ARTICULO DE REVISION

OLIGOMERIZACION DEL VDAC-1:
APOPTOSIS MITOCONDRIAL

OLIGOMERIZATION OF
VDAC-1: MITOCHONDRIAL
APOPTOSIS

Roxana Mamani Anccasi’
Telmo Agustin Mejia Garcia®

RESUMEN

En los Ultimos afios, el estudio de la
neurodegeneracién ha sido direccionado para el
entendimiento de las disfunciones mitocondriales.
Mutaciones probables en proteinas de la mitocondria
alterarian la produccion de ATP, la formacién de
radicales libres, la pérdida de la homeostasis de calcio
en la célula, etc. Las degeneraciones mitocondriales
desempefiarian un papel esencial en la génesis de las
enfermedades neurodegenerativas como: Epilepsia,
Parkinson, Huntington, Alzheimer. Luego, en sistemas
donde la regeneracion celular no se realiza tal como lo
hace el sistema nervioso, es posible acumular
mutaciones somaticas mitocondriales. En la
mitocondria, varios metabolitos e iones son
intercambiados con el citosol a través de la membrana
mitocondrial externa (MME), exhibiendo
permeabilidad selectiva principalmente por la
presencia de porinas mitocondriales conocidas como
canales anidnicos dependientes de voltaje (VDACs).
Entonces, el VDAC desempefiaria un papel importante
en la supervivencia y muerte celular. Aunque
auténoma, la mitocondria constituye un modelo
experimental bastante util para el estudio del sistema
nervioso en alteraciones propias de entrada y salida de
metabolitos de matriz, enfermedades
neurodegenerativas y mecanismos de unién de
proteinas tanto cuanto en la membrana mitocondrial
externa, internay la matriz mitocondrial.

Palabras clave: ATP, Degeneracién mitocondrial,
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ABSTRACT

In recent years, the study of neurodegeneration has
been addressed for the understanding of
mitochondrial dysfunctions. Probable mutations in
proteins of the mitochondria would alter the
production of ATP, formation of free radicals, loss of
calcium homeostasis in the cell, etc. Mitochondrial
degenerations would play an essential role in the
genesis of neurodegenerative diseases such as:
Epilepsy, Parkinson's, Huntington's, Alzheimer's. Then
in systems where cell regeneration is not performed
such as the nervous system, it is possible to accumulate
mitochondrial somatic mutations. In the mitochondria,
several metabolites and ions are exchanged with the
cytosol through the outer mitochondrial membrane
(MME), exhibiting selective permeability mainly due to
the presence of mitochondrial porins known as
voltage-dependent anionic channels (VDACs). Then,
VDAC would play an important role in cell survival and
death.

Although the mitochondrion is autonomous, itis a very
useful experimental model for the study of the nervous
system in its own alterations in the input and output of
matrix metabolites, neurodegenerative diseases and
protein binding mechanisms, both in the outer
mitochondrial membrane, the internal membrane and
the mitochondrial matrix.

Key words: ATP, mitochondrial degeneration, VDAC-1,
oligomerization, P2X7.
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INTRODUCCION

El sistema nervioso central, altamente dependiente de
un metabolismo oxidativo, se encuentra mas
severamente expuesto a desérdenes mitocondriales.
La plasticidad sinaptica, lamaduracion, la proliferacion,
el crecimiento y los efectos de supervivencia se
encuentran orquestados por la mitocondria y estos son
extremadamente relevantes en las neuronas debido a
la alta demanda energéticarequerida.

La mitocondria es una organela esencial, cuya funcién
no solo soporta el almacenamiento de energia por la
via glicolitica de adenosina trifosfato (ATP), mas
también la produccidn de oxigeno molecular propio del
intercambio de los metabolitos necesarios para la
correcta comunicaciéon nerviosa, asi como la
mantencion en la integridad y funcion neuronal. Varios
metabolitos e iones son intercambiados con el citosol a
través de la membrana mitocondrial externa (MME),
exhibiendo permeabilidad selectiva, principalmente,
por la presencia de porinas mitocondriales conocidas
como Canales Anidnicos Dependientes de Voltaje
(VDACs)™.

El VDAC desempeia un papel importante en la
supervivencia y muerte celular. Se considera que la
apertura del poro mitocondrial de permeabilidad
transitoria asociada a la apoptosis mediaria el influjo
de Ca’+através del VDAC-1®. Ademas de esto, trabajos
recientes describen que el VDAC-1 interactuaria con el
receptor de IP3 (tipo 3) del reticulo endoplasmatico de
Ca’+ para la transferencia hacia las mitocondrias ©.
Recientemente, fue mostrado que la liberacién de
citocromo c de la mitocondria seria a través de un poro
central formado por una estructura oligomérica del
VDAC-1 creando una via suficiente para el pasaje de
esta proteina. Luego, el VDAC-1 interactuaria con
diversas proteinas pro-apoptoticas y anti-apoptéticas,
enzimas metabdlicas, tales como proteinas del
citoesqueleto hexoquinasal/ Il (HK-1/HK-I1) (4).
Hemachandra Reddy ®, en un articulo de revisién,
muestra que el VDAC-1 actuaria como un blanco
terapéutico en la enfermedad de Alzheimer. Asimismo,
Manczak, y cols. ® mostraron que la expresién reducida
del VDAC-1 podria ayudar en la actividad sindptica
inhibiendo la activacién de genes de la enfermedad de
Alzheimer. Todos estos hallazgos demostrarian que
esta proteina-poro podria tener una importancia
mayor en la regulacion de la muerte celular en las
enfermedades neurodegenerativas.

Aunque autdénoma, la mitocondria constituye un
modelo experimental bastante Util para el estudio del
sistema nervioso en alteraciones propias de entrada y
salida de metabolitos de la matriz, asi como de las
enfermedades neurodegenerativas y mecanismos de
unién de proteinas, tanto cuanto en la membrana
mitocondrial externa, internay la matriz mitocondrial.

CANAL ANIONICO DEPENDIENTE DE VOLTAJE

La membrana mitocondrial externa controla el pasaje
de iones y metabolitos para el espacio
intermembranal, donde el canal aniénico dependiente
de voltaje (VDAC) seria la proteina mas abundante en
esta membrana, la cual corresponde a mas del 50% del
total de proteinas de la membrana mitocondrial
externa ”. El VDAC esta involucrado en una amplia
gama de procesos, como el pasaje de ATP al exterior de
la mitocondria, liberacién de aniones superoxido, asi
como en el proceso de apoptosis . E| VDAC-1 se puede
encontrar en dimeros, trimeros, tetrameros y estados
oligoméricos mayores en proceso dinamico,
incluyendo el VDAC-1 purificado de la mitocondria del
higadoy cerebro.

El canal adopta una conformacion abierta tanto en bajo
potencial como en potencial de reposo, y una
conformacioén cerrada en los potenciales por encima
de 30-40 mV. El VDAC-1 facilita el intercambio de
aniones y moléculas entre las mitocondrias y citosol
regulada por las interacciones con otras proteinas y
moléculas pequefias ™.

La proteina contiene aproximadamente 280
aminodcidos y forma un barril beta que atraviesa la
membrana externa mitocondrial. El VDAC tiene una
conformacién espacial de un B-barril anfipatico,
compuesto por 16 B-hojas. Ademads, en el B-barril se
encuentra la secuencia de aminodcidos que componen
una a-hélice N-terminal ®, la cual permitiria la fijacién
de la porina a la MME. Adicionalmente, se sabe que el
a-hélice N-terminal puede interactuar con otros
componentes, tales como el citocromo ¢, Smac/Diablo
y AIF, los cuales son importantes factores pro-
apototicos. El a-hélice N-terminal del VDAC es
necesario para el establecimiento de la unién a
Hexocinasa (HK)-VDAC; siendo, por tanto, esencial para
las funciones de la porina (4). Varios residuos de lisina,
asi como de Glu-152, han sido relacionados como
sensores especialmente importantes dentro de la
proteina. EI VDAC presenta un papel en laregulacién de
flujo metabdlico a través de la membrana mitocondrial
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externa, participando en el transporte de ATP, ADP,
piruvato, malato, y otros metabolitos e/o enzimas de la
via metabdlica.

En la apoptosis, el incremento de la permeabilidad de
la membrana permitiria la liberacion de factores
apoptogénicos, entre estos el citocromo c. En tanto, el
citocromo c en el citosol activa varias enzimas
proteoliticas denominadas caspasas. Algunas
investigaciones sugieren la oligomerizacién entre las
subunidades individuales permitiendo la mayor
apertura del poro a través del cual el citocromo ¢,
podria atravesar. Luego, la liberacion del citocromo ¢
también se encontraria regulada por el reclutamiento
de la familia de proteinas Bcl-2: Bax interactuando
directamente con el VDAC para incrementar el tamafio
del poro. En ese contexto, se sugiere al VDAC como
blanco potencial para multiples drogas terapéuticas.

LA OLIGOMERIZACION DEL VDAC-1

La oligomerizacion de VDAC-1 permite la liberacién del
citocromo cy la apoptosis subsecuente envolviendo
proteinas clave de la via mitocondrial, tales como Bak y
Bax """ % Después de la induccién de apoptosis, la
Bax monomeérica, citosdlica o débilmente unida a la
mitocondria, formaria un gran complejo oligomérico
de 96 0 260 kDa ", Las formas oligoméricas de Bax son
la base estructural del canal de conduccién del
citocromo ¢ de la membrana mitocondrial externa "\
La apoptosis por el TNF-a activa la caspasa-8, luego
cliva Bid a tBid generando oligdmeros de Bax y Bak y
formando complejos de hasta 500 kDa "*. Keinany cols.
3 demostraron que el TNF-a induciria la
oligomerizacion del VDAC, lo que implicaria que el
proceso también pueda permitir oligomerizacién del
tBid mediada por el VDAC. De la misma forma, el tBid
clivado interactuaria directamente con el VDAC. Por
otro lado el As203 induciria la formacién del Bax y
hetero- o homo-oligdmeros del VDAC, seguidamente,
el Bax y el VDAC podrian formar un gran poro
permeable para el citocromo ¢ ™. La mediacién del
poro intraoligomérico para un oligdmero del VDAC
dependeria del numero de monémeros del VDAC que
forman el poro. La estructura del poro de seis
mondmeros cilindricos de VDAC-1 resultaria en un
poro central con un didmetro de 4 nm formando, de
este modo, un camino suficiente para el pasaje del
citocromo c con un didgmetrode 3.4 nm ™.

El VDAC-1 oligomerizado, seria un mecanismo general
para numerosos apoptogenos que actuarian a través
de diferentes cascadas de iniciacion. Se sabe que la

52) Revista Médica Basadrina (1)2019: 50-54

liberacién del citocromo c, es iniciada y completada
varios minutos antes de que la actividad de la caspasa
3/7 sea detectable "; de este modo, la caspasa-3 es
activada sefializacidn abajo del citocromo c liberado.
En tanto, acontecimientos moleculares inducidos por
apoptdgenos, tales como: la estaurosporina (STS), la
curcumina, H202, As203, el etopdsido, la cisplatina, el
selenito o la radiacion UV, serian transmitidos para la
mitocondria, activando oligomerizacion del VDAC-1.

Fue demostrado que el VDAC cerrado podria llevar a la
acidificacion citosdlica e hiperpolarizaciéon del
potencial de membrana mitocondrial interna. Las
hexoquinasas ligadas a mitocondrias (mtHKs) estan
acopladas directamente al metabolismo para la
fosforilacion oxidativa a expensas de ATP
intramitocondrial para, de esta forma, catalizar la

conversion de glicosa en glicosa-6-fosfato .

Revisando el mecanismo de apoptosis; una vez
liberado el citoplasma a través del VDAC-1
oligomerizado y en presencia del ATP, el “citocromo c”
se une al apoptotic protease activating factor-1 (Apaf-
1), potenciando su oligomerizacidon y
consecuentemente el reclutamiento/ativacién de la
pro-caspase-9. El complejo proteico que comprende el
citocromo c, Apaf-1 y pro-caspase-9 es denominado
“apoptosoma” " “ La induccién de esta via es
controlada por las proteinas de la familia Bcl-2 *°. Las
proteinas pro-apoptoticas de esta familia son divididas
en dos grupos distintos: lla) proteinas con
multidominios, las cuales contienen 3 dominios BH:
Bax, Bak, e a Bok; y Ilb) proteinas apenas con el dominio
BH3 preservado: Bad, Bid, Bmf, Bik Hrk, Noxa e Puma,
las cuales se unen a las proteinas anti-apoptodticas
promoviendo de esta forma la apoptosis. En esa
ocurrencia, ademas de la liberacion del citocromo c por
VDAC-1, se asocia también la liberacidon de otras
proteinas pro-apoptdticas mitocondriales localizadas
en el espacio intermembranal como Smac/DIABLO,
HtrA2/0Omi, Apoptotic inductor factor (AIF) y
endonucleasa G (EndoG) *"*.

Luego, laruptura de lamembrana mitocondrial externa
atravésde laapertura del mPTP permitiria la liberacion
del citocromo c de la mitocondria en el citoplasma e
inducirfa, finalmente, la activacién de la caspase-3".

Finalmente, consideramos que para el caso de diversas
neuropatologias, la activacion de diversos receptores
de muerte tales como P2X7 dependientes de la

(24)

caspasa-3 como fue mostrado por Anccasi y cols. ",
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podrian generar una via en la activacién y VDAC-1, es una proteina poro relevante en la
oligomerizacién de VDAC-1, sumado Keinan y cols. ** comprensién de diversas disfunciones mitocondriales
demostraron que la apertura del mPTP via activacion asociadas con enfermedades neurodegenerativas
del P2X7 refiere alteracion mitocondrial. Por tanto, activadas por receptores de muerte.

Cardiovascular diseases
Neoplastic diseases
Neurodegenerative diseases

Binding of anti-apoptotic
proteins

Binding of pro-apoptatic
proteins?

Oligomerization

mitochondrion

Post-translational
modifications:
functional and
structural impact?

Figura 1. VDAC-1 es expresado sobre la membrana mitocondrial externa (MME). Juntamente con ANT-1 (translocador de
nucleotidos de adenina-1) sobre la membrane mitochondrial interna (MMI) y la creatin kinasa mitocondrial (mCK), el complejo
VDAC-1-ANT-1-mCK regula el intercambio de ATP y ADP entre la mitocondria y el citosol. VDAC-1 funciona como un receptor para
proteinas anti-y pro-apoptoticas y, consecuentemente, contribuye a la supervivenciay muerte celular **.

Figura 2. Modelo propuesto describiendo la interaccion de VDAC-1 mediando muerte celular apoptética mitocondrial. En la
membrana plasmatica, pl-VDAC-1 (amarillo) interactia con oligomeros de AB via dominio | N-terminal envolviendo motivo
GXXXG, electrostatico, cargas negativas en AB (en rojo y azul). Esta interaccion resulta en la formacidn de un hetero-oligomero de
pl-VDAC-1-AB, permitiendo AR entrar a la célula. AB citosdlico interactua con VDAC-1 mitocondrial en el dominio N-Ter
permitiendo su subsecuente oligomerizacion, y consecuente liberacién de Citocromo c y finalmente muerte celular apoptética
(26).
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