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RESUMEN

Las proteinas desacoplantes (UCPs) pertenecen a la Familia de Transportadores Aniénicos
Mitocondriales (MACF) y se caracterizan por trasportar protodes espacio
intermembranal a la matriz mitocondrial, disminuyendo la capacidad de generar
nucledtidos trifosfato, los cuales son usados en procesos dependientes de energia (actividad
desacoplante). Por ello, repercuten notablemente en el metabolismétieae®&g postulan

tres posibles mecanismos de transporte de protones: (1) la utilizacion del grupo carboxilo
de acidos grasos libres (AGLS) para transportar protones, (2) como transportador de AGLs
anionicos que difunden por la membrana al neutralizaose un protdon del espacio
intermembranal y (3) utilizando los AGLs como cofactor alostérico. En adicién, es
ampliamente reconocido que estas UCPs son activadas por los AGLs y acidos grasos
poliinsaturados (AGPIs). Se detectaron mediante busqueda de f@aenatutantes que
presentan reducida la actividad desacoplante de-1UJ@Fse modelaron las respectivas
estructuras tedricas homaologas en U&para ser comparadas con el fenospeestrede

UCP-3. Aplicando un enfoque biofisico computacional e informaesiructural de UCR

y UCP-2, este estudio encontr6 una explicacion a nivel molecular de fenémenos
macroscopicos. El modelado y dinamicas moleculares de la estructura del canal8e UCP
determinaromque las propiedades del poro repercuten en el transperprotones y el
mecanismo podria estar mediado por cables de dguaadicidon, el acoplamiento
molecular del AGPI DHA sugiere que el mecanismo de activacion de3U@&diado por

AGPIs se da debido a que estos interaccionan con-3J@#® la misma manera guos

AGLs de cadena larga que se ha probado que aumentan la actividad de la proteina.

Palabras clave: UCP-3, actividad desacoplante, dinamicas moleculares, acoplamiento

molecular, DHA.



ABTSRACT

Uncoupling proteins (UCPs) belong to Mitochondrial Anion Carrier Family (MACF) and
they are characterized by their proton transport d¢gp&om intermembrane space to
mitochondrial matrix, reducing triphosphate nucleotides production that is used in-energy
dependent processes (uncoupling activity). Hence, these proteins directly affect energy
metabolism. Three possible proton transportima@isms are proposed in the literature: (1)
free fatty acids (FFAs) carboxyl group are used for proton transport, (2) a proton flow as a
result of FFAs membrane diffusion after FFAs have been neutralized by intermembrane
space protons and (3) an allostecbfactor role of FFAs in UCPs. Moreover, FFAs and
polyunsaturated fatty acids (PUFAs) are well known as a UCPs activator, and there is no
FFA-independent activity of UCPs. UEPmutants with a decreased uncoupling activity
were identified through literate and their UCE homologous theoretical structures were
modeled to compare them with U&Pwild type structure. Applying a computational
biophysics approach and structural information of UIC&d UCPF2, this study found an
explanation of macroscopic enmts at a molecular level. Molecular modelling and
dynamics of UCRK8 pore structure displayed that proton flux was affected by structural
UCP-3 pore properties and water wires could mediate that phenomenon. In addition,
molecular docking between the DHAUFA and UCP3 suggested that UCP activity is
increased by PUFAs because they interact in the same way thathlaimgFFAs that have

been proven to enhance UGRerformance.

Keywords: UCP-3, uncoupling activity, molecular dynamics, molecular docking, DHA



|. INTRODUCCION

Las proteinas desacoplantes (UCP, del ingd@soupling proteins son un grupo de
proteinas ubicadas en la mitocondria que pertenecen a la familia de transportadores
anionicos mitocondriales (MACF, del ingléditochondrial Anion Carrier Family) y
presentan cinco tipos en los humand€PR-1, 2, 3,4 y 5 (también llamada BMCP1). Esta
familia se encarga de transportar metabolitos a través de dominios transmembrana y utiliza,
directa o indirectamente, el gradie electroquimico de protones generado por la

respiracion

Todas las UCPs tienen seis segmentos de alfa hélice que traspasan la membrana
mitocondrial. Los extremos amino y carboxilo terminal estan en el espacio intermembranal
y las asas hidifilicas, en la matriz mitocondriaEste parentesco estructural se debe a la
homologia que guardan entreBn adiciénla UCR3 y la UCR2 comparten una identidad
aminoacidica de uB7 por ciento y59 por ciento con la UCR, mientras que las UCPy

3 tienen un 73 por ciento de identidad en su secuencia; sin embargo, la tunica UCP que
presenta una estructura resuelta experimentalmente es {2.UD@Bido a que las UCPy

UCP-3 guardan un gran parecido a la UQPse cree que cumplen un rol similar.

Las UCP son responsables de la actividad termogénica ya que modifican el gradiente
electroquimico de Hasociado con la bomba ddenosindrifosfato (ATP). Este fenébmeno

ha sido amllamente estudiado en la UdPde la grasa marron (GMEN este contexto, la

UCP-3 se expresa principalmente en GM y muasculo esquelético y se ha postulado que
tiene un rol termgénica No obstante, existe evidencia que sugiere que-8@Rede no

estar directamente implicada en la termorreguladtdnadicion, esta proteina no solo esta
asociada a upapel netamente bioquimico o termorregulador, sino que su comportamiento
tiene consecuencias fenotipicas y nutricionales. Por ejemplo, cuando la concentracion de
UCP-3 esta mermada en el musculo esquelético, las mitocondrias de éste son defectuosas
en laoxidacién deacidos grasodambién seonoceque en el anterior caso se promueve la

acumulacion destosy sus metabolitos, y este fendmeno esta asociados con ehémtoe



del estrés adativo y se sefalague este incremento guarda estrecha relacion con el
desarrollo de la obesidad y la diabetes tipo 2.

Existen otras evidencias que relacionan la tBCOPsu rol en el metabolismo energético
asocia® a la nutricionPor ejemploratones con sobreexpresion de UERieron menos
eficientes en el metabolismo sin presentar mas hambre y presentaban una resistencia a
generar obedad en una dieta alta en grasa. Ademas, se ha reportado que cuando el gen
UCP-3 esta sobreexpresado, el masculo imita la condicién de ejercicio incrementando la

actividad espontanea y el gasto energético

A pesarque se ha demostrado ampliamente que la-B8@Bne unrol protagdnicoen el
metabolismo energético y la nutricién, aun se debatmeslanismo de accion de esta
proteina mitocondrial y no se tiene informacion de coOmo interactian espacialmente los
acidos grasos poliinsaturados (AGRion las mismasya queincrementan la actividad de
UCP-3. Por consiguientekste estudidiene como objetivoencontrara relacion entre la
estructuray dinamicadel porode UCR3 de humanoscon el paso derotonesy la
interaccién que presenta con AGPI &cido docos4,7,10,13,16,1$exaenoico(DHA)
utilizando un enfoqueomputacional(también llamadan silico - expresado en forma
latinizada ), ya que pretendaportaren el entendimiento molecular de la funcion de UCP

3, dando un punto de partida tedrico a procedimientos empiricos futuros de tal manera que
se integre esta informacién en el balance energético, la modificacion de su protagonismo
por medio de dietas, la implementacion de terapias y la prediccion de surtzoni@ato

con otras sustancias o cambios fisicoquimicos de su entorno.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1 Fisiologia mitocondrial

La mitocondria, en el contexto celular, alberga el poder de respirar y generar energia.
Segun Papat al. (2012) éstgroduce el 80 por ciento del ATP que la célula requiere y el
resto, se produce en el citosol. La respiracion oxida completamente los compuestos
carbonados en agua, diéxido de carbono y amonfesianismo, es el lugar fisico de rutas
anabodlicas como la a@hgacidon de los acidos grasos reacciones parciales de la

gluconeogénesis.

2.1.1 Macroestructura y funcion mitocondrial

La mitocondria presenta cuatro estructuras (Gvozdjakova, 2008): Membrana externa
mitocondrial( MEM), membrana interneitocondrial(MIM), espacio intermembranal y la
matriz mitocondrial. La MEM es importante porque interactia con el citosol y la separa del
espacio intermembranal. La MIM separa la matriz del espacio intermembranal, o que hace
que el espacio intermembranal esta limitadola MEM (hacia el citosol) y la MIM (hacia

la matriz). La MIM se presenta plegada para aumentar su superficie, situacion llamada

cristae.

2.1.2 Composicion de membranas mitocondriales

Tzagoloff (1982) muestra que el 40 por ciento de las membranadesfosfatidil colina,

28.4 por ciento de fosfatidil etanolamina, 22.5 por ciento de cardiolipina y 7 por ciento de
fosfatidil inositol. En la membrana interna existen proteinas solubles en agua que se
encuentran en la superficie (succinato deshidrogemsDH-deshidrogenasa, FATPase,
citocromo C, citocromo C1 y las subunidades 4; 5; 6 y 7 de la citocromo oxidasa) e
insolubles que se encuentran embebidas en la misma membrana (citocromo B, subunidades
1;2 y 3 de la citocromo oxidasa, proteina férricalalecoenzima QH2, citocromo C

reductasa y las subunidades 5,7 y 9 de la ATPasa sensihléaticooligomicina.



En adicién, Pedersen (1993) sefiala que los MACFs estan presentes en la MIM. Este
describe nueve principales transportadores: ADP/ATP,osfafo/piruvato,
aspartato/glutamato, oxoglutarato/dicarboxilato, citrato/glutamato y ATPMg/Pi. También,
sefiala que los transportadores MACFs ornitina, carnéailal, carnitinaacil traslocasa y

las UCPs se encuentran en dicha membrana.

2.1.3 Funddn de los componentes mitocondriales

La MEM tiene la funcién de transportar proteinas del citosol a la mitocondria, en donde las
moléculas pequefias viajan con facilidad en el espacio intermembranal y las moléculas
grandes son transportadas de forma adtivda f f e, 1999) . Exi sten i
MEM y la MIM en los cuales complejos proteicos de ambas membranas importan
proteinas hacia la matriz (Endbal, 2003 y ZiegelhoffeMi h a | o et al,|1998)8

La MIM forma lacristae En ésta residen loomplejos de transporte de electrones, el
complejo ATPsintasa y la adenina nucleotido traslocasa. A través de esta membrana se
produce la conocida fuerza protdbn motriz compuesta por el gradiente de protones y el

potencial de membrana (Flewsyal.,2001).

El espacio intermembranal contiene el citocromo C como transportador de electrones y
alberga los protones que generaran la fuerza proton motriz. En contraste, la matriz
mitocondrial es el espacio fisico en el cual se llevan a cabo todas las rutas oatabdli

correspondientes a la mitocondria.

2.2 El sistema de fosforilacidon oxidativa en la mitocondria de mamiferos

Como se ha expuesto lineas arriba, la MIM presenta las proteinas necesarias para la
fosforilacion oxidativa. Gvozdjakova (2008) comenta quealdena respiratoria tiene dos
prote2nas fAm-vileso que son citocromo C vy
ANo m-vil eso. Los electrones provenientes \
[ll'y IV; los complejos I, 1l y V utilizan la engia de los electrones para bombear protones

hacia el espacio intermembranal.



2.2.1 El ciclo de la Coenzima Q10

Esta Coenzima (Ubiquinona) es un componente movil de la respiracion embebido en la
MIM. EIl ciclo mencionado consta de tres fases (Gvozdjak@®008): CoQ oxidada
(ubiquinona), CoQH2 (forma reducida, ubiquinol) y CoQ en su forma radical
(ubisemiquinona). La ubiquinona transporta electrones y protones entre los complejos | al
[ll. En adicion, se asocia esta coenzima como un punto critico eonglol de las
membranas subcelulares, metabolismo energético y funciones antioxidantes (Crane, 2001;

Linnanne y Eastwood, 2004).

2.2.2 Estados respiratorios mitocondriales

Se definercinco estados establestdady statgsmitocondriales resumidos en@ubadro 1

(Chance y Willians1955). El estado | refiere a una respiracion lenta (estado de privacion

de sustrato), en un medio isosmotico. Al adicionar al medémosinalifosfato ADP), se
aumenta la tasa de respiracion levemente y la demanda de ATayes lo que nos lleva

al estado IlI. El estado Ill es un estado de alta respiracion, al haber agregado sustratos para
la respiracion mitocondrial. Luego, la tasa disminuye y todo el ADP agregado fue

convertido en ATP, estado IV. Al final, cuando el oxige® ha consumido se llega al

estado V.
Cuadro 1: Descripcién de los factores en los diferentes estados.
Factores Estado 1 Estado2 Estado3 Estado4 Estado5
Oxigeno Presente Presente Presente Presente Ausente
Nivel de ADP Bajo Alto Alto Bajo Alto
. ) ~ Cercano ¢
Nivel de sustrato Endogenc Bajo Alto Alto Alto
cero

Tasa de respiracion Lenta Lenta Rapida Lenta  Ausente
Factor limitante de Aceptor )

o Aceptor fosfatc Sustrato Cadena resy Oxigeno
respracion fosfato

Fuente: Chance y Willians (29)



2.2.3Teoria quimiosmotica

Mitchell (1961) propuso que la energia de la cadena respiratoria de electrones es utilizada
para la generacion de ATP a través de un gradiente electroquimico de protones. En esta
teoria, los transportadores electronicos de la catansportadora permiten la exportacion

de | os protones de | a matriz a trav®s de |
sistemas mitocondriales (Sluse, 2012). Se dice que éstos s6lo pueden regresar a traves del
complejo V produciendo ATP, sin embargexisten vias alternas que no generan esta
molécula de alta energia (Nobek al., 1990) y se las conoce también como fugas de
protones [proton leak) Un claro ejemplo para este caso es la via de UCPs en la MIM
(Jastroch et al., 2010).

2.3 Proteinas dsacoplantes mitocondriales

En las células, la produccion de ATP se da gracias a que se acopla la oxidacién de
moléculas organicas y el paso de protones del espacio intermembranal a la Matriz
mitocondrial a través de la AT$intasa situada en la MIM. Polelse puede definir que la

eficiencia de acoplamiento de una célula es el porcentaje de la respiracion de la

mi tocondria que produce ATP. Las prote2na:
denominan UCPs o proteinas desacoplameskaruniy Brand, 201), y pertenecen a la

familia MACF como nos muestrRederser{1993); sin embargo, no son las Unicas de la

familia que producen ese efecto (Bradl, 2005; Liu y Chen, 2Q8).

2.3.1 Secuencia, topologia y estructura y de las UCPs de humanos

Los transportadores mitocondriales (que incluye a los transportadores de la MACF) tienen
como caracteristica que el monémero tiene una estructura tripartita, es decir, la secuencia
se ede dividir en tres partes iguales con alrededor de 100 amino&cidos calanjna (
2004). A su vez, estas porciones presentan una secuencia conservada definid&Xeomo P
[D/E]-X-X-[R/K] (Prosite PS50920Sigrist et al, 2012), donde P es Pro, X cualquie
residuo, [D/E] Asp o Glu y [R/K], Arg o Lys; y que todo miembro de los transportadores
mitocondriales la pose&(nji, 2004). En adicion, se postula que la topologia consenso de
los transportadores mitocondriales (Sluse, 1996) presenta seis dominitfa-leélice
transmembrana (H1 hasta H6) conectados por tres asas hidrofilicas largas en un lado y dos
asas hidrofilicas cortas en el otro. Ademas, los extremos terminales amino y carboxilo

estan situados en la misma region y opuestos a las tres asasHargaso lado, puede



ocurrir que alguna de las asas largas esté embebida en la MIM (Sluse, 1996). Asi mismo, se
postula que la prolina de la secuencia conservada induce a una torcedura aguda en las asas
de los dominios althélices impares. Estas estruetsi alfa helicoidales cierran el poro en

el lado de la matriz y estan unidas por puentes salinos y enlaces de hidrégeno, los cuales se
forman por los residuos cargados de las secuencias conservadasR@&gbalaet al,

2003; DahoutGonzalezet al 20(). Finalmente, hay evidencia de que la forma activa en

esta familia es un homodimero, formado por mondmeros independientes estructuralmente
(Kunji, 2004). Sin embargo, se ha probado que el monémero por si sélo también es

funcional (Bambeet al, 2007).

Se ha mostradgue la UCP1 presenta la tapogia descrita para la famili@on los
extremosterminales hacia el espacio intermembrgiMiloux et al, 1993)y Leeet al,

(2015) que estructuralmente es un monomero, dando indicios que su estructura y
mecammos son parecidos a los descritos para los otros transportadores. Gracias a estudios
de mutaciones, se hipotetiza que los residuos de arginina R83, R182 y R276 en las alfa
hélices pares de la UEPsituadas en la parte de la matriz mitocondrial (presemeodos

los homologos) y junto con el &cido glutamico E180odriansky et al, 1997), son
cruciales para la interaccion de la base de azucar del inhibidor guadifsgfato (GDP).

Asi mismo,Echtayy et al., (2000) describieno que los esiduos de acido aspéo D27,

D209 y D210 y acido glutamico E167, en UCRle hamster, son importantes en la
actividad de la proteina, la interaccién con los nucleétidos y el paso de anionest @hao
(2017) determinaron, mediante protocolos expertaies y de simulacion molecular, que

los acidos grasos de cadena larga interactian en el lado lateral d& &CEl surco

formado por lasltas hélices H1 y H6 de la parte mas préxima a la matriz mitocondrial.

También, que los residuos de lisina K56 y6R2Xe laalfa hélice H6 tienen un rol muy
importante en la interaccién por sus cargas positivas con el grupo carboxilo anidogo de
acides grasa libres (AGLS) para que se pueda dar el paso de los protones. Ellos sugieren
gue esta evidencia respaldas lmodelos que presentan los AGLs como cofactaes
alostérice asi como protonéforo, pero no descartan que el canal de la UCPs pueda
transportar AGk de cadena corta cuando experimenta un gradiente electroquimico.



Berardiet al (2011 determinaron la estructura de la U2Rle raton (codificada como

2ick en el protein data bank mediante la técnica de espectroscopia de resonancia
magneética nuclear presentando las caracteristicas antes mencionadas, la cual acerca el
analisis estructura las UCPs. Esto permitio que Berardi y Chou (2014) pudieran modelar

la interaccion estructural de la U@Pcon los AGLs y su inhibidor por excelencia, GDP.

En el estudié se hallé que los residuos arginina (R60) y lisina (K271) del surco de H1 y H6
(homébgos a K56 y K269 en UCP1), situados en el lado matricial, son requeridos para

que el grupo carboxilo anionico de los AGLs interactue de forma lateral con 2 UCP

Finalmente, como se ha mencionado ya en el texto, no hay datos estructurales3le UCP
perose ha descrito que la conjugacién con el glutation (glutationilacién) en las cisteinas
C25 y C259 ndapagao0-3YVlas espectes reactidas de oxligenol(ERO3Y C P
desglutationilan estos residuos, recuperando la actividad (Maikbuxl, 2011) Asi
mismo, Musaet al (2012)identifican que las mutaciones de residuos de valina V56 y
V192 a metionina (V56M) e isoleucina (V192I), de alanina A11l a valina (A111V) o
generando una mutacién que trunca la proteina en la glutamina Q252 (Q252X) producen
una disminucién en la oxidacion de acido palmitico y un aumento en el almacenamiento de
triglicéridos. Mas aun, los genotipos que presentan un alelo que codifique para V56M y
Q252X muestran un efecto de dominancia negativa, es decir, decrece el efeato de |
proteina UCF3.

Por consiguiente, el presente estudio utiliza los datos estructurales generados pana UCP
2 y la estructura de UGP determinada experimentalmente para el modelado estructural y
funcional de UCP3.

2.4 Mecanismos de las UCPs

No se acuentra en la literatura un mecanismo, aceptado con unanimidad, que muestre
como las UCPs reducen la fuerza proton motriz mediando la fuga de protones a través de la
MIM. Las hipétesis que se han presentado en la literatura son que los AGLs actian como
cofactores protonoforos de las UCPs, donando su grupo carboxilo en el interior. En
segundo lugar, las UCPs son transportadores anionicos que importan AGLs reducidos y
éstos se difunden pasivamente al espacio intermembranal neutralizando su carga aceptando

un protén y regresando a la matriz mitocondrial. Por ultimo, se propone a las UCPs como



transportadores de protones que utilizan como activadores alostéricos a los AGLs. En

contraste, no se descarta que coexistan varios mecanismos de accion.

2.4.1 Grupocarboxilo de los AGLs como donadores

Se propusajue los AGLs donan su extremo carboxilo al interior de la UCP aceptando
protones del espacio intermembranal y liberandolos a la niiiienberg y Winkler,

1985) muy probabl ement e apgoura ome doi op odre sfiuc arbd rek
water wires(Nagle y Morowitz, 1978; Cukierman, 2003Por mas plausible que esto
parezca, Garliett al. (2001) publicaron una revision en la cual proponen otro mecanismo
llamado el modelo protonoforgrotonophore modglen el cual la cabeza anidnica de los
AGLs transporta también los protones, sin embargo, utilizando un mecanisitiy-ftgp

en la MIM, lo que significa que las UCPs exponen el grupo carboxilo de los AGLs hacia el
espacio intermembranal, permitiendo qu®®sgapten un Hy lo trasladen a la matriz. Es
importante resaltar que, a pesar que en ambos casos el grupo carboxilo media el paso de
los H" a través de la MIM, Klingenberg y Winkl¢t985)presentan a las UCPs como un

canal cationico, a diferencia de 1@ et al. (2001) Ambos mecanismos, también, se han
propuesto como modelos para la UBRBézaireet al, 2007). Una visidn bastante
interesante la propuso el mismo Klingenberg en el 2001, argumentando que la CoQ10
participa en el mecanismo de las UCExpone que esta coenzima participa en la
transferencia de Hdesde el grupo carboxilo de los AGLs que se encuentran en el canal
UCP o que ésta recibe los™Hle los acidos grasos, sin que estos AGLs entren
necesariamente en el canal de la proteina, porpéjeimeractuando lateralmente con las
UCPs.

2.4.2 Transportador de AGLs

Se dice que las UCPs se comportan como transportadores aniénicos, en tal caso,
transportan AGLs cargados negativamente (Gatlal, 1996; Goglia y Skulachev, 2003).

Esta hipétes podria dar cuenta de por qué las UCPs pertenecerian a las MACF. En el
estudio de Garliet al.(1996),utilizaron el acido laurico y su analogo undecanosulfonato,

de los cuales sélo el primero puede difundir por la membrana. Estos AGLs pudieron ser
trasportados por las UCPs, pero en el caso del undecanosulfonato, no causé transporte de
protones mediado por proteinas desacoplantes. Por lo tanto, plantearon que el flujo de
protoneses mediado por la difusion de AGLs neutros a través nhetabrang/ queestos,

en su forma aniénica, son trasportados de la matriz mitocondrial al espacio intermembranal
9



pasando por la UCP. También, Robingdral (2008) predijeron que las UCP1 tiene la
capacidad de transportacidoscetonicos y carboxilicos. Finalmente,mesenta respaldo
experimental en el cual los acidos grasos de cadena corta producen una corriente a traves
de UCRL, es decir que son transportados (Fedoremnkb, 2012).

2.4.3 AGL como cofactor alostérico

Se ha sugerido que los AGLs pueden curmgdliiol de activadores alostéricos en las UCPs
(Shabalinaet al., 2004). En este estudio, se obtuvo como resultado que el acido oleico,
AGL que incrementa la actividad de UCPs, competia con el GDP, conocido inhibidor de
las mismas, con una cinética de cetemcia simple. En adicion, el acido oleico se
comportaba como activador en una mitocondria con UCPs inhibidas por GDP. Fedorenko
et al (2012) muestran en su trabajo que los AGLs aniénicos de cadena larga se unen a la
UCP-1 para que se produzcaelpasdiide posi bl emente por medi o
water wires(Nagle y Morowitz, 1978; Cukierman, 200®ero no se disocian facilmente,
recordando a un cofactor. Estos resultados respaldan los datos detZia(2017) y

Berardi y Chou (2014) que muestrque los AGLsnteractianren la parte lateral de las
UCPs.

2.4.4 Congruencia entre los modelos

Dada la controversia de los estudios realizados con respecto al mecanismo de accion de las
UCPs (principalmente realizados en UCPes de vital importanciastablecer una
congruencia entre estos, es decir, proponer un mecanismo con las evidencias en comun.
Basandose en los ultimos estudios publicados con respecto al tema en cuestiéon (Fedorenko
et al, 2012; Berardi y Chou, 2014 y Zhat al 2017), el mecanmo propuesto para las

UCPs es que la cabeza anionica de los acidos grasos saturados de cadenasjarga (C
interactla lateralmente con el surco formado por las partes que dan al lado de la matiz
mitocondrial de H1 y H6 gracias a la carga positiva de resjdyadando al pasaje de los

H*, sin que se disocie. Ademas, las UCPs pueden servir como transportador de acidos
grasos de cadena corta. En contraste, el GDP o algumuatteotidofosfato seria un

inhibidor que se localiza en el poro e impide que el AGé&da interactuar con la UCP.
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2.5 Proteinas desacoplantes y su relacion funcional carslAGPIs

Todas las células eucariotas presentan UCPs. Sin embargo, los mamiferos presentan solo
cinco homdlogos: UCR,2,3,4 y 5 esta ultima también llamada BMCP{Krausset al,

2005), de los cuales los primeros tres seran tratados en esta revisidn por su semejanza en
secuencia, estructura y supuesta funciéon molecular. En adicion, es claro que estas tres de
al guna manera forman par t eprotdned hacrmdacmatriz s mo
mitocondrial, pero sus repercusiones fisioldgicas son distintas (Ertafisersson, 2003);

por consiguiente, las proteinas UCR y 3 seran discutidas en este apartado y la
implicancia que los AGLs, en especial los AGPIs, teee estas. Finalmente, no se toman

en cuenta estudios de expresiones genéticas (se sabe claramente que la expresion de las
UCPs es exacerbada por los AGPIs), sino sélo los relacionados a la actividad, ya que son

los anicos relevantes en el panorama des@mte estudio.

2.5.1 Proteina desacoplante 1 (UGR)

Esta es la UCP que primero se descubrid y es en la que los estudios se han centrado mas.
Sin embargo, ya que no es la UCP a tratar, se describiran sus repercusiones fisiolégicas

mas relevantes.

Esta proteina se encuentra principalmente enGld y tiene un rol relevante en la
termoregul aci - n, es decir gque mediante el
de electrones, promoviendo la oxidacién de sustratos sin generar ATP engmr el
aumento de la generacion calérica celular (Cannon y Nedergaard 2004). Ademas, se tiene
conocimiento que su vida media es de 30 horas (Puigsenatr 1992). Es importante
mencionar que el frio activa a UdPmediante el sistema nervioso simpaty en adultos
genera un Apardeamient 00 d el (Nedergaamd g Gaanoy | a n ¢ «
2014). En adicién, debido a su actividad termogénica, modula de forma periférica el
balance energético mediado por hormonas tiroideas, incrementandsaladé gasto
energético, entre otros pardmetros antiobesogénicos (AlZaespo et al, 2016).
Finalmente, existen referencias que muestran que la estimulacion de esta proteina puede
ser importante para el control de la hipergliceridemia e hipergluc&arteltet al, 2011,

Giralty Villarroya, 2016;Mossenboclet al., 2014).
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El impacto de la dieta frente al potencial de esta UCP estd documentado ampliamente.
Bonetet al. (2017) publicaron una excelente revision al respecto, mencionando a factores
comoel contenido dietario dmacronutrientescafeina, resveratrol, vitamina A entre otros.

Es importante resaltar, que se ha mencionado en parrafos anteriores, la interaccion de
AGLs con UCPL1 y su importancia para la funcion de la proteina. Sin embargabejd

se centrard especificamente en los acidos grasos polinsaturados (AGPIs).

Se dice que la actividad de la U@Pse incrementa por los acidos grasos, por ejemplo, se

da un aumento de diez veces la termogénesis cuando se suministra AGLs en mitocondrias
aisladas de tejido de GM pero no cuando las células no presentan el gen (Matthjas
2000). Adicionalmente, Beckt al. (2007) muestran que los AGPIs tiene un potente rol
activador en la conductividad de protones a través de la-1J@E3tos investigiores
utilizaron proteinas recombinantes y las aislaron en membranas bilipidicas artificiales,
probando la corriente del sistema, en presencia de AGLs con alguna clase de insaturacion,
mostrando que los AGPIs, como el &cido retinoico y el docosahexadnnabmega 3)

aumentan el paso de protones, especialmente el ultimo.

2.5.2 Proteina desacoplante 2 (UGR)

La proteina UCR2 comparte una identidad aminoacidica de 59 por ciento conlJJCP
siendo su homdloga mas cercana y es la Unica con estructuraa@ducickdiante una
técnica experimental (Berardi et al., 2011), lo que la hace muy atractiva como molde para
el modelado estructural de las otras UCPs. Sin embargo, su vida media es mucho mas baja
que la de UCH, siendo de 30 minutos (Roussttal, 2007;Azzu et al, 2010a). Esta
proteina ha sido encontrada en multiples tejidos, como el cerebro, pancreas, higado, tejido
adiposo, bazo, células inmunes, sistema nervioso central y rifilones (Dostaalel20149,

a diferencia de UCR y 3, lo que sugiere gl repercusion fisioldgica es distinta.

Se dice que la principal funcion de la UZPuede ser la disminucion de la concentracién
celular de EROs debido al decremento de la fuerza protén motriz y, por ende, producir un
efecto citoprotectorEmre et al (2007) y Diaoet al (2008) ponen en evidencia dicho
efecto al comparar ratones con la proteirgasus ratones sin ella. En adicion, La
citoproteccion por UCR ha sido avalada por estudimsis recientes como los realizados
por JathlT20Bk Por otro lado, cabe mencionar que t2G#3ta involucrada en la

prevencion de la formaciéon de la placa aterosclerética, ingestién alimenticia y desérdenes
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metabdlicos, cancer y mejora de la regia inmune ya que presenta un rol antioxidante
(Donadelliet al, 2014.

Es importante resaltar que al igual que UZMHene como potenciadores a los EROs
(Donadelliet al, 2019 Sse conoce que es acetalu¥®%a por
Berardi y Clou, 2014) y que los AGPIs como los omé&gg omega3 (esencialmente
docosahexaenoato) incrementan su actividad considerablenZatieoya et al, 2003;

Becket al.,2007), como se mencion6 para UCPparrafos arriba.

2.5.3 Proteina desacoplante 3 (UGB)

La proteina desacoplante UGHue la Ultima, de estas tres, en ser descrita (Bbss,
1997 y la menos estudiada (no hay publicaciones respecto a su estructura ona€cies)
expresandose en el masculo esquelético, GM y tejido del corazon (Besiallo2015) y
con una vida media de entre 30 minutos a cuatro horas @zy 2010b). Krausst. al.
(2005) manifiestan que tiene un porcentaje de identidad de 73eptw con UCF2 y 57
por ciento con la UCR. Esta similitud y ciertas publicaciones (Bessal, 1997 Garvey,
2003) alientan a pensar en la convergencia de funciones. Sirrgembay evidencia
contradictoria. Por ejemplo, que una alta expresion del gen no se relaciona necesariamente
con un desacoplamiento en la mitocondria (Cadenhas$, 1999 y que los ratoneknock
out (no presentan el gen) no tienen problemas en termardu ni son obesos (Gorag
al., 2000; VidaiPuiget al.,, 2000).

Son et al. (2004), Costford et al. (2006) y Fink et al. (2007) mostraron que ratones con
sobreexpresion de UGP fueron menos eficientes en el metabolismo sin presentar mas
hambre y preseaban una resistencia a generar obesidad en una dieta alta en grasa.
Ademas, se ha reportado que cuando el gen-B/€fta sobreexpresado, el muasculo imita

la condicion de ejercicio incrementando la actividad espontanea y el gasto energético
(Agueret al, 2013). Busiellcet al. (2015) publicaron una revisién bastante completa de la

UCP-3, el metabolismo energético y la diabetes tipo 2.

Se conoce que UCP confiere una proteccion ante el estrés oxidativo disminuyendo la
fuerza protén motriz (desacoplamiehtla causa principal de la generacién de los EROs
(Korshunov et al., 1997), sobre todo en musculo esquelético en condiciones de incremento
en la oxidacion de AGLs @aireet al, 2007; Cioffiet al, 2009).En adicién, Goodpaster
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et. al.(2001) y Pattiy Covera (2010) muestran que la falta de expresion del gen promueve
la acumulacion de AG y sus metabolittendmeno asociado con el incremento del estrés
oxidativo Los mencionados investigadores sefialan que este incremento guarda estrecha
relacion con ebesarrollo de la obesidad y la diabetes tip&@mados a la revision de
Busielloet al (2015), los reportes méas recientes no so6lo avalamcién protectorasino

que muestran que la UEPesta involucrada en la resistencia a hipog@igenacia
(proceso que genera dafio oxidativo), como lo menciona Braah (2015) en células

renales y Chent al (2014), en células cardiacas.

Goglia y Skulachev (2003) postularon que la proteccion al dafio oxidativo puede estar
relacionada a la supsta funcién de UGB de transportar peréxidos de AGLs fuera de la
matriz mitocondrial, evitando el deterioro de funciones de otros componentes vitales para
la mitocondria, siendo validada por Lombaedial (2010) en ratones con presencia y
ausencia degen. En adicion, su rol en el metabolismo puede comprender resistencia a
obesidad y proteccion contra dietas altas en grasas, simulacién de una fisiologia deportiva
gracias a la elevada expresion del gen y una eficiencia mejorada en el metabolismo

energétto del individuo (Braurt al, 2015).

Fi nal me n tetal (1999 befmostakon que los AGLs son responsables del flujo de
protones a través de la MIM en UQGP determinando que las tres UCPs se activan y
comportan de manera similar. Ademas, al igua¢ los reportes de las otras UCPs, los
AGPIs tiene una repercusion positiva en la actividad de-8/G®mo los omegh y 3,
(Zackovaet al, 2003). La falta de publicaciones al respecto resalta la necesidad del

presente estudio.

2.6 Modelado y simulacdn in silico de proteinas

En la actualidad, y gracias al poder computacional creciente, las herranmesiliae para

el analisis y modelado de sistemas biolégicos son cada vez mas usadas en la literatura y
por los profesionales especialistas 0 usuafiwsesta seccion, se pretende introducir la
teoria necesaria para entender lo métodos de este trabajo. Si se desea ahondar en el tema,

se recomienda revisar los libros de Kukol (2008) y Gromiha (2010).
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2.6.1 Modelado estructuralin silico

El modelado structural de proteinas tiene como objetivo poder predecir la estructura por
medio de su secuencia, de tal manera que la resolucién o exactitud alcanzada sea
comparable con la experimental, de tal manera que estudios funcionales, evolutivos y
demas puedarser correctamente realizados. Esto puede obtenerse por tres enfoques:
modelado por reconocimiento de plegamiento (MRP), desde el prinapionitio) y
comparativo o por homologia (MH).

El modelado por MRP se basa en encontrar relaciones entre lascsgsydas estructuras
ya existentes, pero que no necesariamente sea obvia dicha relacion (Godzik, 2005). Es
decir, proteinas poco relacionadas pueden adoptar conformaciones o plegamientos muy

similares.

Las técnicas que usan el enfoqkeintio toman cono premisa que las conformaciones
ideales de las proteinas pueden ser establecidas s6lo por la secuencia aminoacidica que
presentan y las leyes fisicas que determinan el plegamiento, tratando de lograr la
estabilidad energética (Chiviaat al., 2005). Expesado de esta manera, se podria pensar

que son muchas las posibilidades de conformacién que se deben calcular, sin embargo hay
evidencia de los angulos de torsion mas comunes de ciertos residuos en determinadas

estructuras.

Por ultimo, MH es el método mmfque mas simple que se basa principalmente en dos
observaciones (Kriegeat al, 2003. La primera es que la estructura de las proteinas esta
determinada solamente por su secuencia aminoacidica; y la segunda asuncién argumenta
gue la estructura es muchwenos cambiante que la secuencia a lo largo de la evolucién.
Lo que quiere decir que secuencia similares producen plegamientos y, por ende, estructuras

similares.

En la practica, estos tres enfoques se utilizan en determinados pasos del modelado
automatiado, mejorando el alineamiento entre homdlogos con los métodos MRP y el
enfoqueab initio para predecir bucles en la estructura. Mas aun, el uso de Dinamicas

Moleculares (DM) para perfeccionar el resultado.
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Con la finalidad de poder evaluar qué tan prebi resultado el modelo, se pueden utilizar
comparaciones topologicas o de posicion (Kufareva y Abagyan, 2012) con respecto a la
estructura de referencia. Por ejemplo, la raiz cuadrada del promedio de la desviacion
cuadratica (RMSD del ingléRoot Mean Sgpre Desviatioh de las posiciones de los

carbonos alfa del esqueleto entre dos moléculas:

RMSD=1 %Z d:
i=1

donde n es el numero de pares de atomaseg th distancia entre los atomos del par i
ésimo. Se dice que dos secuencias que tengan entre el 50% y el 90¥tidadd®dran
tener una estructura que no difiera mas del 1.5A en el RMSD (Kié¢gey 2003, por

ejemplo, en el caso de modelar una estructura basada en otra.

En adicion, el grafico de Ramachandran es un indicador visual que permite verificar la
calidad estereoquimica de una estructura proteica (Sasisekharan, 1962; Hollingsworth y
Karplus, 2010). Asumiendo que los atomos son esferas con radio definido y tomando en
cuenta que toda proteina tiene un esqueleto definido por sus carbonos alfa, todos estos
carbonos presentan dos angulos diedros que se obtienen de medir el angulo que existe entre
los enlaces del carbono alfa con el carbono y el nitrégeno del enlace peptidico con el plano
imaginario que forman los atomos de este enlace (peptidico). Estoesapgaten tomar
valoresentrel1 80 a 180 grados (excluymgndaopslyos( r es
como muestra la FiguraAl Estos valores son graficados en un plano cartesiano de dos
dimensiones de tal manera que las ordenadas correspondenaloseval de y y | as
a G ( m), giuoordar cbn los residuos prolina o glicina. Cuando se toman un gran
grupo de estructuras con una resolucién no mayor a 2A, se generan regiones en las que los
punt os (a, vy) s e agrupan,s ccoonntcoi bi esdofipar n
estereoquimicamente. Contrastando con datos tedricos, se pueden generar regiones que son
cercanas a las permitidas, tomando los radios de los 4&tomos como los minimos posibles.
Una estructura excelente deberia tener el 90% o mas e lpunt os (4, y) en
permitidas (Laskowslet al., 1993)
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Figura 1: Estereoquimica de las proteinas.
En A, el carbono alfa se une al carbono uni dc¢
alnirggeno del enl ace pept2dico formando el &Enlarel
pept2dico forma un plano, por | o que el §ngul
Ramachandran que se crea gracias alas coatdersa ( G, y ) . En ®I , existel
de |l as coordenadas (G, y) pueden caer sin que
coloreadas) y regiones (sin color) en |l as que

2.6.2 Andlisisin silico estructural de proteinas

Existen diversos analisis computacionales que se pueden hacer partiendo de la estructura
para obtener informacion sobre un objetivo en particular, el objetivo de la investigacion. Se
expondran de métodos que permiten entender la metodologia de la presente investigacion
y cumplen con el objetivo de dilucidar el comportamiento del poro en los canales de

membrana, asi como la interaccion protdigando.

El analisis del area superficial accesitdl solvente (ASAS) nos muestra qué tanta
superficie de la proteina estaria en contacto con un solvente determinado (Lee y Richards,
1997). Entonces, asumiendo que los atomos del sistema son esferas de van der Waals, los
atomos de la proteina presentadioar, (distinto para cada tipo de 4tomo) y que una
molécula de solvente conradiogfrr ueda o por toda | a superfici
superficie de la esfera de radio R =trrs en todo punto en el que el solvente esta en

contacto con un atomo de proteina sin superponerse con otro (Gromiha y Ahmad, 2005).
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Por ejempl o, S i se calcul a el 8rea de resi

esta la molécula para interactuar con el agua.

Otro analisis estructural muy util es el analisis decavidad del poro, tanto en sus
dimensiones como en su dinamicéa.al§oritmo HOLE (Smaret al, 1996) es utilizado

para predecir poro en proteinas de canales y calcular el radio a lo largo de su trayectoria,;
tomando también los &tomos como esferas cenrespectivos radios de van der Waals.
Este procedimiento comienza buscando la esfera con el radio mas amplio al inicio de la
proteing para despu®s fdesplazaro esa esfera
trayectoria. Gracias a ello, se puedesusiizar diferencias en el radio del poro, asi como
otros parametros de interés para los investigadores. En adicién, si el objetivo de la
investigacion lo amerita, pueden realizarse, por medio de otras técnicas, analisis de
presencia de agua o puentes derdgeng que no hubieran sido posibles sin haber
establecido previamente la estructura del poro. Entoast)lecer el radio a lo largo de la
trayectoria del poro nos permite estimar la dinamica del mismo y su relacién con otras

moléculas, es decir, lgue ocurre en él.

Por ultimo, el estudio de la proteina y su interaccion con algun ligando de interés es crucial
en estudios funcionales. EI método de acoplamiento molgauddice el sitio de union y

la conformacion mas favorable del ligando en la pnatebjetivo (Lépe/allejo et al.,

2011; Menget al.,2011). La identificacion de la conformacion de acoplamiento o unién
mas favorable se realiza en dos pasos: la exploracion del espacio conformacional que
representan varias modos o conformaciones delaoento y la prediccion de la energia

de interaccién asociada a los estados de conformacion (Feeteigh, 2015). Por
consiguiente, se puede saber la interaccion entre los atomos del ligando y los residuos de la

proteina y su estructura y posicionglaseciendo la interaccion.

2.6.3 Dinamicas noleculares de proteinas

Gracias al avance en poder de computo, los calculos de ecuaciones complejas se han
resuelto con aproximaciones de métodos numéricos. Este progreso se ha reflejado en la
resolucion de maelos relacionados a la biologia o quimica (o fisica) estructural. La DM

no es mas que la resolucion de la fisica de Newton (segunda Ley de movimiento) aplicada
a un sistema de atomos tomados como esferas rigidas. Este enfoque tiene muchas

aplicaciones pi@icas como disefio de farmacos basados en la estructura, refinamiento de
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modelos estructurales, resolucion de mecanismos enzimaticos, entre otros (Haspital,
2015).

La literatura clasica de la DM nos remite al libro escrito por Afidildesley (1987). En

este trabajo se muestran las bases de este enfoque, las cuales se introduciran en esta
seccion. Si se conoce la fuerza que repercute en cada a&tomo, se puede hallar la aceleracion
de los mismos. Luego, al conocer la aceleracion, se puedeamtegrecuacion de
movimiento arrojando la trayectoria y velocidades de cada atomo. La fuerza F de cada
atomo se describe como el negativo de la variacion de la energia potencial (gradiente V),

como sigue:

F=—AV
Entonces, el gradiente puede utilizarse parardehar la posicion de cada particula de

masa my posicion r

dv __ dir
dr, e

de tal manera que se calculan por cada paso de simulacion que se da, una y otra vez.

De esta manera, para calcular los campos de fuerzas de sistemas bioldgicos comprendidos
por miles y mlies de &atomos se utilizan ecuaciones sempiricas. Si bien, hay
disponibles varias aproximaciones de campos de fuerza, se describir4 principalmente el
campo de fuerza CHARMMGhemistry at HARvard Macromolecular Mechafjog que

se ha usado en este @agh tiene mas de 25 afios y se actualiza constante(Maxt&erell

et al, 1998)

Dado el nimero de atomos de un sistema biolégico (como minimo, mas de 1000) se
necesita una funcién para poder calcular la energia potencial, de tal manera que nace el
conceto de la funcion de energia potencial. Esta es la suma de dos términos, energia
potencial asociada a los enlaces o energias enlazantes y las no asociadas a los enlaces

(energias no enlazantes):

V = Vcn laces + V sinenlaces
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Demodo que el resultado se considera la suma de esta&nemias.

La energia potencial asociada a los enlaces de los atomos esta descrita por la suma de las
energias potenciales de los enlaces, de los angulos y angulos diedros, modelados los

atomos como si fueran esferas unidas por resortes:

1IIJI"e.l?l'-:.-:fs: Z Kbl: b_b':."] + Z K.f:': - Iﬁl-:_‘-] 2+ Z Kr_.": 1 —cosin ful-"l ]

[res dngulos dngulos didihedros

En donde KK es la constante de rigidez asociada a la posicion inicial o iseahlrespecto

a la final b (desplazamiento)gKk a const ante asociada al mo v i
tres de atomos contiguos y; ks la constante de rigidez de la torsion de los angulos

di edros, es decir, el 8§ngul o G4 que se f or me

por tres enlaces cowaltes consecutivos.

Por otro lado, se contemplan, también, términos no asociados a los enlaces, como son la

energia de van der Waals y la electrostatica, en la ecuacion siguiente:

12 ]
(T Oy q;
Vananae= 2, 4el(70) ~(70) 1+ 2 i

pressin enlaces pressin enlaces ]

El primer término es la ecuacion general del potencial de Ledoaea y el segundo el
potencial electrostatico de Coulomb. En adicion, el campo de fuerza CHARMM contempla
dos términos mas, la energia asociada a los angulos diedros impropios o planos y la energia
potencial de UreyBradley, tomando en cuenta la flexion de a&tomo respecto de otro

cuando estan unidos a través de dos enlaces covalentes consecutivos.
Eunp'oplas = Z K .-u': = f"-“'.;_'..l 2

EL‘I'&'} — Bradley = Z Ku': U—Uy | :

Endondekes | a constante de rigidez de |l a forn

plano y K, la constante de fuerza de flexion asociada a la pogicion
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Es muy importante resaltar que los archivos proporcionados por CHARMM tienen los
datos para cada 4&tomo como el tipo de enlace, el largo del enlace en equilibrio, los radios
de van der Waals, las constantes y las cargas. También, los sistemas Bicégoelen
simular en condiciones constantes de moléculas, temperatura y presion y generalmente se
utiliza el parametro de condiciones de limite lo cual repite el sistema completo
infinitamente por el espacio tridimensional, evitando que los atomos diéndiesos

|l l eguen a Asaliro del sistema por sus mi s mo
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I11. MATERIALES Y METODOS

3.1 Modelado estructural por homologia de UCE de humanos

Se utilizé la secuencia de aminoacidos AAC51367.1 del NCBI de la prai€iRs8 de
humanos y se modelé por homologia utilizando la estructura de2ldeRaton (PDB ID:
2LCK). El servidor de modelado automaticdASSER fue utilizado como herramienta
para construir la estructura de UBRa que tiene un amplio uso, aceptaci@u yprecision

es equivalente a los resultados obtenidos por cientificos expertos (Zhang, 2068aRoy
2010; Yanget al, 2015). En adicidn, tiene el primer puesto como software de modelado de
proteinas en la Ultima reunién de evaluacion critica deicsmara prediccion de la
estructura proteica (CASRCritical Assessment of Techniques for Protein Structure
Prediction), asi como en ediciones anteriores. Estas reuniones tienen el aval del centro de
prediccion de estructura proteidardtein StructurePrediction Centey, disponible en la

pagina oficiahttp://predictioncenter.org/.

La validacionin silico del modelo fue realizada por medio de RMSD de la estructura de
UCP-3 versus la de UGR. Se utilizo laprimera alfa hélice como criterio de alineamiento

(del residuo 16 al 41) ya que es una region comun, estructuralmente hablando, en ambas
moléculas, facilitando que puedan superponerse y optimizando el alineamiento y el calculo
del RMSD. Este procedimientfue llevado a cabo erl programaVMD v1.9.3 para
GNU/Linux (Humphreyet al, 1996). En adicion, se genegbgrafico de Ramachandran,

con el programaPROCHECK v3.5.4 (Laskowsket al, 1993) para determinar si la

estructura resultante del modelado fuecadéda.

3.2 Generacion de mutantes estructurales de UGP

Se alinearon las secuencias de las UCPs de humano, ratén, rata y HAmsker 1)
utilizando el algoritmo Clustal Omeg&iéverset al, 201) y el visualizador SeaView

v4.5.4 (Galtiert al, 1996; Gouyet al.,2010, para determinar los residuos que


http://predictioncenter.org/

corresponderiaeemplazaren UCR3, basados eml trabajo de Echtagt al. (2000) El
modelo estructural de UGP fue reemplazadoen los aminoacidos identificados
previamente, usandd grogramaVvMD v1.9.3 para GNU/LinuXHumphreyet al, 1996) a
través del complemento MUTATOR vl1.Adicionalmente, la estructura daslproteinas

mutantes se validid silico como se explica en el punsdl.

3.3 Ensayo de thamicas Moleculares

La edructura proteica obtenida del modelado por homologia de |a3J@0E embebida en
una membrada bilipidica de fosfatidil oleoilfosfatidilcolina (POPC del ingftesphatidyl
oleoylphosphatidylcholirjgpara después agregar moléculas de agua de acuerdoedd mod
propuesto por Jorgensereyal (1983) y neutralizar el sistema con cloruro de sodio bajo
condiciones periodicas de borde, utilizando VMD9.3 para GNU/LinuXHumphreyet

al., 1996).

El campo de fuerza CHARMM22ptimizado para evaluar mejor la interaccion de los
contraiones con los oxigenos de los grupos carborplasNoskov et al. (2004) fue
utilizado en condiciones de limites periddicos y NPT (nimero de moléculas, presion y
temperaturas constantes§e utiliz§ ademasNAMD v2.9 (Phillips et al, 2005 para

aplicar una minimizacion al sistema en dos tiempos. Primeroosed a minimizar en

1000 pasos el sistema con la proteina fija y luego se procedié a minimizar 20000 pasos con
una restriccion harmonica en la proteina, es decir, simular que esta cristalizada. Luego, se
someti6 al sistema a 10 nanosegundos (ns) deatidnlde DM, liberando gradualmente

las estructuras secundarias de la LBCRa que se restringieron con una fuerza de 0,5
kcal/mol2. El proceso del célculo de la DM fue llevado a cabo en el Cluster HP del
Centro de Bioinformatica y Simulacion Moleculae ¢ Universidad de Talca (Talca,
Chile). Todos los pasos anteriores fueron replicados en los mutntedetalles de los

parametros de la simulacién se encuentran en el Anexo 2.

Para la validacionn silico de la DM, se tomaron los parametros de daetgtal,
temperatura, promedio de la presién acumulada y RMSD generados en VMD. En el caso
de los calculos del RMSD para la DM, los resultados se obtienen al comparar la estructura
en un momento de la simulacion (t=i) con ella misma pero en la confommiaiial de la

dindmica molecular (t=0).
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3.4 Analisis de poro y dinamica de agua en el poro de UEPy mutantes

Para esterdlisis,se tomo el ultimo 75% de los datos, que equivale ad@r®segundosn

las dindmicas moleculares, de cada estrugiara los andlisiposterioresEl ASAS fue
calculasd para los residuosambiados El perfil de dimension del poro se establecio
utilizando el algoritmo HOLE (Smaet al, 1996) aplicado a la proteina silvestre y a cada
mutante cada 0,5rdel 75% de la simulacion, Para analizar el perfil de la dimension del
poro (radio) a través de un vector coor (concebido como el eje o linea que recorre el poro)
se promedio los valores del radio (en A) de la simulacion que correspondian al mismo
valor de vector coor (cada paso de simulacién arrojé un valor de radio en unipigito
vector coor y estos se promediaron, asi para cada valpddeal manera que se situa el

lado del espacio intermembranal de la proteina en el extremo negativo de comatsiza

mitocondrial en el extremo positivo.

En adicion, al analizar la dinAmica del agua, se anotaron las frecuencias de los puentes de
hidrégeno con los residuos del poro de L& el nimero promedio de moléculas de agua
presentes en el eje del mismoun radio de 5A de distancia, también, cada 0,5 ns del 75%

de la simulacion.

3.5 Simulacion de la interaccién proteina ligandodocking) de UCR3 y mutantes con
el acido graso omega 3 DHA (acido docogh7,10,13,16,1$hexaenoico)

La estructura del aaidgraso omega 3 DHA (ligando) fue extraida de la base de datos
Protein Data Banky corresponde al identificador de HXA. Este archivo de coordenadas

fue transformado a formato PDB con el recurso openbabel v2.3.2 (O&mlle2011) y

se genero la ionizamn eliminando el hidrégeno del grupo carboxilo con el programa de
edicibn molecular Avogadro v1.1.H#&nwell et al., 2012). En adicion, los arblos
estructurales de las proteinas fueron tomados del Ultimo marco de simulacién de cada una,

es decir lalltimafii f ot o0 del sistema. Entonces, tanto
fueron Apreparadoso para | os prnriceta,s2009). post e
Finalmente, se us6 AutoDock Vina (Trott y Olson, 2010), programa que usa el algoritmo
genético en ligandos flexibles, para encontrar el mejor acoplamiento piajaimdo,

tomando los archivos anteriores (cada proteina con el DHA).
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hanwell%20MD%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=22889332

Se establecié un nimero maximo de diez conformaciones para el DHA obtenidas con
AutoDock Vina, toméandose el mejor acoplamiento, es decir, la conformacién con menor
energia de acoplamiento (termodinamicamente mas favorable). El volumen molecular del
recepto (parte de la molécula) en donde se realizaron los célculos de acoplamiento fue
establecido tomando como referencia a los residuos arginina R59 vy lisina K274 <& UCP
Esto se determind ya que sbhamoélogos a los residuosilisa K56 y K269 en UCP1 y
arginna R60 y lisina K271 en UCGP, descritos como muy importantes en la interaccion
con los AGLgBerardi y Chou, 2014 y Zhao et al., 2017).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Modelo estructural del fenotipo silvese de UCR3 (UCP-3_WT)

Se obtuvo un modelo estructural de UEEe humanos (nombrado UCP3_Wrigura 2)
utilizando como patrén o molde la estructura establecida experimentalmente €2 UCP
(Berardiet al, 2011).La UCP3_WT, al ser comparadan el patbn, tuvo un RMSD de
0.3189 A, lo cual sugiere una estructura muy pareghideeger et al., 2003) como se

muestra en la Figura 3

Por consiguiente, se puede apreciar (Figura 2 y 3) que efectivamente UCP3_WT tiene seis
dominios alfa hélices conectados pasasas de un lado y dos del otro, como seBhise,

(1996). En adicién, los extremos de la secuencia se encuentran al mismo lado y opuestos a
las tres asas largas con la presencia de tres alfa hélices pequefias (anfipaticas) en la cara
matricial, comose observo para UCGR. Ademas el modelo de UCP3_WT presenta otras
caracteristicas estructurales de la MACF, como la presencia de seis dominioshéticaifa
transmembrana conectados por tres asas hidrofilicas largas en un lado y dos asas
hidrofilicas coras en el otro (Sluse, 1996), una torcedura aguda de las hélices impares
generadas por la prolina de la secuencia conservaa§DFE]-X-X-[R/K] y que las alfa

hélices cierran ligeramente el poro en el lado matricial del ¢®edlayPeyroulaet al,
2003;DahoutGonzalezt al. 20().

El grafico de Ramachandran generado por PROCHECK (Laskavshi, 1993) parad
estructura de UCP3_WT, presenta el 81% de los residuos que no son prolina ni glicina en
las regiones mas favorecidas, mas aun, el 98,1% se encuentran en las regiones permitidas.
En contraste, el 1,9% se encuentra en regiones prohibidgei(mitidas), esultando en

una estructura estereoquimicamente aceptable (Laskoefskal, 1993). El analisis

detallado se encuentra en el Anexo 3.



Figura 2: Estructura UCP3_WT.

El modelo estructural obtenido del modelado por homologia, coloreado de acuerdo a su estructura se
tomando a las alfa hélices como moradas, héliggerBazul, giros en celesy bobinas en blanco (giros
bobinas no presentan estructura secundaria). Los residuos resaltados y coloreados por ¢
corresponden al primero y Ultimo, sefialando que esa pstd®rientada a la zona intermembranal. A
izquierda se muestra imagen de frente y la derecha, el lado que da hacia la matriz mitocondrial. AHA

hélice anfipatica.



Figura 3: Alineamiento estructural del modelo de UCP3 versusUCP-2.

Alineamiento entre 2LCK (UGR) en azul versus UCP3_WT en rojo que esponde a uneiz cuadrade
del promedio de la desviaciéon cuadratica (RMSD) de 0.31884 residuos resaltados y coloreados

elementos corresponden al primero y (ltimo, sefialando que esagidogentada a la zona intermembrar
deUCP3_WT.



4.2 Mutantes estructurales de UCP3_WT

Se identificaron los residuos relevantes pareséldio (Figura 4) y, por consiguiente, las

los residuos a cambiaSiguiendola nomenclatura de mutantes [RS1][num]gRSen

donde RS es el residuo presente en el fenotipo sileestum el nimero del residuo y RS

el residuo al cual se ha mado, bs proteinagnutantes fueron: D28N, E173Q, D215N. Las
estructuras mutantes resultantes fueron nor
dd cambio de residu@v_D28N, M_E173Q, M_D215N).

Los residuosambiadosse basaromen los hallazgos dechtayet al. (2000), los cuales se
resumen en el Cuadro Bstas mutaciones modificm el flujo tanto de Flcomo de iones

Cl y estan conservadas en todos los homélogos de las UCPs y entre especies (Anexo 1,
Ledesmaet al, 2002), esaltando su relevancia en la funcion de las mismas. @ssi, |
cambios de los residuagsalizads en UCR3 (Figura 4)se localizaren la misma region

que en UCHL (Cuadro 2).

La validacion de las estructuras de los tragamtes arroj6 un RMSD para todas las
estructuras de 0.3189igual que en la Figura 3 para el fenotipo silvestre) comparadas con
2LCK, mostrando un buen alineamiento estructural (Kriegeal, 2003. Esto era de

esperarse ya que solo se modificé undusipor estructura.

Los graficos d&Ramachandragenerados por PROCHECK (Laskowskial, 1993)a una
resolucion de 2Amuestran quéas estructuras M_D28N; M_E173Q; M_D215N presentan

un porcentaje de residuos en zonas permitidas de 98,1% con la nigsribicion que
UCP3_WT (Anexo 3). Por ende, se dice que tiene una estereoquimica adecuada para el

propésito de la investigacion (Laskowskial, 1993).
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Cuadro 2: Mutaciones relevantes en la actividad de transporte de UCP.

UCP-1* Posicién Flujo H" (%)**  Flujo CI (%)** UCP-3

D27N Alfa hélice 1 71,13 86,20 D28N
Entre las hélice:

E167Q , 4,00 E173Q
3y4
Entre las hélices

D209N 77,59 D215N

4y5

*QOrganismo estudiado: Hamster **Porcentaje con respecto al fenotipo silv

Fuente: Ectayet al.(2000)



Figura 4: Residuos identificados relevantes para el estudio.

Modelo UCP3_WT en vista de frente (izquierda) y del lado de la matriz mitocondrial (derecha). Los r
resaltados y coloreados por elementos corresponden al prirdinmg, mientras que los residuos relevan
D28, E173 y D215 son representados en naranja, rojo y amarillo, respectivamente. La estructura s
esta coloreada de tal manera que las alfa hélices son moradas; héliezsl8s; los giros, celestedas

bobinas, blancas.



4.3 Dinamicas noleculares

Se establecié el sistema previo a la simulaciones que consta de la UCP, membrana
bilipidica POPC, agua e iones cloruro para cada estructura (Figura 5). Ademas, se
analzaron los parametros de RMSD, energia total, temperatura y presion durante los 10ns

de simulacién (Figura 6).

La medicion del RMSD realizada eh esqueleto de la proteina fue en promedio 4.34A;
4,05A; 4,36A y 4,70A para las estructuras UCP3_WT (fenotipo silvedite)28N,
M_E173Q, M_D215N, respectivamente durante la dindmica molecular; con una
desviacién estandar menor a uno en todos los ¢agpga A\). Ademas, en la FigureB6

se puede apreciar que la energia, varia entre valores cercanos y la media de los sistemas es
muy parecida, ya que se diferencian en un residuo y en el nimero de iones que se
utilizaron para neutralizar. En adicion,ttanperatura del sistema (Figur@)Ge mantiene
constante en aproximadamente 37 °C (310 K) con una variacion muy pequefia. Por ultimo,

la presion de los sistemas se mantiene constante en promedio a latm a lo largo de la

simulacién, con desviaciones estares reducidas (Figur®h

En conjunto, estos datos nos muestran que la simulacion ha conservado constantes los
parametros que se establecieron y por tanto su validez. La razdén es que se asume que la
proteina se encuentra en equilibrio termodindmicanda se calcula (a lo largo de la
simulacién) que el RMSD promedio es pequefio y tiende a estabilizarse o a fluctuar poco
(Anexo 4.

En adicion al pardmetro anterior, se asume que el sistema esta en equilibrio termodinamico
porque la energia talt del sistema, si bien es muy variable, no muestra una fluctuacion
cadtica, es decir, fluctia entre limites superiores e inferiores muy parecidos y entre dos
valores consecutivos del e}, siempre cruza por el promedio, lo que sugiere que el
sistema senantiene equilibrado (Anexg.4De no ser asi, si la energia formase una linea
con una pendiente descendent e, podr2a deci

alcanzar aun el equilibrio, tornandolo como un mal modelo para realizarqioeés.

Finalmente, la validacion de DM se concretiza ya que los parametros de temperatura y
presién se mantuvieron como se le indicaron al programa en principio, con 310K de

temperatura y latm de presigxngxo 4.
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Figura 5: Sistema de UCP3 con membrana, agua e iones en condiciones iniciales.

Imagen del sistema que se utilizé para las simulaciones, que consta de-3a(l#ede), moléculas de agt
(azul) membrana bilipidica (marrén trafsddo) e iones cloruro (rosado); de manera que cada estrt
(UCP3_WT, M_D28N, M_E173Q, M_D215N) tuvo su sistema propio. A la izquierda se muestra un
frontal del sistema y a la derecha la vista ventral o al lado de la matriz mitocdnosietstluos resaltados !

coloreados por elementos corresponden al primero y Ultimo de la proteina (lado intermembranal).
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