamiento redox, en condiciones homeostaticas,
en la cadena respiratoria. De hecho, la concentracion de citocromo c en el
espacio intermembrana puede llegar hasta 5 milimolar, esto es, del orden
de diez veces superior a la concentracién que se considera necesaria y

suficiente para el transporte de electrones.

Existen otras cuestiones enigmaticas al comparar la funcidén del citocromo
c extramitocondrial en diversos animales. En mamiferos estd muy bien
establecido y definido el reconocimiento del citocromo ¢ por Apaf-1 que

acabamos de describir, pero no asi en otros organismos, como el gusano
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Caenorhabditis elegans o la mosca Drosophila melanogaster. En ambos se
produce la salida del citocromo ¢ mitocondrial, pero no parece que este
sea necesario para la formacion del apoptosoma. En el caso de C. elegans,
por ejemplo, la proteina equivalente a Apaf-1, denominada CED-4, no
presenta dominios WD40 de unién a citocromo c. Y en Drosophila, la
proteina homoéloga a Apaf-1, denominada Dark, si contiene dominios

WD40 pero la formacion del apoptosoma es independiente de citocromo c.

En plantas, el papel del citocromo ¢ en muerte celular programada es aun
mas desconocido. Las células vegetales responden a infinidad de
estimulos que provocan la muerte de manera programada, sobre todo
hormonas como el etileno, el acido jasmaodnico, el acido salicilico, el acido
giberélico, etc. Cuando la célula pierde el control de respuesta a estos
agentes tiene lugar una produccion excesiva de radicales libres y otras
especies reactivas de oxigeno y, al igual que ocurre en células animales,
el estrés oxidativo resultante provoca la salida del citocromo c¢
mitocondrial. Sin embargo, nuevamente aqui nos encontramos con que se
desconoce el “interlocutor” del citocromo c liberado al citoplasma; en
plantas, de hecho, no se ha encontrado caspasas propiamente dichas ni

estructuras analogas a Apaf-1 o al apoptosoma.

En el grupo de investigacion nos planteamos, por consiguiente, toda una
serie de interrogantes. ¢Es la liberacion del citocromo ¢ en muerte celular
programada una coincidencia evolutiva o hay piezas que aun faltan en el
puzle interactomico del citocromo c? ¢Por qué las células eucaridticas
acumulan cantidades tan elevadas de citocromo ¢ en la mitocondria? ¢Tal
exceso de citocromo c es inutil o tiene una funcion adn desconocida? ¢La
funcion del citocromo ¢ extramitocondrial es solo interaccionar con Apaf-1
en el citoplasma para formar el apoptosoma o el citocromo c juega un
papel mas amplio y diverso como desencadenante de la muerte celular

programada? ¢Y por qué la presencia del citocromo c en el nudcleo?
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VIIIl. Busqueda de nuevas dianas del citocromo ¢

La hipoOtesis de trabajo inicial fue que el citocromo c¢ es un elemento
metabdlico determinante del transito de la vida a la muerte de las células
Yy, por tanto, que el citocromo c extramitocondrial debe interaccionar con
otras proteinas en el citoplasma y/o en el ndcleo aun desconocidas
(Martinez-Fabregas et al. 2013, 2014a).

El proyecto se aborddé desde un punto de vista evolutivo, comparando
células humanas y vegetales y combinando los andlisis protedmicos con
las técnicas de cromatografia de afinidad. De este modo, se identificaron
hasta un total de veinticuatro proteinas humanas y nueve de la planta
Arabidopsis como potenciales nuevas dianas del citocromo c. La
significacion bioldgica real de la mayor parte de las nuevas interacciones
se pudo verificar en el interior de las células por complementacion
bimolecular de fluorescencia (conocida como BiFC, del inglés “Bimolecular
Fluorescent Complementation”). De hecho, harto interesante fue observar
la localizacion especifica de cada interaccidon, pues tanto en las células
humanas como en las células de la planta, la mayoria de las nuevas
dianas interaccionaron con el citocromo c en el citoplasma, otras lo
hicieron en el ndcleo, y algunas formaron complejos nucleocitoplasmicos

con el citocromo c.

En la Tabla | se relacionan los dos grupos de proteinas, humanas y
vegetales, cuya interaccion con el citocromo c¢ se pudo demostrar
experimentalmente mediante técnicas biofisicas diversas, como la
resonancia magnética nuclear, la calorimetria de titulacion isotérmica, la
resonancia de plasmones de superficie e incluso la modelizacion

computacional.
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Tabla I. Proteinas que conforman la red de interacciones del citocromo c extra-

mitocondrial en condiciones de muerte celular programada.

Proteinas diana en células humanas

Acronimo Nombre Localizacion

ALDOA Aldolasa A Citoplasma

ANP32B Fosfoproteina nuclear acidica 32B Nucleocitoplasma
Factor de iniciacion de la traduccion .

elF2-alfa o Citoplasma
2-alfa eucariotico

hnRNP C1/C2 Ribonucleoproteina heterogénea nuclear Nicleo
c1/C2

HSPAS5 Proteina 5 de choque térmico de 70 kDa  Citoplasma

MCM6 Cqmplejo de mantenimiento del Citoplasma
minicromosoma 6

NCL Nucleolina Nucleocitoplasma

SET Proteina oncogénica nuclear SET Nucleo

STRAP P_rotelna asoc_lada al re_ceptor de la Nucleocitoplasma
kinasa de serina/treonina

YWHAE 14—3-3 epsilon Citoplasma

Proteinas diana en células de planta

Acrénimo Nombre Localizacion

BiP1 Proteina 1 de unién luminal Citoplasma

BiP2 Proteina 2 de unién luminal Citoplasma
Factor de iniciacion de la traducciéon .

elF2-gamma Citoplasma
2-gamma
Deshidrogenasa del gliceraldehido-3- .

GAPC1 fosfato C, subunidad 1 Citoplasma

GLY2 Hidrolasa del hidroxiacilglutation Citoplasma
Proteina 1 relacionada con la proteina .,

NRP1 1 del ensamblaje del nucleosoma NAP1 Ntcleo

RD21 Proteinasa de cisteina RD21 Citoplasma

Sm/D1 Ribonucleoproteina nuclear pequefia D1 Nudcleo

TCL (0 AtALY1) Factor homologo al coactivador de la Nicleo

transcripcion (o AtALY1)

Teniendo en cuenta las funciones descritas en la literatura para las nuevas
proteinas que interaccionan con el citocromo c, pudimos forjar toda una
serie de interacciones del citocromo ¢ con sus dianas proteicas y también
de estas con sus dianas respectivas. Es decir, definimos toda una red de

seflales centrada en el citocromo c, con proteinas que interaccionan
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directamente con el citocromo c y de estas, a su vez, con otras proteinas
de la célula (Fig. 10). Al agrupar las nuevas dianas atendiendo a sus
funciones principales pudimos observar que la mayoria participa en
procesos idénticos en células humanas y vegetales, como son la
traduccion de sefales, la regulacién transcripcional, el metabolismo
energético, la regulacion de la traduccion o el metabolismo del ARN
mensajero. Otras, las menos, intervienen en procesos especificos de cada
organismo, como son el estrés oxidativo y la degradacion dependiente de
cistein-proteinasas en células humanas o el ensamblaje del citoesqueleto

y la homeostasis del calcio en células de plantas.
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Figura 10. El citocromo ¢ humano interacciona con una amplia red de proteinas,
tanto en el citoplasma como en el nucleo, cuando las células se programan para
morir de forma ordenada. De manera similar sucede en las células de planta.
Para mas detalles, véase el texto.
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A raiz de los resultados obtenidos, se hizo un analisis funcional comparado
de las nuevas dianas a fin de conseguir su integracion en una red de
sefalizacion comun en células humanas y vegetales. Aparte los procesos
especificos ya indicados en células de uno u otro tipo, pudimos observar
que buena parte de las dianas son analogas funcionales, es decir, hay una
serie de proteinas diana que cumplen exactamente la misma funciéon en
células humanas y en células de plantas. En concreto, identificamos el
factor elF2-alfa en células humanas y el elF2-gamma en células de
planta, que son analogos funcionales en el proceso de sintesis de
proteinas; las proteinas HSPA5 humana y BiP1/2 vegetales, responsables
del plegamiento de proteinas; la ALDOA humana y la GAPC1l vegetal,
enzimas del metabolismo del glicerol 3-fosfato; y, por ultimo, las
chaperonas de histonas SET humana y NRP1l de plantas, ambas

localizadas en el nucleo.

Todo esto indica que hay una analogia funcional entre las células
vegetales y animales y, por tanto, un paralelismo y origen evolutivo
comun de los mecanismos, hasta ahora desconocidos, que conducen a la
muerte celular programada inducida por citocromo c¢ en plantas y

humanos.

IX. Dianas del citocromo c analogas en plantas y humanos

Al observar la sorprendente analogia funcional de dianas en células
humanas y vegetales centramos la atencion sobre dos de ellas y, en
concreto, sobre SET y NRP1l, que son las primeras proteinas de
localizacion nuclear de las que se describe su interaccion con el citocromo
c. SET es una proteina multifuncional de células humanas, cuyas
actividades principales se relacionan con el ensamblaje del nucleosoma y

con la inhibicion de fosfatasas y agentes supresores de tumores. NRP1 es
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una proteina tipica de células vegetales, homdloga de SET, que asimismo
participa en el ensamblaje del nucleosoma y presenta actividad inhibidora

de fosfatasas.

Puesto que el citocromo c¢ de células humanas y vegetales posee una
enorme homologia estructural, utilizamos diversas técnicas biofisicas a fin
de encontrar las bases estructurales que pudieran explicar la analogia
funcional de SET y NRP1. La resonancia magnética nuclear, en particular,
permitié identificar los residuos de superficie del citocromo c situados en
la zona de interaccion con SET y NRP1. Observamos que los aminoéacidos
de contacto configuran un area bien delimitada, con el grupo hemo en el
centro, tanto en el citocromo ¢ humano al interaccionar con SET como en
el citocromo c de plantas al interaccionar con NRP1. El grupo hemo, como
hemos visto anteriormente, se encuentra inserto en la matriz proteica del
citocromo como si fuera una moneda en una ranura, exponiendo
ligeramente a la superficie el anillo C del ndcleo tetrapirrdlico. Interesante
fue observar no solo la similitud entre las zonas de contacto de los
citocromos ¢ humano y vegetal, sino también y, sobre todo, que dichas
zonas de interaccion con SET y NRP1 coinciden exactamente con el area
de caracter hidrofobo que contacta con el citocromo c; en el complejo 11l
mitocondrial para la transferencia de electrones (Gonzalez-Arzola et al.
2015b, 2017).

El andlisis computacional de la interacciéon del citocromo ¢ humano con
SET, cuya estructura cristalografica esta resuelta y disponible en el Banco
de Datos de Proteinas, revel6 que la forma dimérica SET, que es la
fisioloégica, dispone de dos sitios para la union del citocromo c. El sitio
mas poblado se encuentra en el centro geométrico del dimero de SET,
entre los dos dominios globulares, mientras que la otra poblacion de
moléculas de citocromo c¢ se situa en un extremo del dimero. Ademas, el

sitio mas poblado coincide exactamente con el sitio de uniéon de histonas
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descrito en la estructura del complejo de interaccion de SET con histonas;
de hecho, una de las mas funciones mas conocidas de SET es la actividad

chaperona de histonas, clave para el ensamblaje del nucleosoma.

Recientemente hemos podido demostrar que, en efecto, el citocromo ¢
viaja desde la mitocondria hasta el nucleo en células humanas tratadas
con diversas drogas que generan roturas en la doble cadena del ADN. Una
vez en el nucleo celular, el citocromo c es capaz de interaccionar con SET
e inhibir su capacidad para ensamblar nucleosomas mediante el bloqueo
de los dominios de SET que participan en la unidon a las histonas
(Gonzalez-Arzola et al. 2015b). Los resultados descritos en este articulo
revelan las bases moleculares del bloqueo de la oncoproteina SET por el
citocromo ¢ en respuesta al dafo al ADN, abriendo asi las puertas al
disefio de nuevos farmacos para silenciar el efecto oncogénico de su

actividad chaperona de histonas.

El analisis computacional se extendi6 al conjunto de proteinas de la red de
sefalizacion del citocromo ¢ antes descrita con objeto de identificar la
zona de interaccion de la hemoproteina con sus dianas, ya sean de tipo
redox en la mitocondria o no redox en el ndcleo y citoplasma. Con todas
las proteinas observamos que el citocromo c utiliza siempre la misma zona
de interaccion: la ya descrita con el grupo hemo en el centro. Con los
complejos Il y IV en la mitocondria, con el factor de induccién de
apoptosis Apaf-1 en el citoplasma, con todas las nuevas dianas en el
nucleo o en el citoplasma, siempre, el citocromo c interacciona usando el
mismo area. Estos resultados se pueden explicar en base al rol esencial
que juega el momento dipolar, antes citado para el citocromo cs, en la

orientacion de las moléculas durante el reconocimiento y ensamblaje.

El calculo de constantes cinéticas y pardmetros termodinamicos derivados

de los estudios biofisicos revel6 que la totalidad de las interacciones del
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citocromo c con las nuevas dianas, ya sean nucleares y/o citoplasmicas, al
igual que con Apaf-1, tienen vidas medias muy largas (superiores a
centenas de microsegundos), en tanto que las interacciones del citocromo
c en el interior de la mitocondria con el citocromo bc; (complejo I11) y la
citocromo c oxidasa (complejo 1V) presentan vidas medias mucho mas
cortas (inferiores a diez microsegundos), como corresponde a los
complejos de transferencia de electrones. En otras palabras, las
interacciones del citocromo ¢ con otras proteinas son de caracter
transitorio en condiciones homeostaticas, es decir, cuando se encuentra
en la mitocondria y la célula estd desarrollAndose normalmente. Las
interacciones, en cambio, son de caracter estable en condiciones
apoptoéticas, cuando el citocromo c sale al citoplasma e incluso llega hasta
el ndcleo a cumplir su misidon de conducir la célula, de manera ordenada,
a la muerte. El citocromo c, por tanto, en su doble faceta de Dr. Jekyll y
Mr. Hyde, vendria a representar el transito del equilibrio dinamico de la

vida a la estabilidad prolongada de la muerte (Fig. 11).
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Figura 11. La muerte celular programada, tanto en células humanas como
vegetales, conlleva la salida masiva del citocromo c de la mitocondria y el
consiguiente desequilibrio metabdlico.
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El equilibrio dinamico del metabolismo celular en condiciones
homeostaticas implica que las rutas de supervivencia y las rutas
antiapoptoticas estan perfectamente compensadas, con el citocromo c
recluido en la mitocondria desarrollando su funcién redox. Al recibir algun
estimulo apoptdético, ya sea externo o interno, la célula reacciona con la
expulsiéon masiva del citocromo c¢ hacia el citoplasma, donde interacciona
con Apaf-1 (en mamiferos) para inducir la formacion del apoptosoma y
activar la ruta degradativa de las caspasas; ademas, el citocromo c
interacciona con otras muchas proteinas, como las nuevas dianas
descritas, tanto en el citoplasma como en el ndcleo, y rompe el equilibrio
entre las rutas de supervivencia y las rutas antiapoptéticas, con el

consiguiente bloqueo del metabolismo celular y, por dltimo, la muerte.

Para cerrar esta segunda y ultima parte del discurso podemos concluir que
todas las células comparten una misma forma de morir y, en particular,
que existe una red de sefalizacion comun, en células humanas y de
plantas, centrada en el citocromo c, que de manera similar y programada
conduce a la muerte. El citocromo c extramitocondrial juega, ademas, un
doble papel en este transito final, no solo activando la cascada de
caspasas, lo que esta bien descrito y establecido en la literatura, sino
también bloqueando las rutas de supervivencia, lo que constituye una

hipdtesis original y novedosa (Martinez-Fabregas et al. 2014b).

Epilogo

En resumen, dos elementos de la quimica, el hierro y el cobre, han

focalizado la mayor parte de mi quehacer en ciencia, dos metales que son

preciosos para la vida de las células y, sin embargo, ampliamente

denostados por la opinidén publica de las sociedades mas desarrolladas al
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considerarlos agentes contaminantes. ¢Manifestacion indubitada de la

sempiterna dualidad dubitativa del hombre?

La relatividad de nuestra percepciéon del individuo y del medio ambiente,
la subjetividad de nuestro propio ser integrado en el mundo que nos rodea
quedan bellamente evocadas en un inteligente poema ancestral de los
indios americanos, en el que sorprende la coincidente esencialidad vital de
otros elementos, los cuatro elementos primordiales de los griegos: fuego,
tierra, agua y aire. ¢Reflejo de una profunda preocupacion existencial del

hombre por la naturaleza, alla donde el hombre sea y esté?

El viejo poema indio canta asi:

Puedo perder mis manos, Yy Vivo.

Puedo perder mis piernas, y vivo.

Puedo perder mis ojos,

el pelo, las cejas, la nariz, los brazos

y muchas otras cosas, y todavia estoy vivo.

Pero si pierdo el aire, muero.

Si pierdo el sol, la tierra o el agua, muero.

Si pierdo las plantas y los animales, también muero.
Todas estas cosas son mas parte de mi,

mas esenciales e imprescindibles cada vez que respiro,
que es lo que dicen que es mi cuerpo.

¢Cual es mi cuerpo real?

He dicho.
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I. Discurso de contestacion

Es para mi un honor y una gran satisfaccion el pronunciar este discurso de
contestacion al nuevo académico correspondiente, mi buen amigo el
profesor Miguel Angel De la Rosa.

Como es costumbre en estos discursos de contestacion voy primeramente
a mencionar algunos datos biogréaficos del nuevo académico. Natural de
Pilas, provincia de Sevilla, estudi6 en la Facultad de Biologia de la
Universidad de Sevilla y alli fue captado para el grupo de uno de los
grandes maestros de aquella Universidad, el profesor Manuel Losada. Es
muy destacable la inteligente politica de la Universidad de Sevilla
atrayendo a tan destacados cientificos como el mencionado profesor o el
Dr. Enrique Cerda del que volveremos a hablar después y otros
destacados bidlogos con los que consiguieron, alld por los afios 60 del
pasado siglo, configurar una de las mejores facultades de Ciencias
Biologicas de Espafia. En esa facultad se licenci6 nuestro nuevo
académico, en 1977, con premio extraordinario de licenciatura. En la
escuela del profesor Losada, nuestro nuevo académico comenzd sus
estudios de doctorado, con el ilustre profesor José Maria Vega Piqueres,
uno de los principales discipulos de D. Manuel. El tema de investigacion
con el que se inicio fue la reductasa del nitrato y maéas tarde la
fotoproduccion del peroxido de hidrégeno y el estudio del citocromo b559,
estos trabajos ya con el propio profesor Losada. Durante este periodo
realizd una estancia en el The North E. Wales Institute (UK).

Completé su formacion con estancias postdoctorales en U.K. en la
Universidad de Londres y concretamente en el muy prestigioso King~s
College, con los muy conocidos profesores Rao y Hall, destacadisimos
investigadores de los procesos biosintéticos.

Da la casualidad de que yo realicé cursos con los profesores Vega, Cerda y
Losada y también con el Dr. Hall. Con este ultimo en la Fundacion

Calouste Gulbenkian en Oeiras, Portugal, trabajando un mes en el
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laboratorio bajo su direccion. Conozco muy bien, por tanto a los maestros
del profesor De la Rosa.

Los trabajos realizados en esta su primera época investigadora le valieron
un premio de la Real Academia Sevillana de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales para investigadores jovenes en 1992, por lo que supongo que la
Expo de Sevilla la visitd muy feliz.

Por esta época inici6 ademas una colaboracion con el Dr Tollin, destacado
biofisico norteamericano, actualmente en la Universidad de Colorado,
estudiando transferencia electronica en sistemas redox, tema muy
relacionado con el discurso que acabamos de escuchar.

Por estos afios se inicia con un nuevo grupo de investigacion trabajando
sobre la estructura de numerosas proteinas relacionadas con las cadenas
transportadoras de electrones en la fotosintesis, tales como b-559, c-6, c-
559, ferredoxina, flavodoxina, fotosistema I, ferredoxina:NADP+
reductasa, citocromo c, de diferentes especies. Aqui se inici0 pues, el
trabajo descrito en su discurso.

En este trabajo en el que ha basado su discurso de ingreso es muy
interesante el proceso evolutivo por el que los seres vivos se han ido
adaptando a la disponibilidad de metales en funciébn del cambio
atmosférico. Estos aspectos de Bioquimica comparada son muy
importantes y una gran aportacion de nuestro nuevo académico. Un
famoso libro de los premios Nobel Jacob y Monod se titulaba “El azar y la
necesidad”, donde explicaban las modernas teorias de la evolucion. En
este caso la necesidad surgié del cambio atmosférico y el azar vino de que
se dieran las mutaciones que permitieron la aparicion de proteinas
apropiadas para que los seres vivos pudieran fotosintetizar
aprovechandose de las nuevas condiciones ambientales

Igualmente excitantente y realmente prometedor es su investigacion
sobre el citocromo ¢ y su papel en la apoptosis. Es este ademas un tema
que estoy seguro que ofrecerd nuevas y apasionantes noticias y grandes

satisfacciones para el grupo de investigacion del profesor De la Rosa.
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Actualmente el profesor De la Rosa define su area de trabajo como
protedmica funcional y estructural, metaloproteinas, reconocimiento
molecular, interacciones proteina-proteina, fotosintesis y bioenergética.
Esta claro que se incluyen aqui objetivos tanto de la trayectoria tradicional
sobre fotosintesis como por la nueva del estudio del papel del citocromo ¢
en la apoptosis celular.

Como fruto de su trabajo el profesor De la Rosa ha conseguido 6 sexenios
de investigacion, con 20 tesis doctorales dirigidas, un numero total de
publicaciones: superior a. 180 (entre ellas 1 Nature, 2 PNAS, 14 JBC, 14
Biochemistry, etc), con un promedio de citas/afio durante los ultimos 5
afos de unas. 200, con un namero de citas totales: ca. 2.500. Ademas del
Premio de Joven Investigador de la Academia de Ciencias de Sevilla, ha
conseguido también el Premio de Investigacion “Javier Benjumea
Puigcerver”, en su primera edicion, en 2003.

Ha sido investigador principal de numerosos proyectos de investigacion
tanto de su comunidad autbnoma, nacionales, europeos e internacionales.
Aunque su investigacion es eminentemente bésica, hay que recordar lo
que decia Albert Einstein: “;Por qué esta magnifica tecnologia cientifica,
que ahorra trabajo y nos hace la vida mas féacil, nos aporta tan poca
felicidad? La repuesta es simplemente: porque aun no hemos aprendido a
usarla con tino”.

Pues bien el profesor De la Rosa ha cubierto la brecha que se abre entre
ciencia basica y aplicada y ha conseguido numerosos contratos con
empresas y también patentes, alguna de las cuales transferidas a
empresas.

Ha sido ademéas conferenciante invitado en importantes Congresos
internacionales, pronunciando conferencias como ponente.

Un aspecto muy importante en su curriculum vitae es su participacion en
Sociedades y Comités nacionales e internacionales.

Es Vicepresidente del Panel de Evaluaciéon de Becas Marie Skiodowska-
Curie, Programa Horizonte 2020 de la Unién Europea (2015, 2016, 2017).
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Ha sido miembro del Jurado de los Premios Jaime | en Investigacion
Basica (2013, 2014). Ha actuado como miembro de comités evaluadores
de numerosas universidades extranjeras.

En lo relativo a sociedades cientificas ha sido presidente de una de las
principales sociedades cientificas espafiolas como los es la Sociedad
Espafola de Bioquimica y Biologia Molecular. Igualmente presidente de la
Federacion de Sociedades Europeas de Bioquimica y actualmente participa
del Comité Ejecutivo de la Union Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular y es Miembro del IUBMB Committee for Congresses and Focused
Meetings.

Otro aspecto muy importante del profesor De la Rosa es su actividad en
publicaciones. En primer lugar de revistas de revistas cientificas
internacionales como miembro de Comités editoriales. Se deben destacar
entre estas el ser Editor Fundador y Miembro del Comité Editorial de la
revista FEBS OpenBio (2011-), Miembro del Comité Editorial de la revista
IUBMB Life (2011-17), Editor de FEBS Letters, Editor Asociado de
Bioelectrochemistry, Miembro del Comité Editorial del Journal of Biological
Sciences, Miembro del Comité Editorial de la revista IUBMB Life y ha sido
Miembro del International Advisory Board del Journal of Biological
Inorganic Chemistry.

Pero no menos importante es su actividad en publicaciones divulgativas.
Es editor-jefe de la revista SEBBM. Esta revista es, hoy en dia, un érgano
de tremenda influencia en la politica cientifica. Ningun politico relacionado
con la ciencia deja de leerla. Yo participé en la creacién de una version
mucho menos ambiciosa que ésta, cuando era miembro de la Junta
Directiva de la SEBBM, pero fue otro de nuestros académicos
correspondientes, el Dr. Joan Guinovart, quien la hizo ser lo que es ahora.
Debo decir que su influencia en la toma de decisiones no es lo Unico que
la hace ser lo mas destacado en este ambito que existe en Espafia, sino
también sus articulos de divulgacion e informacion cientifica de todo tipo.

A menudo recurrimos en nuestro Blog a articulos publicados en ella y
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frecuentemente a los que publica otro de nuestros académicos
correspondientes, Félix Gofi, actual Presidente de la Sociedad Espafiola de
Bioquimica y Biologia Molecular.

Pero no acaba en esto la implicacion con la divulgacion del profesor De la
Rosa. Ha sido Coordinador de la Secciéon de Ciencia y Técnica de los
diarios editados por el Grupo Joly (Diario de Sevilla, Diario de Cadiz,
Europa Sur, ElI Dia de Cordoba, Huelva Informacion) (1999-2001). Es
autor de articulos cientificos y de opinibn en peridodicos y revistas
regionales y nacionales.

Asi mismo actia y ha venido actuando como asesor y evaluador de
diversas universidades europeas y americanas.

Otro aspecto muy importante en su curriculum vitae es su actividad como
organizador de Congresos. De esta forma ha organizado en Sevilla no
menos de 15 eventos internacionales, en su mayoria, y algunos
nacionales como el de la Sociedad Espafola de Bioquimica y Biologia
Molecular, que suele movilizar a no menos de 800 congresistas.

Pero sobre todos destaca el que organizé6 en 2012 para la Federacion
Europea de Sociedades de Bioquimica y la International Union for
Biochemistry and Molecular Biology, uno de los Congresos con mas
asistencia y repercusion, por la cantidad de destacadisimos cientificos de
talla mundial, celebrados en Espafia. Realmente la ciudad de Sevilla y la
Junta de Andalucia deberia de reconocerle su gran labor de difusion de su
tierra y su promocion del turismo de Congresos que tantos beneficios
econdmicos han aportado a su maravillosa ciudad. Me trae esto a la
memoria que ya su maestro D. Manuel Losada organizé en Sevilla un
memorable Congreso de la Sociedad Espafiola de Bioquimica en 1975 que
fue un gran aldabonazo para la Biologia espafiola, con asistencia de 6 o 7
Premios Nobel, cosa que nunca antes se habia visto por aqui. Yo tuve la
suerte de asistir a ese Congreso y fue para mi una extraordinaria

motivacion para consolidar mi aficion por la Ciencia.
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Quiero destacar otra muy importante faceta del profesor De la Rosa, que
es la docente. Desde su inicio en la Universidad fue Ayudante e incluso
ahora con su importante dedicacion a la investigacion y dirigiendo un
centro del CSIC, sigue ejerciéndola.

Pero quiero destacar también su dedicacion a la ensefianza en el periodo
postgraduado y predoctoral. La Universidad de Sevilla (a través del
profesor De la Rosa), junto con las Universidades Auténoma de Barcelona
(profesor Javier Avilés) y Zaragoza (profesor Carlos GoOmez-Moreno)
realizaban unos muy exitosos cursos de doctorado interuniversitarios
sobre proteinas, que proporcionaban una excelente formaciéon. Esto sin
olvidar los cursos con validez para el doctorado que se realizaban a través
de la Sociedad Espafiola de Bioquimica y Biologia Molecular, en uno de los
cuales tuve el placer de participar como conferenciante, precisamente
organizado en Sevilla por el profesor De la Rosa. Estos cursos, al igual
como otros internacionales organizados por FEBS, EMBO, Fundacion
Gulbenkian, OTAN y otros eran convalidables en todas las Universidades y
proporcionaban una formacién increiblemente buena a los futuros
doctores y es una pena que todo esto se haya hecho préacticamente
imposible con los nuevos programas de master y doctorado.

No puedo dejar de referirme a su calidad de Vicepresidente de la Real
Academia de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales. Esta academia es una
de las mas antiguas de Espafia y podriamos tomarla como un referente
para nuestra Academia de Ciencias de la Region de Murcia. Es una
coincidencia que el académico que le dio su contestacién cuando ingreso
en aquella Academia fue el profesor Enrique Cerdd Olmedo que también
fue el invitado de esta Academia murciana para la toma de posesion de
los primeros académicos fundadores.

Me atrevo ademas a decir que se podrian derivar importantes beneficios
para todos en el caso de establecer una colaboracion entre las academias
murciana y sevillana que podria extenderse a otras academias hermanas

por toda Espafia.
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Por dltimo quiero hacer referencia a su calidad como amigo, agradecerle
su disponibilidad para venir a esta nuestra casa, que a partir de ahora es
también la suya y pedirle su futura colaboracion con nuestra academia en
nuestras empresas cientificas y divulgadoras.

He dicho.
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Este trabajo ha sido publicado con el patrocinio de la Comunidad

Autonoma de la Region de Murcia.
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