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ABREVIATURAS

A+ Gradiente de potencial electroquimico de protones

ApH Gradiente de pH

Ay Potencial de membrana

AAC Translocasa de adenin nucledtidos (ADT o ANT).

AGC Transportador de glutamato/aspartato

BMCP1 Proteina desacoplante cerebro 1

CAC Transportador de carnitina/acilcarnitina

CoQ1o Ubiquinona

CRE Elemento de respuesta a AMP ciclico (c-AMP Response Element
Binding)

CTC Transportador tricarboxilatos

DIC Transportador de dicarboxilatos

EDTA Acido etilendiamin-tetracético

EGTA Acido etilenglicol-bis-(aminoetil)-N,N,N’,N"-tetracético

FCCP Carbonil cianuro p-trifluorometoxifenilhidrazona

FDNP-ATP 3'-O-(5-fluoro-2,4-dinitrofenil)-ATP

GC Transportador de glutamato

GNC Transportador de glutamina

IPTG Isopropil-tio-B-D-galactdsido

OAC Transportador de oxalacetato

OoDC Transportador de oxodicarboxilatos

0GC Transportador de oxoglutarato

ORC Transportador de ornitina

PCR Reaccidn en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)

PEG Polietilenglicol

PiC Transportador de fosfato

PMSF Fenil-metilsulonilfluoruro

PPAR Receptores Activadores de la Produccion de Peroxisomas
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor)

PTP Poro de transicion de la permeabilidad (permeability transition pore)

PYC Transportador de piruvato

RARE Elemento de respuesta a acido retinoico (retinoic acid response

element)
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RMN Resonancia magnética nuclear

ROS Especies reactivas del oxigeno (reactive oxygen species)
RPE Resonancia paramagnética electronica

SAB Seroalbumina bovina

SDS Lauril sulfato sédico

SFC Transportador de succinato/fumarato

TAB Tejido adiposo blanco

TAP Tejido adiposo pardo

TNFa Factor a de necrosis tumoral

UCP1 Proteina desacoplante 1 (uncoupling protein)
UCP2 Proteina desacoplante 2

UCP3 Proteina desacoplante 3

UCP4 Proteina desacoplante 4

X-Gal

5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galactopirandsido
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1.- GENERALIDADES

1.1.- LA TEORIA QUIMIOSMOTICA

En 1961, en tiempos en los cuales se buscaba un intermediario quimico para
explicar el acoplamiento entre la oxidacién de los sustratos y la produccién de energia,
Peter Mitchell formuld la denominada hipdtesis quimiosmética de la fosforilacion oxidativa
[Mitchell, 1961]. Esta teoria establece que la cadena transportadora de electrones esta
acoplada a la sintesis de ATP mediante un gradiente de potencial electroquimico de
protones (Apy:) que se crea a través de las membranas transductoras de energia
[Mitchell, 1976].

Durante la respiracion mitocondrial, la oxidacion de sustratos genera un flujo
de electrones a través de la cadena respiratoria que se encuentra estrechamente acoplado
al bombeo de protones fuera de la matriz (figura 1). La membrana interna mitocondrial es
impermeable a los protones, por lo que su exclusién de la matriz genera un Ay, que
estarda compuesto de dos componentes, la diferencia de potencial eléctrico (AW) y la
diferencia de potencial quimico (ApH). La energia de este gradiente se utilizara para la
produccion de ATP a través de la ATPsintasa o para el transporte de metabolitos a través
de la membrana interna mitocondrial.

En estado estacionario, el bombeo de protones a través de la cadena
respiratoria tiene que estar estrechamente compensado por la reentrada de éstos en la
matriz. La principal via de reentrada de los protones en la matriz es la ATPsintasa, aunque
también parte del gradiente de potencial electroquimico de protones es usado para el
transporte de iones y metabolitos. Se puede decir entonces, que el flujo de protones se
encuentra acoplado a la sintesis de ATP, y que por lo tanto, la velocidad de la respiracion
esta controlada principalmente por la demanda de ATP en la célula [revision Nicholls &
Ferguson, 2002].

MATRIZ MITOCONDRIAL

MEMERANA
INTERMA del
Figura 1 Esquema del
MITOCONDRIAL proceso de generacion
del gradiente de poten-
cial electroquimico de
PR B e B i protones (AﬁH+)- Se
Mtﬂ'ﬂl sefalan los  principales
i componentes de la cadena
i e Y de transporte electronico,
~Fugss.. la ATPsintasa y las
distintas vias de reentrada
de los protones en la
matriz
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Sin embargo en ATP - MATRIZ MTOCONDRIAL
determinadas situaciones, como en
la termogénesis, interesa eludir el
control respiratorio para disipar la
energia en forma de calor. Esto
ocurre, por ejemplo, en las
mitocondrias del tejido adiposo
pardo (TAP), en un proceso que
implica la existencia de una via
alternativa a la ATPsintasa para la '"‘E““’ﬂ“m\‘h_ o
reentrada de los protones en la '
matriz. Esta via es la proteina
desacoplante 1 o UCP1, del inglés m{ }"‘"""""i- CALOR -
uncoupling  protein  (figura 2) LATP

[revisiones Nicholls & Rial, 1999; Figura 2 Esquema general de la ruta de protones durante
KIingenberg & Huang, 1999; la termogénesis en mitocondrias de tejido adiposo p,ardo.
Ned d et al. 2001 Durante la termogénesis, el acoplamiento entre la respiracion y la
€dergaara et al., ] fosforilacion oxidativa se rompe debido a que se activa la UCP1 y
se permite la reentrada de H* a la matriz. Esto provoca una rapida
disminucion en el potencial de membrana mitocondrial que hace
que la respiracion se acelere y la energia generada se desprenda

en forma de calor.

1.2.- EL TEJIDO ADIPOSO PARDO

En 1551 Conrad Gesner, al describir el tejido interescapular de marmota,
observd que la grasa parda constituia un tejido distinto al tejido adiposo blanco (TAB)
[Gesner et al, 1551]. Si bien hasta 1817 se pensd que formaba parte del timo y que tenia
una funcién endocrina, posteriormente se generalizd la idea de que era un tejido graso
modificado cuya funcion se limitaba a ser un depdsito de grasa. A principios de siglo se
retomo la creencia de un papel endocrino del tejido, pero no fue hasta principios de los 60
cuando se demostro su funcion termogeénica [revisién Trayhurn & Nicholls, 1986].

1.2.1.- FUNCION

La principal funcion del TAP es la de generar calor en un proceso denominado
termogénesis sin tiritacion. Este proceso es vital para los animales hibernantes y para
todos los mamiferos en el momento de nacer, ya que ayuda a compensar la pérdida de
calor al abandonar el ambiente intrauterino materno. Durante el desarrollo, la actividad
termogénica disminuye y el tejido involuciona hasta convertirse en morfologicamente
indistinguible del TAB [revision Trayhurn & Nicholls, 1986].

En animales hibernantes y otros pequefios mamiferos, la regresion es soélo
parcial y el tejido se vuelve a estimular durante la vida adulta en situaciones de exposicion
al frio [Nicholls & Locke, 1984] o con una dieta hipercaldrica [Himms-Hagen, 1989]. Sin
embargo, en humanos adultos no existen evidencias de la estimulacién del tejido
[Trayhurn & James, 1983]. En roedores, se ha descrito su implicacion en la regulacion del
peso corporal [Rothwell & Stock, 1979].
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1.2.2.- LOCALIZACION Y MORFOLOGIA

La elevada actividad termogénica
del TAP requiere una gran vascularizacion
tanto para el aporte de oxigeno y sustratos
como para el transporte del calor producido a
otros tejidos. Por ello, se encuentra situado
en zonas muy vascularizadas e inervadas
simpaticamente. A nivel global, incluso en
recién nacidos, representa un pequefo
porcentaje del peso corporal que va desde el

1% al 5% en animales adultos adaptados al Figura 3 Localizacién, en las regiones
frio. Se localiza principalmente en las ~ Interescapular y axilar, del TAP en

siguientes regiones (figura 3):
« cavidad abdominal,

« en la zona periadrtica rodeando drganos vitales como los rifiones y
corazon,

« en las regiones interescapular, cervical y axilar,
e rodeando al tiroides y al timo,
« asociado con la caja tordacica, los musculos intercostales y el esterndn.

La célula predominante en este tejido es el adipocito pardo. Se caracteriza por
presentar en su citoplasma un nucleo localizado en posicion central y numerosos depositos
multiloculares de triglicéridos. Contiene un elevado nimero de mitocondrias con una
membrana interna muy desarrollada, y esto es lo que confiere al tejido su elevada
capacidad respiratoria (figura 4). El resto de organulos del adipocito pardo quedan
reducidos a un pequefio espacio citoplasmico, y aunque existen muchos ribosomas libres,
el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi de estas células son practicamente
inexistentes [Afzelius, 1970]. Cuando el tejido se inactiva, los depdsitos de triglicéridos se
expanden y funden hasta
formar una Unica gota lipidica
que pasa a abarcar gran
parte del citoplasma.

1.2.3.- REGULACION DE
SU FUNCION: LA TERMO-
GENESIS

La capacidad
termogénica que presenta
este tejido se debe a la

presencia de Ia protel'na Figura 4 Imagen al microscopio electrénico de un adipocito marron. Se
observan todos sus organulos y en detalle sus mitocondrias. Modificado de
desacoplante UCP1 en la Trapform & Nicholls [1966],
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membrana interna de las mitocondrias de los adipocitos. La UCP1 desacopla la respiracién
de la sintesis de ATP, ya que permite la reentrada de los protones a la matriz, disipando el
gradiente de potencial electroquimico de protones en forma de calor. La regulacion de la
termogénesis depende del sistema nervioso simpatico y el esquema general del proceso es
el que se representa en la figura 5 [revisiones Nicholls & Locke, 1984; Rial & Gonzalez-
Barroso, 2001].

La noradrenalina, liberada por las numerosas fibras simpaticas que inervan el
tejido, actla a nivel de los receptores B-adrenérgicos de la membrana citoplasmica del
adipocito y se produce entonces una activacion de la adenilato ciclasa que eleva los
niveles citoplasmicos de AMPc. El aumento de los niveles de AMPc, por una parte hace que
la expresidon del gen de la UCP1 se estimule, y por otra, que se desencadene la cascada
lipolitica. EI AMPc provoca que una proteina quinasa active a una lipasa sensible a
hormonas con lo que se
permite la liberacion de
acidos grasos de los depdsitos
citoplasmicos de triglicéridos.
Los acidos grasos liberados,
por un lado acttan sobre la
UCP1 activando el transporte
de protones mediado por ella
y originando la produccién de
calor, y por otro, se activan a
acil-CoA, que se convierte en
acil-carnitina lista para ser
transportada al interior de la
matriz mitocondrial. Dentro
de la matriz los acidos grasos
son oxidados en el proceso de
B-oxidacién y los electrones
producidos en esta reaccidn
son transferidos a la cadena

respiratoria para que la
generacién del gradiente de Figura 5 Procesos celulares implicados en la regulacion de la
) .. termogénesis en el adipocito pardo. Vienen representados: (1)
potencial electroquimico de Transportador de carnitina; (2) Cadena respiratoria mitocondrial; (3) UCP1;
protones tenga lugar [revision ? 4§ ATPsintasa, (1/;//(5) P/;7ate/ha quinasa act/'v?,' SP/(,) Proteina clij///'nas‘i7 inactiva;
. L)) Lipasa sensible a hormonas inactiva, (L;) Lipasa sensible a hormonas
Nicholls & LOCKeI 1984]' activa. Ver texto para explicacion.

2.- TRANSPORTADORES MITOCONDRIALES

2.1.- MIEMBROS DE LA SUPERFAMILIA DE LOS TRANSPORTADORES
MITOCONDRIALES

La importancia vital de la mitocondria en la fisiologia de las células requiere un
continuo trafico de metabolitos a través de sus membranas. Este hecho implica la
existencia de un eficiente sistema de transporte de los metabolitos claves para el



Sl Introduccion 13
=]

desarrollo de la fosforilacion oxidativa y del resto de sus funciones metabdlicas (-
oxidacidn, ciclo de Krebs...). Las proteinas encargadas del transporte de metabolitos en la
mitocondria forman una superfamilia de proteinas relacionadas entre las cuales se
encuentra la familia de las UCPs.

Actualmente en mitocondrias de mamiferos, se han caracterizado las
siguientes proteinas transportadoras [revisiones en Krdmer & Palmieri, 1992; Walker &
Runswick, 1993; Palmieri, 1994; Palmieri et a/., 1996; Palmieri, 2004]:

« La translocasa de adenin nucledtidos (AAC, ADT o ANT). Presenta tres
isoformas (AAC1, AAC2 y AAC3) y cataliza el intercambio del ATP
generado en la matriz por ADP citoplasmico.

« Las proteinas desacoplantes o UCPs (UCP1, UCP2, UCP3, UCP4,
BMCP1 y UCPs de plantas), introducen protones y aniones (como CI,
NOs" y otros aniones halogenuros) en la matriz mitocondrial mediante
un mecanismo de uniporte.

« El transportador de fosfato (PiC); también con 2 isoformas (PiC-A y
PiC-B), media el antiporte de fésforo inorganico (Pi) con OH™ de la
matriz. Experimentalmente este mecanismo es indistinguible de un
simporte de Pi y H" hacia la matriz mitocondrial por lo que no es
descartable que éste sea el mecanismo.

e El de piruvato (PYC), que introduce mediante antiporte piruvato
intercambiandolo por un OH™ de la matriz.

e El de oxoglutarato (OGC), que transporta mediante antiporte 2-
oxoglutarato y malato.

e El de glutamato/aspartato (AGC). Se le conocen dos isoformas,
aralarl y citrina y tienen la especial peculiaridad de ser los primeros
transportadores mitocondriales que presentan dominios de unién de
calcio [Del Arco et al, 2000]. Su funcién es aportar equivalentes
redox del citosol a la mitocondria translocando una molécula
glutamato acompafiada de un H* por aspartato.

« El de dicarboxilatos (DCC o DIC). Cataliza el transporte electroneutro
de dicarboxilatos (malato, succinato...) por fdsforo inorganico o
ciertos compuestos azufrados como sulfato o tiosulfato.

e El de citrato o tricarboxilatos (CTC o CIC). Introduce en la matriz
citrato y un protdn mediante el antiporte con malato.

e El de carnitina (CAC). Mediante antiporte, transporta acilcarnitina
hacia la matriz, liberando carnitina en el espacio intermembrana.
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e El de ornitina (ORC). Exporta ornitina al espacio intermembrana.
Introduce un H* a favor de gradiente por cada ornitina exportada al
citosol para generar poliaminas y arginina.

e El de glutamato (GC). Introduce glutamato en la matriz mitocondrial
mediante antiporte con iones OH".

e El de glutamina (GNC). Desplaza un OH de la matriz hacia el espacio
intermembrana, introdu-ciendo una molécula de glutamina.

La expresion de estos transportadores en las mitocondrias de los distintos
tejidos es variable. Algunos de ellos estan presentes en todas las mitocondrias (AAC y
PiC), otros en la mayoria (PYC, CAC, OGC y AGC) y el resto se localiza en mitocondrias de
células con importancia en procesos especificos como la gluconeogénesis (DIC),
termogénesis (UCP1), la sintesis de acidos grasos y lipidos (CIC) o la sintesis de urea
(ORC, GCy GNQC).

En Saccharomyces cerevisiae se ha descrito la existencia de 35 genes que
podrian codificar para transportadores mitocondriales [revision Palmieri et a/., 2000). De
ellos, Unicamente se han caracterizado 11 entre los cuales (aparte de las tres isoformas
del AAC, del CIC, del PiC, del ORC, del CAC, y del DIC) hay que citar:

e El de succinato/fumarato (SFC). Este transportador introduce en la
matriz el succinato producido en el citosol en la ruta del glioxilato
mediante un intercambio con fumarato.

e El de oxalacetato (OAC). Cataliza el transporte de oxalacetato al
interior de la mitocondria mediante un mecanismo de antiporte con
sulfato.

» El de oxodicarboxilatos (ODC). Su funcién es extraer el 2-oxoglutarato
y el 2-oxoadipato de la matriz al citosol para que alli se sinteticen
tanto glutamato como lisina respectivamente.

Respecto a las UCPs, actualmente ya se han descrito 45 genes que codifican
para proteinas homdlogas a la original UCP1. El andlisis detallado de los distintos genes
identificados, ha permitido establecer la existencia de isoformas de UCPs tanto en
animales como en plantas [revision Ricquier & Bouillaud, 2000; Ledesma et a/, 2002b]. En
animales, las isoformas descritas hasta el momento son cinco, la UCP1, de expresion
exclusiva del TAP; la UCP2, presente en numerosos tejidos de mamiferos; la UCP3,
identificada en el musculo esquelético y TAP, la UCP4, con expresion exclusiva en cerebro
y la BMCP1 (o UCP5), con expresién mayoritaria en cerebro e higado pero con niveles de
ARNm detectable en numerosas localizaciones. Si bien se acepta que la UCP1 cataliza la
reentrada de H* en la matriz celular, el papel fisioldgico y funcional de las nuevas UCPs es
aun motivo de controversia y existen numerosas hipétesis al respecto [revision Adams et
al., 2000; Bouillaud et al., 2001].
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2.2.- SIMILITUD ESTRUCTURAL

Las secuencias aminoacidicas de la mayoria de estos transportadores ya estan
disponibles en el servidor Swiss-Prot/TrEMBL [http.//us.expasy.org/sprot/] y existen
numerosas revisiones que analizan sus relaciones estructurales y funcionales [Kuan &
Saier, 1993; Walker & Runswick, 1993, Indiveri et al., 1997, Palmieri et a/., 2000; Palmieri,
2004].

Del estudio de sus secuencias se ha comprobado que presentan propiedades
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estructurales muy similares. Todos ellos estan formados por unos 300 aminoacidos con
una elevada homologia entre ellos. Muestran una estructura organizada en tres dominios,
caracterizados por la presencia de una secuencia

de unos 100 aminodacidos que se repiten tres -
veces. Cada dominio a su vez, contiene dos —I g
regiones hidrofébicas y una hidrofilica que las —
une. La conexién entre los dominios tiene lugar ' N
mediante otra pequefia region hidrofilica. La gran | eucez
homologia existente entre los dominios y a su g Iy

vez entre todos estos transportadores, hace - _ uces
pensar que los tres dominios derivan de la i .
triplicacion de una secuencia ancestral comin a UCP_Arabidonia
partir de la cual han surgido los distintos e
transportadores mitocondriales (ver figura 6)

[revision Walker, 1992; Walker & Runswick,

1993; Palmieri, 2004].

De acuerdo con estas observaciones, _ g
se propuso para todos ellos el modelo estructural .
de la figura 7. Como se observa, la estructura se - [— rAL
basa en la existencia de seis hélices o
transmembranales, separadas por tres grandes
regiones de naturaleza hidrofilica que estan

orientadas hacia la matriz y otras dos regiones
menores, también hidrofilicas, orientadas hacia el
espacio intermembrana. Tanto el extremo N-
terminal como C-terminal de la proteina se
orientan hacia la cara citoplasmica de la

Figura 6 Arbol evolutivo de los distintos
transportadores mitocondriales. La /longitud de
las ramas horizontales es proporcional a la distancia
evolutiva  existente  entre las  secuencias.
Abreviaturas: MDCC (DIC), OGCP (OGC), MPCP (PiC),
GDC (Proteina del mal de Graves) y ADT (AAC).
Datos extraidos de Ricquier & Bouillaud, [2000].

membrana [Saraste & Walker, 1982; Walker &

Runswick, 1993]. Recientemente, el descubrimiento mediante técnicas de cristalografia de
rayos X de la estructura tridimensional del AAC bovino ha confirmado la validez de este
modelo [Pebay-Peyroula et a/, 2003] (ver punto 3.6.3).

El alineamiento de las secuencias de estos transportadores muestra que,
dentro de su elevada homologia, existen unos cuantos aminoacidos estrictamente
conservados en todos los miembros de la superfamilia (ver figura 8):

« Hacia el final del extremo C-terminal de la primera hélice de cada uno
de los dominios repetidos de la estructura tripartita, se identific el
motivo: P-x-[D/E]-x,-[R/K], siendo “xOcualquier aminoacido.
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Figura 7 Modelo estructural para los miembros de la superfamilia de transportadores
mitocondriales. Las l/ineas discontinuas separan los tres dominios homdlogos que forman la estructura
tripartita. Cada dominio consta de dos dominios transmembrana (1, I, IIl, 1V, V y VI) unidos por una region
hidrofilica o "loopO(A, B y C). Interconectando los tres dominios existen otras dos regiones hidrofilicas més
pequenas, que al igual que los extremos N-terminal y C-terminal, se situan hacia la cara citopldasmica [Walker &

Runswick, 1993].

Por ello,

En el extremo C-terminal del /oop matricial de cada repeticion, el
segundo motivo identificado fue: [D/E]-G-x4—a-[K/R]-G, siendo en
este caso “a0 cualquier aminoacido aromatico. Varios autores sitlian
como esenciales estos residuos para la importacion e insercion en la
membrana interna  mitocondrial a través del complejo
Tim10/Tim12/Tim22 [Sirrenberg et a/., 1998; Koehler et a/., 1998].

la secuencia P-x-[D/E]-x-[L/I/V/A/T]-[R/K]-x-[L/R/H]-[L/I/V/M/F/Y]-

[Q/G/A/I/V/M] (con numero de acceso PS00215 en el servidor PROSITE
(http.//us.expasy.org/prosite)) se ha empleado para el reconocimiento de nuevos

miembros de la superfamilia de los transportadores mitocondriales [El Moualij et a/., 1997;
Palmieri et al., 2000].

2.3.- SIMILITUD FUNCIONAL

Para una caracterizacién funcional de estos transportadores se emplean
principalmente cuatro métodos de estudio:

El aislamiento de las mitocondrias que los contienen y el posterior

estudio /n vitro de éstas. [Darley-Usmar, 1987].
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El aislamiento, purificacion y reconstitucion de los transportadores a
partir de mitocondrias aisladas [Palmieri et al., 1993].

La sobreexpresion de la proteina en bacterias, purificacion y
reconstitucion en liposomas [Palmieri et al, 1995; Indiveri et al.,
1998].

La clonacion del ADNc del transportador en un vector de expresion, la
expresion de éste en levaduras de la especie S. cerevisiae y el
posterior analisis /n vitro de las mitocondrias purificadas [Darley-
Usmar, 1987].

Atendiendo a los resultados obtenidos en los diferentes estudios, se han
observado una serie de similitudes funcionales en todos los transportadores mitocondriales
(revisiones Palmieri et a/, 1993; Palmieri, 2004):

Bajo determinadas situaciones, todos son capaces de transportar
sustancias de naturaleza anidnica por lo que también reciben el
nombre de transportadores mitocondriales de aniones.

Realizan el transporte de las moléculas a través de las membranas
mediante un mecanismo secuencial de antiporte de sustratos. Este
mecanismo implica la formacién de un compuesto ternario entre las
moléculas interna, externa y el transportador antes de que se
produzca el transporte [Palmieri et al, 1993, Palmieri, 1994]. La
excepcion a esta particularidad la constituyen las UCPs, que catalizan
un uniporte de H* o aniones, y el CAC, que funciona de un modo dual
realizando uniporte de carnitina o simporte de carnitina/acil-carnitina
(mecanismo tipo ping pong).

Se ha visto que modificando quimicamente sus grupos SH o bajo
condiciones de patch clamp, pueden adoptar cinéticas tipo poro o
canal (ver seccién 3.6). Debido a esto, se piensa que todos estan
organizados en dos dominios funcionales: un dominio transportador
gue corresponderia al elemento evolutivamente conservado en todos
ellos y que presenta un comportamiento tipo canal y otro dominio que
hace de “puertaO(del inglés gating domain) y que es el directamente
responsable de conceder especificidad a la proteina [revisiones
Arechaga et al., 2001; Ledesma et al; 2002a].

De este modo se acepta un modelo cinético comin a todos estos
transportadores mitocondriales, el “modelo del poro con sitio de unién dnico regulado por
puertasO (del inglés single binding center gated pore) (figura 9) [Klingenberg, 1991;
revision Arechaga et al, 2001]. Este modelo propone que en el nucleo del transportador
debe existir una via de translocacion (o poro) de naturaleza hidrofilica cuyo acceso esta
regulado por dominios que actian a modo de “puertaQ
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b
Figura 9 Modelo cinético del poro
_, con sitio de union Unico regulado
por puertas (SBCGP). £/ ciclo catalitico
empieza cuando el transportador no tiene
unido ningun sustrato y una de las

puertas de acceso al sitio de union
permanece abierta. (@) El sustrato se
une al transportador (b) y la energia de
la interaccion proteina sustrato lleva a un
reordenamiento  conformacional  que
ocasionard la translocacion (c). La puerta

de acceso situada en el lado opuesto de
la membrana se abre y el sustrato se
disocia (d). El transportador sin sustrato
regresa al estado original permitiendo el
acceso al sitio de union desde el otro
lado de la membrana.

3.1.- DESCUBRIMIENTO DE LA UCP1
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3.- LA UCP1
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Los primeros que sugirieron que las mitocondrias del TAP presentaban una
baja eficiencia energética fueron Lepkovsky et al. [1959]. Estos autores observaron que
mientras en higado el cociente P/O (moles de ATP producidos por mol de oxigeno
consumido) era de 1.8, en el tejido adiposo pardo el cociente era muy préximo a cero
incluso cuando los valores de consumo de oxigeno de ambos tejidos eran similares. En
1967, Lindberg et al observaron que un homogenizado conjunto de tejido hepatico y
adiposo marrén proporcionaba un cociente P/O equivalente a la mezcla de ambos, o lo
que es lo mismo, a la mezcla de mitocondrias acopladas (con P/O préximo a 1.8) y
desacopladas (con P/O préximo a 0) en las proporciones de partida. Este descubrimiento
indicdé que el factor que disminuia la eficiencia energética de las mitocondrias era
especifico del tejido adiposo pardo.

En un principio se pens6 que esta disminucién en el rendimiento energético
podia ser consecuencia de la pérdida de la maquinaria del proceso de fosforilacion
oxidativa. Esta hipotesis fue desechada en experimentos posteriores que demostraron la
elevada capacidad de los acidos grasos para disminuir el rendimiento en la produccion de
ATP de las mitocondrias de TAP comparandolas con las de higado o cerebro. Se comprobd
que las mitocondrias de TAP eran capaces de sintetizar ATP, aunque para ello era
requisito imprescindible retirar con albumina los acidos grasos presentes en las
preparaciones [Guillory & Racker, 1968]. Al afo siguiente, Hittelman et a/ [1969] vieron
que si se afadia a la preparacion CoA, carnitina y ATP (necesarios para el proceso de
activacién de los acidos grasos) no era necesaria la adicion de albdmina para eliminar los
acidos grasos presentes en la preparacién. En ambas situaciones se incrementaba el
rendimiento energético de estas mitocondrias, por lo que a partir de este momento se
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propuso que la baja eficiencia de estas mitocondrias era consecuencia de un
desacoplamiento entre la cadena respiratoria y la fosforilacion oxidativa [Lindberg et a/.,
1967]. Sin embargo, se observé que el efecto reacoplante ocasionado por la retirada de
los acidos grasos debido a su activacion o mediante la adicion de albumina no era
equiparable, por lo que algunos autores pensaron que el desacoplamiento de las
mitocondrias del TAP no era provocado por los acidos grasos en general, sino por una
fraccion especifica de éstos [Bulychev et al,, 1972].

De forma simultanea a las anteriores investigaciones, Rafael y colaboradores
realizaron un descubrimiento vital. Estos autores observaron que la adicion de ATP o GTP
milimolar junto con albdmina a las preparaciones de mitocondrias de TAP incrementaba
notablemente la proporcion de mitocondrias acopladas con lo cual se sefialaba por primera
vez a los nucledtidos como inductores del control respiratorio en estas mitocondrias
[Rafael et al, 1969]. La discrepancia observada en los datos de reacoplamiento obtenidos
tras la retirada de los acidos grasos por la albumina o por su activacion fue explicada por
Cannon et al en 1973 argumentando que el ATP actuaba de modo dual, activando los
acidos grasos e induciendo el control respiratorio en la mitocondria. Estos autores
establecieron que la adicién de ATP 0.8 mM a una preparacion de mitocondrias de TAP era
suficiente para observar ambos efectos, mientras que una adicion de 55 pM de ATP era
suficiente para activar los acidos grasos enddgenos, pero insuficiente para conseguir un
control respiratorio [Cannon et a/., 1973].

En 1976, David Nicholls descubrid que la unidén de los nucledtidos a las
mitocondrias era insensible a atractilato y tenia lugar en la cara externa de la membrana
interna mitocondrial [Nicholls, 1976a]. Esto permitid la cuantificacion de la proteina en la
membrana y con ello se demostrd que existia una relacién entre el estado termogénico del
TAP vy la capacidad de unién de nucledtidos de modo que ésta se incrementaba tras un
periodo de aclimatacion al frio [Rafael & Heldt, 1976]. Ese mismo afio, Ricquier & Kader
[1976] encontraron una banda proteica de 32 KDa cuya expresidon se potenciaba en las
mitocondrias de TAP de rata que habian sido expuestas al frio y la atribuyeron a una
posible flavoproteina o a algun tipo de citocromo de funcién desconocida.

Dos afios mas tarde Nicholls y colaboradores, mediante marcaje por
fotoafinidad, identificaron esta proteina como un polipéptido de 32 KDa responsable del
fendmeno de desacoplamiento de las mitocondrias de TAP y la denominaron UCP [Heaton
et al, 1978]. Esta proteina se localizaba en la membrana interna mitocondrial y su
actividad se inhibia en presencia de nucledtidos puricos y se estimulaba en presencia de
acidos grasos. Poco después se consiguid purificar tanto en hamster como en rata [Lin &
Klingenberg. 1980] y cinco afos después, Bouillaud et a/ [1985] y paralelamente
Jacobsson et al, [1985], clonaron la proteina. EI mismo afio, Klingenberg y colaboradores,
secuenciaron la UCP de TAP [Aquila et a/, 1985] y la reconstituyeron en liposomas
[Klingenberg & Winkler, 1985]. El posterior hallazgo en varios tejidos de proteinas
homologas a la UCP hizo que se redenominase a la proteina como UCP1 [revisidon Ricquier
& Bouillaud, 2000].
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3.2.- TOPOLOGIA DE LA UCP1
3.2.1.- ESTRUCTURA PRIMARIA Y SECUNDARIA DE LA UCP1

La UCP1 es una proteina de 306 aminoacidos embebida en la membrana
interna mitocondrial del adipocito pardo, que presenta una masa molecular de unos 33
KDa. Incluye en su secuencia un total de 47 residuos cargados de los cuales 28 son de
naturaleza basica y 19 de marcado caracter acido.

El proceso de aislamiento de la proteina se desarrolla de manera similar al
realizado para aislar otros transportadores de membrana interna mitocondrial como AAC.
Su aislamiento se lleva a cabo por cromatografia de afinidad en columnas de
hidroxiapatito utilizando detergentes no idnicos (Triton® X-100). Este método no
desnaturaliza la proteina y permite que pueda reconstituirse en liposomas para reproducir
su actividad [Lin & Klingenberg, 1980; Klingenberg & Winkler, 1985]. La primera vez que
se aislo, se observd que la proteina solubilizada migraba en la ultracentrifuga como un
homodimero rodeada de aproximadamente 160 moléculas de Triton® [Lin et a/,, 1980]. El
hecho de que se haya encontrado una relacion de nimero de centros de union de GDP
por molécula solubilizada de proteina de 0.5:1 (o lo que es lo mismo, 16 pmol GDP/g
proteina) [Lin & Klingenberg, 1982] y que el tratamiento de la proteina con reactivos de
grupos sulfidrilo (cross-linking) provoque la union entre dos unidades monoméricas de la
UCP1 [Klingenberg & Appel, 1989] son argumentos a favor de esta asociacién dimérica.
Finalmente, la importancia de la adquisicién de la estructura dimérica para el correcto
funcionamiento de los transportadores mitocondriales, fue demostrado por Schroers et al.
[1998] basandose en otro de los miembros de la superfamilia, el PiC.

Basandose en la estructura primaria, y tras la aplicacion de los perfiles de
hidrofobicidad de acuerdo con el método propuesto por Kyte & Doolite [1982], se predijo
un modelo de plegamiento analogo al descrito para otros transportadores mitocondriales
[revision Walker & Runswick, 1993] (figura 7). Se observd la presencia de secuencias
altamente repetitivas dentro de la UCP1. Esta elevada homologia implicaba que la
secuencia de la UCP1 presentaba una estructura tripartita, compuesta por tres
repeticiones de unos 100 aminoacidos cada una, con 6 hélices o transmembrana, tres
grandes /oops de unos 40 aminoacidos de naturaleza hidrofilica y otros dos, de unos 20
aminoacidos, también de naturaleza hidrofilica (ver figura 10). La mayor similitud aparecia
entre los dominios 1 y 2, mientras que se observaba una ligera homologia entre el 1y el 3
[Aquila et a/., 1985; revision en Walker, 1992].

Los experimentos de espectroscopia de infrarrojos realizados con la proteina
demuestran la elevada presencia de hélices o en su estructura. Atendiendo a los datos
obtenidos en estos experimentos, la estructura de la UCP1 contiene alrededor de un 50%
de hélice a, 30% de estructura B, 15% de giros B y un 7% de estructura al azar [Rial et
al. 1990].

Del analisis de las secuencias se observd que incluian el motivo comun a la
superfamilia de los transportadores mitocondriales [Palmieri et al., 1992]. Dentro de cada
dominio homologo, hay residuos estrictamente conservados, como es una prolina, un
residuo de glicina y dentro de la segunda hélice de cada repeticién, un residuo de arginina
[Klingenberg & Huang, 1999] (figura 8). Ademas se mantiene la presencia de tres residuos
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Figura 10 Esquema del plegamiento en la membrana interna y secuencia de la UCP1 de TAP de rata. £/
esquema ha sido construido a partir de los diversos datos topoldgicos existentes y en él se observan las tres repeticiones
separadas por lineas discontinuas.

cargados y dos aromaticos aparte de varios residuos hidrofdbicos por cada repeticion
[Aquila et al., 1985]. Del mismo modo, se observd que los primeros aminoacidos (region
N-terminal) no estaban muy conservados, mientras que los Ultimos presentaban un
elevado grado de conservacion en las UCPs de las distintas especies (ver figura 50). Ridley
et al. [1986] observaron que esta regién C-terminal tiene un marcado caracter antigénico
y la sefialaron como posible antigeno comun para las UCPs de distintas especies.

Los primeros datos topoldgicos que se obtuvieron indicaron que la region C-
terminal de la proteina, que presenta un caracter altamente hidrofilico, estaba orientada
hacia el espacio intermembrana, ya que era accesible a la proteolisis con tripsina
[Eckerskorn & Klingenberg, 1987]. Estudios realizados con anticuerpos especificos frente a
residuos de la UCP1, demostraron que la regién que va desde el aminoacido 253 al 279,
se orientaba hacia la matriz mitocondrial [Miroux et al., 1992]. Posteriormente este mismo
grupo, mediante la construccién de una libreria de proteinas de fusidn que contenia
distintos fragmentos de la UCP1 con caracter antigénico, maped la localizacién de los
mismos a ambos lados de la membrana [Miroux et a/.,, 1993]. De este modo se comprobd
que la UCP1 adoptaba la estructura secundaria tipica de los transportadores
mitocondriales (figura 7). Recopilando los diversos datos obtenidos, se ha propuesto que
el modelo de plegamiento para la UCP1 de rata es el que se refleja en la figura 10.

3.2.2.- EL GEN DE LA UCP1

El gen de la UCP1 estd presente Unicamente en mamiferos y actualmente se
ha identificado en 9 especies de mamiferos que son las descritas en la tabla 1 [revision
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Nombre Especie Nombre comin N.Acceso

BtUCP1  Bos taurus Vaca P10861"

CfUCP1 Canis familiaris Perro Q9GMZ1

HsUCP1  Homo sapiens Humano P25874

RMUCP1 Macaca mulatta Mono Q9N1EO" ::be';iesi enR?::“:;:Iesdie II?:
MaUCP1  Mesocricetus auratus  Hamster Sirio P04575 id:ntificado el gen de la UCP1
MmUCP1  Mus musculus Ratén P12242 ;‘;::‘;o e I:“sba::“:":mjatiz
OcUCP1  Oryctolagus cuniculus Conejo P14271  SwIss-PROT/TrEML.

PsUCP1 Phodopus sungorus Hamster Siberiano QO9ER18 (http://us.expasy.orq/sprot/)
RnUCP1  Rattus norvegicus Rata P04633

Ledesma et al., 2002b]. Se ha localizado en humanos en el brazo largo del cromosoma 4,
mientras que en ratdn y rata se ha identificado en los cromosomas 8 y 19 respectivamente
[Ricquier & Bouillaud, 2000]. Al igual que otros transportadores de la membrana
mitocondrial interna carece en su secuencia de péptido sefial [Ridley et a/,, 1986], y se ha
propuesto que su insercion en la membrana depende de una sefial intrinseca en la
secuencia del dominio central de la proteina [Schleiff & McBride, 2000].

La estructura del gen de la UCP1 se correlaciona con la estructura propuesta
para la proteina. Se compone de seis exones que codifican para una hélice
transmembranal cada uno y presenta las posiciones de los intrones altamente conservadas
(figura 11). Esta estructura se mantiene en las distintas especies (al menos la unidad
transcripcional) y se presenta en el genoma en una copia Unica, al contrario que otros
transportadores homdlogos como el AAC que presenta 3 copias [Walker & Runswick,
1993].

3.2.3.- CONTROL DE LA TRANSCRIPCION DEL GEN DE LA UCP1

Diversos ensayos fisioldgicos sefialaron que la expresion de la UCP1 en ratones
se induce en situaciones de exposicién al frio y de alimentacién con dieta de alto
contenido graso [revisidon Ricquier & Bouillaud, 2000]. A nivel molecular, se ha visto que
las catecolaminas (via AMPc), la proteina activadora 1 (AP-1), las hormonas tiroideas, los
acidos grasos (como por ejemplo el

acido fitanico [Schliter et al., 2002]), las 1 1kb

Nc, T3, RA...

tiazoldinedionas y el acido retinoico son ATG

potentes activadores de la expresion del - TGA

gen de la UCP1 [revisidn Silva & Rabelo,

1997; Ricquier & Bouillaud, 1997; ; Hz.z*:
; 1 m

Ricquier & Bouillaud, 2000]. Todos ellos mm v Vi
actlian directamente sobre un elemento — =
activador o enhancer de unos 211 bp

que se sitia antes del inicio de la
transcripcion  (-2.28/-2.49) [Cassard-
Doulcier et al., 1993]. La organizacién de
este elemento activador es compleja y

en él se han localizado los diversos sitios Figura 11 Organizaciéon estructural del gen de la UCP1.

Lz - . Vienen sefalados los exones y la region activadora de la
de union de los distintos activadores. transcripcion donde se sitdan los principales elementos de
respuesta. Ver texto para explicacion.

Exones


http://us.expasy.org/sprot/
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Tanto los elementos de respuesta a AMPc (CRE) y acido retinoico (RARE) mas
importantes, como la secuencia que le confiere la especificidad tisular [Cassard-Doulcier et
al.,, 1998] y una zona donde se supone que se unen receptores que activan la proliferacion
de los peroxisomas (PPAR) , se encuentran concentrados en un elemento regulador de
unos 90 bp (-2.4/-2.49) altamente complejo. Se ha encontrado también que otras
hormonas como la insulina, los glucocorticoides, el factor o de necrosis tumoral (TNFa) y
el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-I) regulan la expresién del gen de una
manera indirecta [revision Ricquier & Bouillaud, 2000].

3.3.- ASPECTOS FUNCIONALES DE LA UCP1

La UCP1 es una proteina cuya actividad origina una disminucion del
rendimiento energético, por lo que en condiciones no termogénicas debe permanecer
altamente regulada. A nivel molecular, la UCP1 va a interactuar con tres tipos de ligandos:
las especies que transporta (protones y aniones), sus activadores (acidos grasos y
retinoides) y sus inhibidores (nucledtidos de purina) [revisiones Rial & Nicholls, 1987,
Jaburek et al., 1999; Klingenberg & Echtay, 2001; Rial & Gonzalez-Barroso, 2001].

3.3.1.- ESPECIES TRANSPORTADAS POR LA UCP1

Si bien aun no hay acuerdo y las teorias existentes son varias, la tendencia
generalizada sitia a la UCP1 principalmente como un transportador de H* capaz de
transportar otras sustancias de tipo anionico.

Nicholls y Lindberg [1973] fueron los primeros en describir un transporte poco
especifico de aniones halogenuros como Br, NOs  y CI" a través de la UCP1. Este
transporte se inhibia por nucledtidos de purina pero no se activaba con acidos grasos.
Presentaba una débil dependencia por el pH y una selectividad que dependia del tamafio
del anién: I'>Br>Cl" [Nicholls 1979; Jezek et al., 1990]. La competicion observada entre el
transporte de CI' y H* indicaba que existia una via comun para el transporte de protones y
aniones, por lo que en un principio se llegd a proponer que durante el proceso de
disipacion del gradiente electroquimico, la UCP transportaba OH™ en lugar de H*, lo cual
experimentalmente es indistinguible de un uniporte de H™ [Nicholls & Heaton, 1978].

Por otra parte algunos autores, a raiz de los descubrimientos de Skulachev en
1988 (ver seccion 3.3.3), consideraron que la UCP1 era una proteina transportadora de la
forma aniodnica de los acidos grasos [Andreyev et al, 1988]. Fijandose en esta
caracteristica, Jezek & Garlid [1990] encontraron nuevas especies que podian ser
transportadas por la UCP1. Entre ellas hay que citar los sulfonatos, alquilsulfatos y sus
derivados, oxohalogenuros, derivados de fosfato monovalentes y aniones inorganicos
monovalentes. Tanto la velocidad de transporte, como la afinidad de estos aniones por la
UCP1 aumentaban con la hidrofobicidad del sustrato. El descubrimiento de estas
sustancias contribuyd a que algunos autores situaran a la UCP1 como un exclusivo
transportador de aniones [Garlid et a/., 1996].



= Introduccion 25

=

3.3.2.- LOS NUCLEOTIDOS DE PURINA INHIBEN EL TRANSPORTE A TRAVES DE
LA UCP1

Debido a su funcidon desacoplante, la UCP1 /n vivo estd estrechamente
regulada ya que, de no ser asi, la respiracion se desacoplaria de la sintesis de ATP, y esto
provocaria un menor rendimiento energético en las células. En condiciones normales (no
termogeénicas) en las cuales no existe liberacion de noradrenalina, la respiracion en el
adipocito pardo se encuentra perfectamente acoplada a la sintesis de ATP incluso en
mitocondrias de animales adaptados al frio y que poseen gran cantidad de UCP1 [Rafael et
al., 1986].

Desde las primeras evidencias de la elevada permeabilidad a protones de las
mitocondrias del TAP se establecid que para obtener un control respiratorio en estas
mitocondrias era necesario eliminar los acidos grasos y afiadir nucledtidos de purina libres
(no acomplejados con Mg**) [Hohorst & Rafael, 1968; Rafael et al, 1969; Grav et al.,
1970; Cannon et al, 1973; Nicholls, 1974a]. En 1976, Nicholls y colaboradores
descubrieron que los nucledtidos se unian exclusivamente por la cara citosdlica de la
membrana interna mitocondrial y que esta unién era insensible a atractilato. Fue esta
capacidad de unir nucledtidos la que permitid identificar, mediante marcaje por
fotoafinidad con 8-azido-[y**P]-ATP [Heaton & Nicholls, 1977, a la UCP1 de mitocondrias
de TAP; Heaton et al., 1978] y posteriormente aislarla [Lin & Klingenberg, 1980].

Las afinidades por los nucledtidos varian de la siguiente manera:
GTP>GDP>ATP>ITP>ADP>IDP, mientras que la afinidad por los monofosfatos es unas
50-100 veces menor [Nicholls, 1976a; Heaton et al., 1978; Klingenberg, 1988]. Su unién a
la UCP1 es altamente dependiente del pH de modo que su afinidad por el sitio de unién
disminuye segun aumenta el pH en un rango de pH por encima de 6.5 [Nicholls, 1976b].
Con valores de pH inferiores a 6.5, la union de los nucledtidos es independiente del pH
[Klingenberg & Winkler, 1985, revision Nicholls & Rial, 1999].

Se ha descrito que la tasa de unioén del nucledtido a la UCP1 es muy lenta
[Huang et al, 1998], por lo que se ha propuesto que realmente la unién del nucledtido se
produce a través de dos estados distintos, uno mas débil, donde la unidén no provoca la
inhibicién del transporte y otro mas fuerte que correlaciona con la inhibicion del paso de
H* y CI" a través de la UCP1 [Klingenberg & Winkler, 1985; Huang & Klingenberg, 1995].
Se ha propuesto que la lentitud de la transicidn entre ambos estados refleja un complejo
cambio conformacional de la proteina [Huang & Klingenberg, 1996b; Klingenberg &
Echtay, 2001]. Algunos autores sugieren que el estado de unién fuerte no es suficiente
para que se produzca la inhibicién y proponen un mecanismo por el cual el centro de
union del nucledtido pasa por un tercer estado conformacional en el que se produce la
inhibicion del transporte [Modriansky et a/., 19971].

Un elemento adicional de la interaccidon entre la UCP1 y los nucleétidos es el
fendmeno del enmascaramiento. Este proceso fue descrito por primera vez por Desautels
et al. [1978] al observar que una rapida disminucion en la temperatura de mantenimiento,
provocaba en las mitocondrias de TAP de los animales estudiados un aumento en el
numero de centros de unidn del GDP que no podia explicarse por la sintesis de novo de la
UCP1 [Nedergaard et al., 1985; Trayhurn et al., 1987]. El mismo efecto fue observado tras
inyectar noradrenalina y otros agonistas de receptores B-adrenérgicos [Swick et al., 1986;
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Milner et al, 1988; revision Peachey et al, 1988). Varias fueron las teorias que se
propusieron para explicar este “desenmascaramientoO[revisiones Nicholls & Locke, 1984;
Nedergaard & Cannon, 1992]. Nedergaard y Cannon propusieron que este fendmeno era
consecuencia de un proceso de tumefaccién mitocondrial provocado por el propio
desarrollo de la termogénesis [Nedergaard & Cannon, 1987]. Un afio mas tarde, Swick y
Swick [1988] por un lado, y Milner y Trayhurn [1988] por otro, afirmaron que el
enmascaramiento era consecuencia de un cambio conformacional de la proteina, y afios
después, Huang y Klingenberg lo explicaron afirmando que era consecuencia de un
fendmeno de unidn “mas estrechaOdel ATP citosdlico [Huang & Klingenberg, 1995]. Sin
embargo, actualmente no existe acuerdo para la aceptacion de ninguna de ellas ya que los
resultados que se han obtenido son contradictorios.

3.3.3.- LOS ACIDOS GRASOS ACTIVAN EL TRANSPORTE A TRAVES DE LA UCP1

Una vez descubierto que la UCP1 /n vivo se encontraba inhibida por el ATP
citosolico, la siguiente cuestion que se planted fue establecer el mecanismo de regulacion
de la UCP1. Cuatro fueron las posibles teorias que se barajaron a lo largo de los afos para
explicar la activacién de la UCP1 [revision Rial & Nicholls, 1987]: desplazamiento del
nucledtido del sitio de union por un posible inhibidor competitivo como el acil-CoA
[Cannon et al,, 1977]; aumento del pH citosdlico y por lo tanto disminucion de la afinidad
del nucledtido por el sitio de unién [Chinet et a/., 1978]; disminucion de la concentracion
citosolica de nucledtidos de purina [LaNoue et al, 1982] y la finalmente mas aceptada,
que proponia que los acidos grasos eran los responsables de la activacion de la UCP1
[revision Rial & Gonzalez-Barroso, 2001]

La capacidad de los acidos grasos para desacoplar la fosforilacién oxidativa en
todo tipo de mitocondrias fue descrita por primera vez por Pressman y Lardy. Estos
autores observaron en 1952 que una fraccidon microsomal termoestable y soluble en
acetona podia estimular la respiracién e incrementar la produccion de ATP en ausencia de
fosfato inorganico [Pressman & Lardy, 1952]. Cuatro afios mas tarde identificaron esta
fraccidn como acidos grasos [Pressman & Lardy, 1956] pero se desconocia el mecanismo
de desacoplamiento. Pronto quedd claro que a altas concentraciones los acidos grasos
actuaban a modo de detergente sobre cualquier tipo de mitocondrias, pero por otra parte,
también se observd que bajas concentraciones ejercian una funcién protondfora
equivalente a la producida por otros desacoplantes tipicos [Wojtzak , 1976; Wojtzak &
Schonfeld, 1993]. Esta accion protondfora requeria un movimiento de translocacion de la
forma protonada desde la cara citosdlica a la matricial de la membrana mitocondrial
interna (fjp-flop). Aqui liberaria un H*, y posteriormente la forma anidnica regresaria a la
cara citosolica [revision Hamilton, 1998].

En 1988, Skulachev y colaboradores descubrieron que el carboxiatractilato
podia inhibir parcialmente el desacoplamiento inducido por los acidos grasos en
mitocondrias de higado [Andreyev et al., 1988,1989]. Esto hizo que se implicase al AAC en
el mecanismo del desacoplamiento, y propusieron que el movimiento de la forma anidnica
de los acidos grasos hacia la cara citosdlica de la membrana interna era facilitado por el
propio transportador. Este comportamiento se comprobd en liposomas con AAC
reconstituido [Brustovetsky & Klingenberg, 1994] y en otros transportadores como el AGC,
DIC, PIC o las propias UCPs.
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En un principio, la tendencia generalizada fue situar a los acidos grasos como
desacoplantes inespecificos de las mitocondrias ya que este fendmeno se observaba en las
mitocondrias aisladas de cualquier tejido. Ademas, para conseguir una preparacion de
mitocondrias acopladas era necesario retirar los acidos grasos de la preparacion y la
permeabilidad de cloruros detectada en las mitocondrias de TAP no se veia afectada por la
adicién de acidos grasos. Sin embargo, algunos descubrimientos sefialaban hacia un papel
especifico de los acidos grasos en las mitocondrias de TAP. Descubrimientos como la
observaciéon, a bajas concentraciones, de un efecto desacoplante mayor de los acidos
grasos en mitocondrias de TAP que en las de otros tejidos [Heaton & Nicholls, 1976;
Nicholls, 1979] junto con la existencia de una inhibicién de la unién de los nucledtidos en
mitocondrias de TAP en presencia de acidos grasos [Cannon et al., 1977] alimentaron la
controversia [revision Nicholls & Locke, 1984].

Las primeras evidencias aparecidas para entender el papel regulador especifico
de los acidos grasos en las mitocondrias de TAP surgieron a principios de los 80 cuando se
comprobd in vitro el denominado “ciclo de la carnitinaO descrito por Hittelman y
colaboradores en 1969. Se vio, que tras poner mitocondrias de TAP en la cdmara de un
electrodo de oxigeno, la adicién de ATP, carnitina y CoA ocasionaba la oxidaciéon de los
acidos grasos de la preparacion y las mitocondrias lograban adquirir un control respiratorio
[Locke & Nicholls, 1981; Locke et al, 1982a,b]. Posteriormente se estudid la posible
correlacion entre la concentracion de los distintos intermediarios de la oxidacion y la
conductancia a protones de estas mitocondrias. Monitorizando la variacion de la
conductancia tras la adicion de diversos derivados de los intermediarios del ciclo como
acyl-CoA y [**C]palmitato, se descubrid que la concentracion de los acidos grasos libres se
correlacionaban de una manera estrecha con el nivel de conductancia observado [Locke et
al., 1982a]. Los mismos autores encontraron también que las mitocondrias de TAP de
animales incubados a temperaturas termoneutras eran nueve veces menos sensibles a la
activacion por acidos grasos que las mitocondrias de animales adaptados al frio [Locke et
al., 1982b].

Todos estos descubrimientos sugirieron un posible modo dual de actuacién de
los acidos grasos libres en la termogénesis: por un lado como segundos mensajeros de la
noradrenalina y por otro como activadores de la UCP1. Para comprobar que la activacion
de la conductancia mediada por los acidos grasos estaba relacionada con la via de
transporte sensible a nucledtidos (o transporte a través de la UCP1) se llevaron a cabo
experimentos de tumefaccidbn mitocondrial con acetato potasico en presencia de
valinomicina. Con ellos se demostrd que la permeabilidad inducida por palmitato se inhibia
estequiométricamente con nucledtidos [Rial et al, 1983]. Estos resultados crearon una
nueva paradoja ya que en experimentos de respiracion con mitocondrias de TAP, a iguales
concentraciones de acidos grasos y nucledtidos, el poder desacoplante de los acidos
grasos superaba a la inhibicién inducida por los nucleétidos. Poco después, el mismo
grupo demostrd que esta aparente discrepancia era debida a la diferencia de magnitud del
gradiente de potencial electroquimico de protones existente en ambos sistemas de
estudio. Los mismos autores sefialaron al grupo carboxilo de los acidos grasos como
imprescindible para la activacion de la UCP1 y establecieron que los mejores reguladores
de la UCP1 son los acidos grasos de cadena larga [Rial et al, 1983; revision Rial &
Gonzalez-Barroso, 2001].
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Otra evidencia
adicional de la actividad
como segundos
mensajeros de la
noradrenalina se obtuvo
con la determinacion de la
concentracion de acidos
grasos requeridos para
inducir un Figura 12 Modelos propuestos para el mecanismo de accion de los acidos

desacoplamiento tanto en grasos sobre la UCP1. (4) Modelo propuesto por Skulachev [1991]. (B) Modelo
células como en propuesto por Rial et al., [1983]. Ver texto para explicacion.

mitocondrias aisladas. En

adipocitos marrones de ratones adaptados al frio se observd una estimulacién de la
respiracion muy marcada como respuesta a la activacién de sus receptores adrenérgicos
mientras que en los adipocitos de conejillos de indias incubados a temperaturas
termoneutras este fendmeno no se observaba [Locke et al, 1982b, Cunningham et
al.,1986., Rafael et al, 1986]. De igual modo se demostrd que la activacion de los acidos
grasos a acil-CoA era un proceso que mostraba una mayor afinidad que la activacion de la
UCP1 y que al final de la lipdlisis la mitocondria reducia los niveles de acidos grasos por
activaciéon y oxidacion de los mismos hasta una concentracién por debajo de los niveles
que se requieren para que actuen como segundos mensajeros [Cunningham et al., 1986].
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3.3.3.1.- Mecanismo de activacion del transporte mediado por acidos grasos

Aceptado el papel de los acidos grasos como reguladores de la actividad del
TAP, aun se discute si los acidos grasos activan directa o indirectamente la UCP1 o son
realmente cofactores de la proteina. Existen principalmente dos hipdtesis acerca del
mecanismo de accion de los acidos grasos en mitocondrias de grasa parda [revisiones
Ricquier & Bouillaud, 2000; Nedergaard et a/., 2001; Rial & Gonzalez-Barroso, 2001].

En la primera de las hipotesis, derivada de los descubrimientos de Skulachev
en 1988, se propone que los acidos grasos provocan un desacoplamiento inespecifico de
las mitocondrias mediante su recirculacién, facilitada por la UCP1, a través de la
membrana interna mitocondrial. Surgié después de que Skulachev y colaboradores
observaran que el carboxiatractilato inhibia parcialmente el desacoplamiento originado por
el palmitato en mitocondrias de higado [Skulachev, 1991] y permitié explicar las
diferencias observadas entre las tasas de /ljp-flop de las formas protonadas (muy altas) y
anionicas (relativamente bajas) de los acidos grasos [revision Hamilton, 1998]. En este
modelo los acidos grasos son transportados por la UCP1 hacia el lado citosdlico de la
membrana interna en su forma anidnica mediante un mecanismo de fljp-flop de modo
semejante al que ocurre en otros transportadores mitocondriales como el AAC [Andreyev
et al., 1988]. La translocacion de los protones a la matriz (ver figura 12.A) ocurre por la
capacidad de la forma protonada de los acidos grasos de difundir libremente a través de la
membrana interna. El acido graso translocaria el protdn hacia la matriz y volveria al lado
citosdlico a través de la UCP1 [Garlid et al., 1996, Jezek et al., 1997b; Skulachev, 1998]. El
resultado neto de cada ciclo seria el ingreso de un protdn en la matriz mediante un
proceso de difusion no idnica y, por lo tanto, la disminucién del gradiente de protones
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existente.

Este modelo requiere la presencia de los acidos grasos para que se dé el
desacoplamiento y se apoya en experimentos desarrollados tanto en sistemas
reconstituidos como en mitocondrias [Jezek et a/, 1996]. Sin embargo, este modelo no
explica la actividad de la UCP1 /n vivo. Las elevadas concentraciones de acidos grasos
requeridas para demostrar este modelo [Jezek et al, 1994], junto con la observacion in
vitro de la existencia de desacoplamiento en ausencia de dacidos grasos y el
descubrimiento de la existencia de ciertos acidos grasos con sustituyentes hidrofilicos, que
son incapaces de realizar fljp-flop a través de la membrana, pero que activan el transporte
de protones a través de la UCP1, hacen que se dude del sentido fisioldgico de esta
hipdtesis [revision Klingenberg & Huang, 1999].

La segunda hipotesis, y mas aceptada, se basa en un modelo propuesto por
Rial y colaboradores en 1983. En él, se sitla a los acidos grasos como grupo prostético de
la UCP1. Segun este modelo los acidos grasos no se transportan a través de la membrana
sino que actuarian aportando su grupo carboxilo para captar y ceder los protones de un
sitio a otro de la proteina, desde donde serian translocados a la matriz (figura 12.B) [Rial
et al., 1983; Winkler & Klingenberg, 1994; revisién Klingenberg & Huang, 1999]. En este
modelo, el efecto de los &acidos grasos en presencia de nucledtidos depende
principalmente del potencial de membrana generado. En condiciones de elevado potencial
de membrana (cuando en condiciones fisioldgicas se estimula la termogénesis) el poder
activador de los acidos grasos supera al poder inhibitorio de los nucleétidos. Por el
contrario, mientras que el potencial de membrana sea bajo (por ejemplo en experimentos
de tumefaccion mitocondrial) la accion de los acidos grasos se ve bloqueada de modo
estequiométrico por la inhibicidon con nucleétidos [revisidon Rial & Gonzalez-Barroso, 2001].

Rial y colaboradores han propuesto que, si bien en condiciones fisioldgicas el
mecanismo de activacién de la UCP1 por los acidos grasos se produce de acuerdo a este
segundo modelo, no se descarta que, bajo determinadas situaciones de tipo patoldgico, la
UCP1 funcione como un transportador de acidos grasos adoptando un mecanismo de
transporte tipo poro (ver punto 3.6) [Gonzalez-Barroso et al., 1998].

3.3.4.- LOS RETINOIDES COMO REGULADORES DE LA UCP1

La UCP1 muestra una baja especificidad hacia sus especies activadoras.
Compuestos con un grupo carboxilo libre y una determinada solubilidad en medio lipidico
son capaces de incrementar el transporte de protones a través de la UCP1 [Rial et 4.,
1983; Jezek et al., 1997a; revision en Klingenberg & Huang, 1999]. El acido retinoico es
un potente activador de la transcripcion del gen de la UCP1 [Alvarez et al., 1995; Cassard-
Doulcier et al., 1994] y en 1999, Rial et a/. demostraron que también es capaz de actuar
de manera directa sobre la UCP1 ocasionando un incremento en la tasa de transporte de
protones. El acido todo-trans retinoico muestra una afinidad por la UCP1 mucho mayor
que el palmitato pero su tasa de transporte es menor [Rial et a/., 1999].

Teniendo en cuenta que las concentraciones requeridas para observar esta
activacién estan dentro del rango necesario para observar la transcripcién del gen y que
los adipocitos pardos tienen un papel importante en el metabolismo de los retinoides se ha
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propuesto que esta relacién entre los
retinoides y Ila UCP1 puede tener
relevancia desde el punto de Vvista
fisioldgico ya que podria constituir una
segunda via de estimulacion de la
termogénesis en el TAP [Villarroya et al.,
1999; revision Bouillaud et a/., 2001].

3.3.5.- LA UBIQUINONA (CoQ,) ES
UN COFACTOR IMPRESCINDIBLE
PARA EL TRANSPORTE

Un problema a la hora de
estudiar /n vitro la UCP1 ha sido la
imposibilidad observada por algunos
autores de reconstituir su actividad a partir
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Figura 13 Modelo de actuacion de los acidos grasos
y la coenzima Q. La forma protonada el acido graso
establece un puente de hidrdgeno con el grupo oxo de la
ubiquinona que se encuentra unido a la UCP1. El complejo
CoQ-acido graso facilita la union del acido graso a la UCP1
donde libera a un grupo aceptor el H*. Finalmente el acido
graso vuelve hacia la membrana en forma anionica donde
recogerd otro proton [revision Echtay et al., 2001].

Matriz

de proteina expresada en Escherichia coli

en forma de cuerpos de inclusién [Echtay ef al, 1999]. Este fendmeno hizo que se
investigase la posible pérdida en el proceso de algun cofactor esencial para el
funcionamiento de la proteina en sistemas reconstituidos a partir de cuerpos de inclusion.
De este modo, Klingenberg y colaboradores observaron que, tras la adicion de ubiquinona
(CoQyo) en estado oxidado, se conseguia recuperar la activacion del transporte de H*
mediado por acidos grasos caracteristico de la UCP1. Segun estos autores, la ubiquinona
desempenaria un papel regulador favoreciendo la union de los acidos grasos a la UCP1
[Echtay et 4/, 2000b]. Un afio después, Klingenberg [2001] propuso que la ubiquinona en
medio lipidico, interaccionaria con los acidos grasos formando puentes de hidrégeno a
través de sus grupos principales (figura 13). Posteriormente, Tomas et a/ [2002]
observaron con experimentos de marcaje por fotoafinidad que la ubiquinona aumenta
considerablemente la afinidad de la UCP1 por otro de sus reguladores, el acido retinoico.

Recientemente en mitocondrias aisladas, se ha descrito que la activacion del
transporte de protones mediado por la ubiquinona en presencia de acidos grasos podria
ser una consecuencia indirecta del incremento en la produccién de especies reactivas de
oxigeno (superdxidos o ROS) en la matriz celular [Echtay et a/., 2002].

Sin embargo, la aceptacién de un papel regulador de la ubiquinona es otro
aspecto bastante controvertido ya que otros autores como Keith Garlid y colaboradores,
afirman que la ubiquinona no es necesaria para el funcionamiento de la UCP1 y que la
reconstitucion de su actividad y la de las demas UCPs, a partir de proteina expresada en £.
coli en forma de cuerpos de inclusion, es posible sin necesidad de anadir ubiquinona
[Jaburek & Garlid, 2003].

3.4.- MODELOS DE TRANSPORTE A TRAVES DE LA UCP1

Dentro del conjunto grande y variado de sistemas translocadores de H*
existente (bombas de H*/K' dependientes de ATP, ATPsintasa, intercambiadores de
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H*/K*, cotransportadores H'/sustrato...) el transporte de H* a través de la membrana
podria parecer el proceso mas simple. Sin embargo, hasta el momento la UCP1 es el Unico
transportador conocido capaz de transportar H* de forma independiente.

En cuanto al mecanismo de transporte adoptado, en general, los
transportadores mitocondriales que intercambian los sustratos a través de las membranas,
lo hacen mediante un mecanismo de antiporte. Las Unicas excepciones las constituyen el
CAC, al que se le ha propuesto un mecanismo de translocacion tipo ping-pong [Indiveri et
al.,, 1994] y la UCP1. Se acepta que la UCP1 cataliza un uniporte eléctrico.

Basandose en la baja tasa de transporte de la UCP1 (0.1-10 iones por
segundo) y en su elevada expresion en las mitocondrias de TAP (2.4 dimeros de UCP1 por
cada molécula de citocromo aas), desde un principio se propuso que la UCP1 presentaba
un mecanismo tipo transportador [Lin & Klingenberg, 1982; Klingenberg, 1990]. Un
mecanismo tipo canal, por el contrario, permitiria un flujo de protones mucho mayor y
requeriria un menor nimero de moléculas para una misma tasa de transporte. Un razon
para explicar la eleccion de este mecanismo de transporte seria evitar el colapso del
potencial de membrana que impediria mantener activos procesos como el transporte de
metabolitos, la regulacién de los niveles de Ca *...

Existen dos modelos para explicar el transporte de iones a través de la UCP1.
Segun el modelo propuesto por Nicholls y Rial [1989], la proteina uniria el i6n a ser
transportado desde la cara matricial o citosdlica y lo liberaria, al otro lado de la
membrana. Este proceso es siempre un uniporte eléctrico. La unidén de nucledtidos de
purina por la cara citosdlica actuaria como un inhibidor competitivo y bloquearia el
transporte. Partiendo de la observacion de que los transportes de H* y CI' son
incompatibles, este modelo introduce la idea de una interaccién competitiva no sélo entre
los iones cloruro y protones sino también con los nucledtidos de purina. Se deben
distinguir pues, tres centros de union en la UCP1: uno para H*, otro para aniones y otro
para nucledtidos. Todos ellos muestran diferentes propiedades y estan regulados por
distintos factores (esto explica que los acidos grasos sélo afecten al transporte de
protones). Este mecanismo es similar al que se ha propuesto para otros miembros de la
superfamilia de transportadores mitocondriales que catalizan el antiporte de sustratos, con
la diferencia que en éstos los sustratos
se unen a los dos sitios de unién vy 2
forman un  complejo  ternario H* K Citoplasma
(mecanismo  secuencial)  [revision
Palmieri et al,, 1993]

En linea con el modelo
anterior Klingenberg [1990] situé a la =
UCP1 como un transportador de
H*/OH". Experimentalmente, la
translocacion de uno u otro i6n es
indistinguible y en ambos casos €l Figura 14 Modelo esquematico de Klingenberg para

resultado neto es un flujo de protones. explicar el transporte de H*. £n este caso el acido graso

"o : . . participa en el transporte facilitando un proton a un grupo
La unica diferencia entre a.n,'lbos seria aceptor dentro de la UCP1, y ésta lo introduce en la matriz
la carga del centro de unidn, por 10  jrevision Kiingenberg & Echtay, 2001].
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que en este modelo se proponen FORMA ANIONICA

dos posibilidades: que el centro DE ACIDOS GRASOS FORMA PROTONADA
de union presente carga neutra y ] I H+# DE ACIDOS GRASOS
tras la protonacién se cargue MATRIZ

positivamente o que el centro de
union esté cargado negativa-
mente y al unirse los H" adquiera
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una carga neutra. En ambas '.'t_ t
situaciones, el proceso es . L 4 AL st ll
equivalente. Las cinéticas de CITOSOL I T = (' H
transporte en ambos casos He
serian diferentes [Klingenberg, NUCLEGTIDOS

1986]. Para explicar la existencia
de una carga positiva en el sito
de unién, el mismo autor [1990]
propuso que provenia de un
puente salino entre un grupo carboxilo (que situado cerca del sitio de unién actuaria como
donador/aceptor) y uno amino (lisina o arginina). Tras la protonacién de este grupo el
puente salino se romperia y permitiria mostrar la carga positiva con lo que la unién de
aniones podria tener lugar. En este modelo, los acidos grasos participan directamente en
el transporte uniéndose a la UCP1 y facilitando un grupo carboxilo que actuaria de
donador/aceptor de los protones a translocar (figura 14) (Winkler & Klingenberg, 1994).

Figura 15 Modelo de flip-flop para el transporte de protones a
través de la UCP1. Ver texto para explicacion.

El segundo modelo fue propuesto por Garlid y colaboradores [Garlid et al.,
1996]. Estos autores presentaron un modelo de transporte a través de la UCP1 mediado
por acidos grasos. En este modelo, derivado del propuesto por Skulachev [1991], los
acidos grasos son imprescindibles para el transporte de H* a través de la UCP1 y median,
mediante un proceso de difusién no idnica o fljp-flop (figura 15), la translocacion de
protones de un lado a otro de la membrana (ver seccién 3.3.3.1).

3.5.- RELACIONES ESTRUCTURA-FUNCION EN LA UCP1

La obtencion de la estructura tridimensional completa de los transportadores
de membrana interna mitocondrial es un proceso muy complicado. La Unica estructura
completa que se conoce hasta el momento es la del AAC bovino, descubierta
recientemente por Brandolin y colaboradores [Pebay-Peyroula et al, 2003]. La enorme
complejidad que conlleva el estudio de proteinas integrales de membrana, asi como la
gran dificultad que implica conseguir cristales de una minima calidad, ha obligado a
abordar el estudio de las relaciones que existen entre la estructura de la UCP1 y su
funcidn de una manera indirecta. Se han realizado diversos estudios: espectroscopicos
[Rial et al, 1990; Viguera et al, 1992; Gonzalez-Barroso et al, 1999;], topoldgicos
[Eckerskorn & Klingenberg, 1987; Miroux et al., 1992, 1993], computacionales [Ledesma
et al., 2002a], de modificaciones quimicas [Jezek, 1987; Jezek & Drahota, 1989; Rial et
al., 1989], de resonancia magnética nuclear (RMN) [Gonzalez-Barroso et al, 1999], de
resonancia paramagnética electronica (RPE) [Chomiki et al, 2001] y de mutagénesis
dirigida [Arechaga et al., 1993; Murdza-Inglis et al., 1994; Modriansky et al., 1997; Echtay
et al., 1997].
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3.5.1.- RESIDUOS IMPLICADOS EN EL TRANSPORTE A TRAVES DE LA UCP1
3.5.1.1.- Papel de los grupos SH

La coleccién de residuos mutados para tratar de entender el mecanismo de
transporte de la UCP1, asi como su regulacion por acidos grasos es amplia. Los primeros
candidatos a tener un papel esencial en la actividad de la UCP1 fueron los residuos de
cisteina. La mayoria de los transportadores de metabolitos poseen grupos sulfidrilo que
son esenciales para su mecanismo de accién ya que su modificacion origina una inhibicién
en el transporte mediado por estas proteinas y la transformacién de estas proteinas en
canales con una menor especificidad [Dierks et al, 1990a, b; Herick & Kramer, 1995;
Indiveri et al, 1992; Stappen & Kramer, 1993]. Por ello, Robillard y Konings en 1982
propusieron un modelo general para todas las proteinas transportadoras. En esta hipotesis
se propone la presencia de dos centros redox (uno como puente disulfuro y otro como
ditiol) que se encuentran acoplados mediante un intercambio ditiol-disulfuro de modo que
cuando uno esta oxidado el otro se encuentra reducido. El Afy, puede alterar el estado
redox de estos centros por lo que la afinidad de los mismos por las especies a transportar
puede variar. En este modelo, estos cambios de afinidad serian en principio suficientes
para permitir un transporte activo de iones y/o metabolitos o la transduccién de la energia
[Robillard & Konings, 1982].

Con el fin de comprobar si la UCP1 se adecuaba al modelo propuesto y
presentaba un comportamiento similar a otros transportadores mitocondriales se
modificaron quimicamente los residuos de cisteina presentes en la UCP1. En un primer
momento no se encontraron evidencias de su participacion en el sitio de unién de los
nucledtidos [Lin & Klingenberg, 1982], pero en estudios posteriores [Rial & Nicholls, 1986;
Jezek, 1987; Jezek & Drahota, 1989; Rial et al., 1989] se demostrd que la modificacion
quimica de los grupos sulfidrilos bajo determinadas condiciones afectaban tanto al
transporte de H* e iones haluro a través de la UCP1 como a la union de los nucleétidos a
la proteina. Se observé que el efecto provocado dependia de la naturaleza del modificador
quimico [revision Klingenberg & Huang, 1999]:

+ los reactivos sulfidrilo de caracter hidrofilico (mersalil,
tetranitrometano, TNBS, PHMB, DTNB) inhibian tanto el transporte
de iones a través de la UCP1 como la unidn del nucleétido.

+ los de caracter hidrofébico como las maleimidas provocan una
inhibicion de la unién del nucledtido [Rial & Nicholls, 1986], mientras
que influyen en el transporte mediado por la UCP1 haciendo que
muestre una cinética de dos etapas: un estado intermedio en el que
el transporte se muestra inhibido y otra final en la que el transporte
se dispara sin llegar a adquirir una cinética tipo canal. Algunos
autores sefialaron que este fendmeno es consecuencia posiblemente
de la modificacion sucesiva de dos grupos sulfidrilo [Rial et al.,
1989].

Mediante técnicas de mutagénesis dirigida, Arechaga et al/ [1993]
demostraron que la sustitucién individual de cada una de las siete cisteinas por residuos
de serina no era cualitativamente esencial para el transporte de iones a través de la UCP1,
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si bien el estudio detallado de la cisteina 304 reveld que su mutacién provocaba una
alteracion de la afinidad de UCP1 por acidos grasos [Gonzalez-Barroso et al., 1998]. Esto
confirmd que el modelo general de Robillard y Konings, al igual que en la mayoria de los
transportadores mitocondriales, no se cumple en la UCP1 ya que la modificacion de
cualquiera de sus residuos SH no provoca una transformacion de la cinética de la proteina
a tipo canal.

3.5.1.2.- Otros residuos implicados en el transporte

Tras el estudio del papel de los grupos sulfidrilos, numerosos grupos realizaron
estudios de mutagénesis dirigida para tratar de localizar residuos de importancia en el
mecanismo de transporte. De este modo, se ha propuesto que los asparticos 27 y 210
intervienen en la adquisicion de protones del lado citosdlico, ya que su neutralizacién
provoca una disminucién en el transporte de protones sin afectar ni al transporte de
cloruros ni a la unién de los nucleétidos [Echtay et a/, 2000a]. Por otra parte, el glutamico
167 y la arginina 91 se han sefialado como responsables del transporte de cloruros, ya
que su mutacion modifica el transporte de estos aniones sin afectar a la union de los
nucledtidos ni al transporte de H* [Echtay et a/, 2000a; revision Klingenberg & Echtay,
2001]. Otras investigaciones sefialaron también a la arginina 152 como mediadora de la
interaccion de los acidos grasos con la UCP1 [Urbankova et al., 2003].

Finalmente, hay que decir que algunos autores han senalado al par de
histidinas 145 y 147 como ultimas responsables del movimiento de los protones hacia la
matriz sin influir en el transporte de CI" ni en la unidén del nucledtido. De hecho, estos
autores afirmaron que la existencia de este par de residuos en la UCP1 y su ausencia en el
resto de las UCPs era la caracteristica diferencial que permitia sefialar a la UCP1 como una
proteina transportadora de protones [Bienengraeber et al, 1998]. Otros autores
contrastaron estos datos en sistemas reconstituidos [Urbankova et a/, 2003] mientras
que, por el contrario, otros grupos no han conseguido reproducir esos resultados y no
observan una inhibicion del transporte de H* tras la mutacion del par [Zhang et a/., 1999;
Hagen & Lowel, 2000].

3.5.2.- LA UNION DE LOS NUCLEOTIDOS A LA UCP1

Dentro de la superfamilia de los transportadores mitocondriales, el AAC y las
UCPs son los Unicos transportadores que interaccionan en condiciones fisioldgicas con
nucledtidos. Presentan una elevada homologia y por ello desde el descubrimiento de la
UCP1 se tomd al AAC como punto de referencia para el estudio de la estructura-funcion de
la nueva proteina. Ambas proteinas comparten algunas caracteristicas que las hacen
diferentes al resto de las proteinas que unen nucledtidos: en ambas el idn Mg** no
participa en la unién (ya que durante su ciclo catalitico no se da la hidrdlisis/formacion de
enlaces fosfato-fosfato) y no presentan los dominios consenso caracteristicos de los
enzimas que hidrolizan/sintetizan ATP [Huang & Klingenberg, 1995]. Sin embargo ambos
transportadores son funcionalmente muy diferentes. Desde el punto de vista de la union,
en la UCP1 los nucledtidos interaccionan con la UCP1 desde el lado citosdlico y Unicamente
lo hacen para inhibir el transporte mientras que en el AAC la interaccién se da a ambos
lados de la membrana y los nucledtidos constituyen el sustrato que se transporta. Esto
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implica importantes diferencias en cuanto a la afinidad y especificidad de ambas proteinas
hacia los nucledtidos. Mientras que el AAC presenta una mayor especificidad con una
menor afinidad aparente, la UCP1 se muestra mas afin y menos especifica. Esto se debe a
que en el AAC el nucledtido debe ser translocado por lo que su unién a la proteina implica
importantes cambios conformacionales que hacen variar la constante de afinidad que se
observa [Klingenberg, 1993; Pebay-Peyroula et al, 2003]. Ademas, la mayor especificidad
observada en el AAC implica una interaccion proteina-nucleétido mucho mas estrecha ya
que es esta energia de union la que conduce la translocacién de los nucledtidos. La union
provoca un cambio en la conformacion del centro de unién a un estado de baja afinidad
que facilita la liberacién del nucledtido. La aparente mayor afinidad y menor especificidad
de la UCP1 debe ser consecuencia de que el nucledtido es un inhibidor y que su unién no
ocasiona un drastico cambio conformacional, sino un ligero reordenamiento de la proteina
[revision Arechaga et al., 2001].

3.5.2.1.- Localizacion del dominio de union del nucleétido

Uno de los principales objetivos perseguidos desde que Nicholls [1976a]
descubriese la existencia de una proteina capaz de unir con alta afinidad ADP y ATP en un
sitio especifico localizado en la cara externa de la membrana interna mitocondrial (UCP1),
fue la localizacion de su dominio de unién de nucledtidos. Actualmente es posiblemente la
region mejor descrita de la estructura de la UCP1.

El empleo de 2 y 8-azido-ATP en el marcaje del sitio de unidn de nucledtidos
del AAC revel6 la existencia de dos zonas de marcaje situadas en los /oogps hidrofilicos que
unen las hélices o tercera-cuarta y quinta-sexta respectivamente [Dalbon et a/., 1988;
Mayinger et al., 1989]. Los positivos resultados obtenidos hicieron que estos estudios de
fotoafinidad se utilizasen también en la UCP1. De este modo se observé que el 8-azido-
ATP se unia a la treonina 259 [Winkler & Klingenberg, 1992]. El empleo de otros analogos
de ATP como 2-azido-ATP y 3'-O-(5-fluoro-2,4-dinitrofenil)-ATP (FDNP-ATP), sugirid que
se unian a la treonina 264 (alanina 264 en la UCP1 de rata) y a la cisteina 253
respectivamente [Mayinger & Klingenberg, 1992]. Todos estos residuos se encuentran
localizados hacia la cara matricial de la membrana interna mitocondrial, en la region
hidrofilica que conecta la quinta y sexta hélices o transmembranales y curiosamente en
posicién homdloga a los identificados en el AAC [Aquila et a/, 1985]. La importancia de
esta regién fue contrastada con estudios de mutagénesis dirigida que revelaron su
participacion esencial en el sitio de unidon del nucleétido [Bouillaud et a/., 1994; Miroux et
al., 1992].

En el afio 1992, se describidé una elevada similitud entre la region 261-269 de
la UCP1, la 263-271 en el AAC y el dominio de unién a ADN del receptor de estrogenos
(figura 16) [Bouillaud et al, 1992]. Este dominio, en los factores nucleares de
transcripcidn, contiene aminoacidos que van a determinar la especificidad de la secuencia
de ADN y se consideran, por lo tanto, como un elemento de reconocimiento del ADN
[Berg, 1989; Schawe & Rhodes, 1991]. Esta elevada homologia, junto con los resultados
obtenidos en los experimentos de fotoafinidad que habian marcado residuos préximos a
este dominio, llevaron a Bouillaud et a/. [1992] a proponer que el dominio 261-269 de la
UCP1 podria estar implicado en el reconocimiento de los nucleétidos libres y que por lo
tanto constituiria un “elemento de reconocimiento de nucledtidosQ Posteriormente estos
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mismos  autores  demostraron, mediante

mutagénesis dirigida, su implicacion en la DEFL =aE& .....0 50
inhibicién por nucledtidos del transporte mediado @cEL zatén.....o & |
por la UCP1 [Bouillaud et a/., 1994]. La delecion 1eg1 humana. . .

de la fenilalanina 267, lisina 268 y glicina 269,
producia una proteina que carecia de regulacion
por nucledtidos pero que mantenia una
sensibilidad a acidos grasos. Del mismo modo, UcFz humano....: &
observaron que la delecion completa del dominio uor: sata
261-269 producia una proteina altamente
deletérea tras su expresion en levaduras. Esta
proteina mediaba un transporte incrementado y
altamente inespecifico de moléculas de hasta ®*&=  ..... E G E e
1000 daltons, y no presentaba regulacion alguna rmeceptor de

por nucledtidos [Gonzalez-Barroso et al., 1997, estrégencs..... & C K R

revisiones Arechaga et a/. 2001; Ledesma et al., A B S
2002a] Figura 16 Comparacion de las secuencias
' homoélogas entre el dominio de union al
ADN en el receptor de estrdgenos, la

Sin embargo, el sitio de unién de los  regién 265-273 del AAC de toro y las UCP1,
nucledtidos en la UCP1 no estd Unicamente 2‘:;:,7,‘7'6}7’(:,;53 f;;,ztoz ;3;‘;;,‘/'&25’5"1::;6', L,gf_
formado por residuos del tercer /oop matricial de  dominios del receptor de estrogenos y AAC.
la proteina. Debido a que la UCP1 presenta una  £5t0s residuos, exceplo fa lisina 266 del AAC se

. . . oz conservan en la UCP1. Se observa tambien la
estructura tripartita formada por la repeticion de  giyas romologia entre 1as UCPs y el AAC. En
unos 100 aminoacidos se estudiaron los residuos  amarilo los residuos que se conservan
homdlogos a la regién 261-269 en las otras dos  ot@imente en los tres dominios.
primeras repeticiones [Gonzalez-Barroso et al.,

1999]. De este modo se generaron mutantes de la UCP1 de rata que presentaban
delecionados los residuos del extremo N-terminal, homdlogos a los del tercer /oop
(Phe267-Lys268-Gly269), pero en el primer (Tyr74-Ser75-Gly76) y segundo /oop (Trpl73-
Lys174-Gly175). Todos ellos ocasionaron la pérdida de la regulacién por nucleétidos por lo
que, al igual que ocurria en otros transportadores como el AAC [Majima et al, 1993], se
propuso que todos ellos intervenian en la regulaciéon de la union del nucleédtido a la UCP1.
Estudios similares se realizaron con las glicinas homologas a la 269 en el primer y segundo
dominio. Se generaron tres mutantes que carecian de las glicinas 76, 175 y 269
respectivamente y se observd de nuevo una pérdida de la regulacién por nucleétidos en
todos ellos. A partir de estos datos, en 1999, Gonzalez-Barroso et al. propusieron que los
tres /oops matriciales estaban implicados en la union de los nucleétidos, y por lo tanto en

el control del transporte a través de la UCP1.
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Otros estudios de mutagénesis dirigida han sefialado una participacién esencial
en la unién de varios residuos con carga. Se ha visto que las argininas 83, 276 (homdlogas
a las esenciales argininas 79 y 279 del AAC bovino) y la 182, que se orientan hacia el
interior de la proteina y se sitlian en posiciones equivalentes de las hélices transmembrana
2, 4y 6, son también imprescindibles para la unién del nucledtido [Murdza-Inglis et al.,
1994; Modriansky et al., 1997]. La interaccidn de esos residuos con los nucleétidos tendria
lugar mediante puentes salinos con los grupos fosfato y su distancia respecto de la regién
261-269 se ha visto que es compatible con las dimensiones esperadas para el sitio de
union [Gonzalez-Barroso et al, 1997]. También se ha sefialado al glutdmico 190 y la
histidina 214 como importantes en la unién de los nucledtidos a la UCP1 [Winkler et al.,
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1997; Echtay et al., 1997], aunque en este caso, se ha propuesto que la participacion de
estos residuos en el sitio de unidn no es estructural, sino mas bien controlando el acceso
de los nucledtidos a su sitio de unién [Arechaga et al., 2001; Ledesma et a/., 2002a].

Estudios recientes de RPE, tras observar que la union del nucledtido provocaba
la movilizacién de una cisteina no presente en las UCP2, sefialaron también a la cisteina
287 como posible residuo regulador de la inhibicidn del transporte por nucledtidos
[Chomiki et al., 2001].

3.5.2.2.- Dependencia del pH de la union del nucleétido

La gran dependencia del pH de la unién del nucledtido fue una caracteristica
de la UCP1 que llamd la atencién desde su descubrimiento [Nicholls, 1976b; Rial &
Nicholls, 1983; Rafael et al, 1994]. Esta dependencia se situé durante un tiempo,
admitiendo que la UCP1 es un transportador de protones, como clave en la regulacién
intracelular de la proteina [Chinet et al., 1978]. Posteriormente, se ha demostrado que
fundamentalmente afecta al mecanismo de transporte de la proteina alterando la afinidad
y selectividad de la proteina por los nucleétidos.

Klingenberg [1988] propuso un mecanismo por el cual el control de la unién
del nucledtido se hacia a través de la protonacion de un grupo carboxilo con un pA;
préximo a 4 (glutamico o aspartico) en el sitio de unién y la protonacion adicional de un
grupo con pA; proximo a 7.2 (histidina) en el caso de los nucledsido trifosfato. Para el
control de la unién, el grupo acidico del residuo anidnico se encontraria formando un
puente salino con un grupo catidnico (lisina o arginina) impidiendo el acceso de los
nucledtidos. Tras la protonacién del grupo anidnico, el sitio catidnico quedaria al
descubierto y seria entonces cuando el nucleétido cargado negativamente podria unirse.

Estudios posteriores intentaron identificar los residuos importantes para esta
propuesta de regulaciéon de la unién. La primera aproximacion tuvo lugar mediante
ensayos con reactivos quimicos especificos, y posteriormente mediante estudios de
fotooxidacion, mutagénesis dirigida... [revision Klingenberg & Huang, 1999]. De este
modo, el residuo glutdmico 190 se reveld6 como el posible responsable de la unién del
grupo fosfato del nucledtido seguin su estado de protonaciéon [Winkler et a/,, 1997; Echtay
et al, 1997]. El mismo grupo también identificd la histidina 214 como responsable
Unicamente de la unién de los nucledtidos trifosfato [Echtay et a/, 1998]. Estos autores
propusieron que, en estado ionizado, esta histidina deslocalizaria su carga mediante su
interaccién con un residuo anionico (probablemente el aspartico 209 o el 210). La
consecuencia de esto seria el desplazamiento del residuo y de este modo se permitiria el
acceso del y-fosfato al sitio de union [Echtay et a/., 2000a]. Sin embargo, ambos residuos
se han localizado en la cara citosélica de la proteina, lejos del sitio de unién del nucleétido
localizado por fotoafinidad, por lo que otros autores han propuesto que la participacion de
estos residuos no es estructural en el sitio de unién, sino mas bien controlando el acceso
de los nucledtidos a su sitio de union [Arechaga et al., 2001; Ledesma et a/., 2002a].

Se estudiaron otros residuos de naturaleza basica que podian tener influencia
en la dependencia de la unién segun el pH como las lisinas 72 y 268, las histidinas 145 y
147 vy las argininas 83, 91, 182 y 276. Experimentos de mutagénesis dirigida realizados
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por diversos grupos demostraron que la modificacion de cualquiera de las lisinas o
histidinas no afecta de manera esencial a la dependencia al pH del centro de union de
nucledtidos de la UCP1 [ver revisiones Gonzalez-Barroso et al., 1999; Modriansky et al.,
1997; Klingenberg & Huang, 2001]. Sin embargo, la modificacién de la arginina 91, adn
afectando al transporte de cloruros, parece influir en la dependencia al pH aunque se
propone que ello es debido a su contribucion a la estabilidad de la proteina mas que a la
participacion en el sitio de unién [Echtay, 2000a].

También se estudiaron otros residuos de naturaleza acida como el aspartico 27
o el glutdmico 267. Si bien en el caso del aspartico 27 su mutacidén provoca una ligera
disminucion en la afinidad de la unidn de nucledtidos, no se ha observado que su
modificacion afecte a la dependencia al pH de la unién por lo que se propone que ello es
debido a su contribucién a la estabilidad de la proteina mas que a la participacion en el
sitio de unién [Echtay et a/,, 2000a]. De igual modo, la neutralizacion del glutamico 167 no
afectaba a la dependencia al pH de la unién del nucledtido, pero disminuia drasticamente
el transporte de CI” [Echtay et a/., 2000a; revision Klingenberg & Echtay, 2001].

3.6.- MODELOS ESTRUCTURALES DE ORGANIZACION TRIDIMENSIONAL
DE LA UCP1

Una interesante caracteristica de los miembros de la familia de los
transportadores mitocondriales es el comportamiento dual que presentan a la hora de
transportar moléculas, funcionando a veces como transportadores tipicos y otras
adoptando cinéticas de tipo canal (o poro) [revision Rial et a/., 1998]. Numerosos estudios
soportan estas observaciones:

« En el caso del AAC se ha visto que en presencia de Ca’* se convierte
en un canal con una conductancia que va de 300 a 600 pS
[Brustovetsky & Klingenberg, 1996]. Este hecho se observd de
manera similar en el PiC ya que al ponerle en presencia de cationes
divalentes su conductancia pasaba de 25 pS a 40 pS [Herick et al,
1997]. En la UCP1 la conductancia es de 75 pS pero no es
dependiente de Ca®* [Huang & Klingenberg, 1996a].

« La modificaciéon de los grupos sulfidrilo lleva a una pérdida de
especificidad de sustrato en un sitio de unién interno, pero no en los
externos, y convierte el mecanismo de antiporte tipico de estos
transportadores en un mecanismo de uniporte que no presenta
saturabilidad. Estas alteraciones originan una variacion en las
actividades transportadoras de estas proteinas, pero les permiten
mantener en todo momento energias de activacién y tasas de
recambio que no permiten su clasificacion como poros [Dierks et al.,
1990b] (ver punto 3.5.1.1). Un ejemplo de éstos son el AAC y el OGC,
en los cuales la modificacion de los grupos de cisteinas del primer y
segundo /oop matricial respectivamente modifica de manera drastica
las propiedades del transporte mediado por ellos [Majima et al,
1993].
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« La delecion de la region 261-269 en el caso de la UCP1 convierte a la
proteina en un poro de elevada conductividad [Gonzalez-Barroso et
al, 1997].

Todos estos datos hacen que se considere que los transportadores
mitocondriales presentan, estructuralmente hablando, dos dominios funcionales. El
primero de ellos presentaria unas caracteristicas que le as,emejarl'an a un canal; y el otro,
el que propiamente haria de la denominada “puertaQ seria el responsable de las
caracteristicas particulares de cada transportador [revision Rial et a/, 1998; Ledesma et
al, 2002a]. Rial y colaboradores propusieron que en la UCP1 las seis hélices o
transmembranales se agrupan formando un canal donde los tres /oops matriciales son los
encargados de conformar el llamado dominio “puertaO [Arechaga et a/, 2001]. La
observacion de que las modificaciones en este dominio provocaban la pérdida de la
regulacion y especificidad de la de la proteina, y en casos extremos, la conversion de la
proteina en un poro, son argumentos a favor esta hipétesis. En la UCP1, diversos ensayos
de modificacion quimica de sus cisteinas [Rial et a/., 1989] o experimentos de patch-clamp
[Huang & Klingenberg, 1996a] demostraron que en estas circunstancias la proteina
adquirfa una elevada conductividad independiente del Ca**, pero manteniendo una cierta
regulacion por nucledtidos y una selectividad hacia las especies transportadas. Los
resultados de experimentos posteriores realizados por Rial y colaboradores, situaron al
dominio 261-269 como probable parte integrante del dominio denominado “puertaO
[Gonzalez-Barroso et al., 1997].

En 1997, Rial y colaboradores estudiaron la estructura tridimensional que
podia adoptar la regioén C-terminal del tercer /oop hidrofilico de la UCP1, considerada como
parte integrante del dominio “puertaO (figura 17) [Gonzalez-Barroso et al., 1997].
Mediante la construccién y andlisis por RMN de un péptido sintético de 20 aminoacidos
que contenia la secuencia
SCAMTMYTKEGPAAFFKGFA (ver
figura 50), estos autores
propusieron una estructura
tridimensional en la que region
comprendida entre los residuos
263-268 (PAAFFK), situada
hacia el extremo N-terminal de
la hélice transmembrana VI
(ver figura 10), adopta una
estructura en  hélice a.
Propusieron ademas que la
union con la sexta regién
transmembrana, que tiene
lugar por medio de la region
comprendida entre los residuos figura 17 Modelado molecular de la regién 261-269 de la UCP1 de
269-272 (GFAP), constituiria un rata y de la sexta hélice « transmembrana. Los dos subdominios se
giro B de tipo VIII [Hutchinson unen en la figura por un giro B. El glutamico 261 y el 269 vienen sefialados en

. rojo, la lisina 268 y la arginina 276 en azul y los residuos aromaticos en
& Thornton, 1994]. Mediante goraco. imagen extraida de Gonzélez-Barroso et al,, [1999)].
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técnicas de modelado molecular, estos autores también propusieron que esta region de
naturaleza anfipatica comprendida entre los residuos 263-268, se situa casi en paralelo a
la membrana lipidica [Gonzalez-Barroso et a/., 1997].

3.6.1.- ORGANIZACION TRIDIMENSIONAL DE LOS MONOMEROS DE LA UCP1

La primera estructura tridimensional completa de un transportador de la
membrana interna mitocondrial es reciente. En el afio 2003, Gérard Brandolin y
colaboradores consiguieron por primera vez resolver la estructura del AAC bovino y esto
posibilitara comprender muchos de
los aspectos funcionales de estas
proteinas [Pebay-Peyroula et al,
2003]. La publicacion de esta
estructura, teniendo en cuenta la
elevada homologia existente entre el
« AAC vy la UCP1 (figura 8), ofrece una
* gran informacion acerca de la posible
~organizacién estructural de la UCP1.
Sin embargo, antes de la aparicién de
esta estructura, algunos autores ya
habian formulado modelos
estructurales para tratar de entender

i 18 Modelo d o cion ¢ branal de | el funcionamiento de la UCP1.

igura odelo de organizacion transmembranal de la - AT -

UCP1. La figura esquematiza las seis hélices transmembrana con M,edlante el analisis de secu,enC|as, la

su correspondiente momento hidrofobico indicado por una flecha busq ueda de homologlas con

negra. £l momento de variabilidad se esquematiza con una flecha

vacia. Imagen modificada de Ledesma et al., [2002a]. eStrUCtu.r :::IS ya resu_e Itas, Y la
recoleccion de los diversos datos

aparecidos (tanto biofisicos de baja resolucion como de mutagénesis), Rial y
colaboradores generaron un modelo de acuerdo con los resultados obtenidos hasta el
momento [Ledesma et a/,, 2002a].

i _'_::'...'2..

El modelo de organizaciéon tridimensional de la UCP1 propuesto por estos
autores que es el que viene reflejado en las figuras 18-20 y presenta numerosas analogias
con la organizacion descrita para el AAC [Ledesma et a/.,2002a]. En él, la UCP1 presenta
la estructura tripartita caracteristica de los transportadores mitocondriales, con tres
repeticiones cada una y dos dominios hidrofébicos por repeticion. Estos dos dominios
comprenden de 17 a 20 aminoacidos y presentan una estructura en hélice o que
constituye los segmentos transmembrana de la proteina.

En este modelo las seis hélices o transmembrana se organizarian formando
una especie de barril de hélices antiparalelas de unos 25 a 30 A de profundidad. Debido al
caracter anfipatico de las hélices, los residuos de naturaleza hidrofébica mirarian hacia la
membrana lipidica, y los de naturaleza polar hacia el interior de la proteina. Con estas
consideraciones los autores evaluaron la orientacion de los residuos analizando los perfiles
de hidrofobicidad y la periodicidad de la variabilidad (figura 18). De este modo
propusieron que la zona interna del barril constituiria la via de transporte de la proteina y
que los residuos cargados de las hélices o sefialados como esenciales se orientarian hacia
esta zona (glutamico 190 y las argininas 83, 182, y 276).
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Teniendo también
en cuenta que la unidad
funcional de la proteina es un
dimero, para que el contacto
entre  ambos  mondmeros
pudiese tener lugar de un
modo similar a lo observado en
el AAC, los autores sugirieron
una proximidad entre las
hélices o I y VI de cada

s T Heélice B
e W fl.,:,,'

! 1
monomero. De este modo la ' Hélice 2 Hellce 3
obtencién de la proteina en

forma de MONOMENOS yista tridimensional. La figura muestra los seis segmentos transmembrana
covalentemente unidos en vistos en la imagen de la izquierda segun se inserta en la membrana interna

Helice 1

Figura 19 Modelo de organizacion transmembranal de la UCP1 en

mitocondrial y en la derecha desde el citosol. Imagen modificada de Ledesma

tandem podia ser posible. et al, [20024]

Propusieron también que los /oops matriciales no penetraban en el interior del
barril ya que, aparte de su inviabilidad estérica, su insercién podia interferir en la
interaccién de residuos esenciales para la unién del nucledtido como las argininas 83, 182
y 276.

Con todos estos datos Rial y colaboradores, mediante un analisis
computacional de los datos recolectados y el posterior disefio 3-D, construyeron los
modelos de las figuras 19 y 20. El modelo descrito en la figura 19 considera que en cada
mondmero se da un agrupamiento de los segmentos transmembrana para formar una
especie de barril con los segmentos I, II y II en orientacién antihoraria mientras que los
segmentos IV, V y VI se orientan de forma horaria. Los /oops por su parte, se orientarian
formando el denominado dominio “puertaO[Arechaga et a/, 2001]. Ambos mondmeros se
organizan como se refleja en la figura 20 para formar el dimero [Ledesma et a/., 2002a].

TRIH1

Figura 20 Modelo de organizacion transmembranal del dimero de la UCP1. Vista
desde la cara citosolica de la membrana. Imagen extraida de Ledesma et al., [2002a].
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3.6.2.- ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DEL SITIO DE UNION DEL NUCLEOTIDO
DE LA UCP1

Hasta el momento la estructura del sitio de unién del nucleétido de la UCP1 se
desconoce y sélo existen modelos. Uno de ellos fue el propuesto por Rial y colaboradores
[Ledesma et al., 2002a], que se fundamentd en las siguientes observaciones:

« Los experimentos de marcaje por fotoafinidad habian marcado la
cisteina 253, la treonina 259 y la treonina 264 [Mayinger &
Klingenberg, 1992].

« La treonina 264 habia sido sefialada como parte de una pequena
hélice o paralela a la membrana situada en el N-terminal de la hélice
o VI [Gonzalez-Barroso et al., 1999].

« La mutacion de las argininas 83, 182 y 276 (en las hélices II, IV y VI)
provocaba una abolicién drastica de la inhibicion por nucledtidos de la
UCP1 [Echtay et a/., 2001a].

« La fluorescencia del triptéfano 173 se mostraba atenuada tras su
interaccion con ioduro,
mientras que la unién del
nucledtido se habia visto
que previene de la
interaccion con  ioduro
[Gonzalez-Barroso et al.,
1999].

Con estos antecedentes, Rial y
colaboradores  propusieron un  modelo
estructural del sitio de unién del nucleétido a la
UCP1 que a posteriori ha resultado bastante
similar al descrito en el AAC. Este modelo
propone una estructura tal que el nucledtido
penetraria en el “barrilOde hélices o por el lado
citosolico de la proteina, en situaciones en las
cuales el dominio “puertaO permitiria que su
dominio de uniéon se mostrara accesible. La
union se daria en una zona mas profunda de la
proteina y la interaccién proteina-nucledtido
tendria lugar entre los tres /oops matriciales
(que contribuyen a la formaciéon de un bolsillo

. L. . . Figura 21 Modelo para la posicion del
hldrofob|co), el anillo de purina de los nucleét'ido cuando se une a la UCP1 dentro del

nucledtidos, las argininas de las hélices II, IV 'y  “barrilQ Para una mayor claridad, los autores han

Le descrito las hélices a como cintas y solamente la
VI y los grupos fosfatos de los nucleotidos. Al argining 83, 1 arginina 182 3 la arginina 276 son

unirse, el nucledtido dejaria la cadena de mostradas para mostrar donde se sitia la cadena de
polifosfatos orientada hacia el nicleo de la  polifosfatos con respecto a estos tres residuos.

proteina como refleja la figura 21. Las cargas 27@do deLedesma et al, [2002]
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Visia desde o oo matriced Vista desde o lads ctosakonp

Figura 22 Arquitectura del AAC bovino. Las hélices transmembranales, las matriciales, los loops del espacio
intermembranal y los del lado matricial se representan con las letras H, h, C o M, respectivamente. A. Vista lateral. /a
estructura esta coloreada de acuerdo a la secuencia, de azul (N-terminal) a roja (C-terminal). Los limites de la membrana
estan dibujados de acuerdo con los segmentos hidrofobicos de las hélices a. B. Vista desde dentro. Dos cardioljpinas
estan representadas en negro como lineas punteadas. C. Vista desde citosol. Modificado de Pebay-Peyroula et al., [2003].

negativas en este caso, pueden establecer puentes salinos con cualquiera de los residuos
de arginina de los segmentos transmembrana II, IV y VI (83, 182 o0 276) y de este modo,
se permite una interaccion del anillo de purina con las cadenas laterales de los residuos
identificados en los experimentos de fotoafinidad como integrantes del sitio de union de
los nucledtidos (aminoacidos 263-268) [Gonzalez-Barroso et al., 1999; Arechaga et al.,
2001; Ledesma et al., 2002a].

3.6.3.- LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DEL AAC BOVINO Y DE SU DOMINIO
DE UNION DE NUCLEOTIDOS

Como antes citamos, en el afo 2003, Gérard Brandolin y su grupo
consiguieron resolver por primera vez la estructura de una proteina transmembrana. Estos
autores, mediante cristalografia de rayos X, obtuvieron la estructura del AAC bovino unido
a carboxiatractilato a una resolucion de 2.2 A [Pebay-Peyroula et a/, 2003]. La estructura
del mondmero del AAC resuelta se refleja en las figuras 22-23 y muestra a grandes rasgos
las caracteristicas ya sefialadas en algunos de los modelos establecidos anteriormente
[Walker & Runswick, 1993; Ledesma et a/, 2002a]. La estructura global consta de una
zona transmembrana compuesta por seis hélices o transmembranales inclinadas unas
respecto a las otras, y en posicion
ortogonal respecto al plano de la
membrana lipidica. Las seis hélices
forman una especie de barril que
delimita una cavidad interna con
forma conica que se muestra
accesible desde el espacio
intermembranal. Esta  cavidad
presenta un didmetro maximo de
20 A y una profundidad de unos 30

y presenta una superficie
altamente hidrofilica. En su parte

Figura 23 Seccion del AAC
bovino. En el fondo de la cavidad
se sefala la secuencia RRRMMM
caracteristica del AAC. Se
observan tanto las dimensiones como
la forma cdnica de la cavidad que se
abre hacia fuera. En el fondo de la
cavidad se sefiala el recorrido través
de la parte cerrada del transportador
de las argininas del motivo comun de
los transportadores de nucledtidos.
Imagen extraida de Pebay-Peyroula
et al, [2003].
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inferior se sitia el motivo
comun de los transportadores
de nucledtidos (RRRMMM)
que emerge de la parte
inferior de la proteina (figura
23). El plegamiento de las tres
repeticiones presentes en la
secuencia del transportador (y
muy probablemente en el
resto de los miembros de la
superfamilia) es muy similar y
se refleja en la figura 24. Los
loops matriciales que
conectan las hélices impares y
pares contienen pequefios
fragmentos que adoptan una
conformacion en hélice a. y se
sitban en paralelo a la
superficie de la membrana
lipidica, fortaleciendo una
conformacién cerrada hacia el
espacio matricial del
transportador. Las superficies
que se orientan hacia la
membrana son hidrofdbicas y
muy probablemente
interaccionan con ella. Cada
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Figura 24 Las tres repeticiones del AAC bovino. A. Alineamiento de las
secuencias de las tres repeticiones. Los residuos conservados se resaltan en
azul y los * indican el motivo comun de los transportadores mitocondriales. Las
hélices se delimitan con flechas rojas y el motivo comun de los transportadores
de nucledtidos se subraya en negro. B. Orientacion tridimensional de las
tres repeticiones. La comparacion de las estructuras demuestra que son muy
similares. Imagen extraida de Pebay-Peyroula et al., [2003].

una de las hélices impares muestran un pronunciado pliegue que es debido a la presencia
en la secuencia de un residuo de prolina que es caracteristico de todos los transportadores
mitocondriales (P-x-(D/E)-x>-(K/R)). Expuesto hacia el espacio intermembrana, dos
pequeios /oops conectan las tres repeticiones.

Figura 25 Topologia del AAC. A. Vista desde el citosol. Se observa claramente la cavidad y una distribucion asimétrica
de las cargas vista desde el lado citosdlico. B. Vista desde el citosol. Esquema del sitio de union del carboxiatractilato, se
observa la localizacion al fondo de la cavidad del carboxiatractilato. C. Vista desde la matriz. £n esta imagen, A, By C (en
negro) son pequeias cavidades. En B (Arg139/Lys162/Lys165) y C (Arg236/Arg243/Arg258/Lys259) se localizan los grupos
de residuos cationicos citados en el texto. Las imagenes A y C muestran potenciales electrostaticos de superficie. Se sefialan
en rojo las superficies negativas y en azul las positivas. Imagenes modificadas de de Pebay-Peyroula et al., [2003].



& Introduccion 45

Respecto al dominio de unién del nucledtido, la estructura del AAC bovino
revela que el nucledtido penetra en el barril de hélices o desde el lado citosélico y se aloja
en lo mas profundo de la cavidad en una posicion desplazada (figura 25). La distribucién
de las cargas y de los residuos aromaticos es asimétrica dentro de la cavidad delimitada
por el barril (figura 25). En ella, se observan dos grupos de residuos catidnicos
(Arg139/Lys162/Lys165 y Arg236/Arg243/Arg258/Lys259) separados unos 10 A entre
ellos, y un grupo de tres tirosinas que se agrupan formando una especie de escalera (186,
190 y 194), y que parecen ser las encargadas de guiar al ADP a su sitio de union. La union
por su parte, requiere numerosas interacciones tanto directas, entre el nucleétido y
numerosos residuos del AAC (argininas 79, 187, 234, 235, las lisinas 22 y 32...), como
indirectas a través de moléculas de agua (arginina 279). Esto explica la elevada
selectividad y afinidad de este transportador [Pebay-Peyroula et al., 2003].

4.- PROTEINAS HOMOLOGAS A LA UCP1
4.1.- DESCUBRIMIENTO DE LAS NUEVAS UCPs

La expresion exclusiva de la UCP1 en el TAP y la participacion esencial en la
termogénesis desarrollada por este tejido es un hecho confirmado por numerosos autores
[revision Nicholls & Locke, 1984]. Sin embargo, en humanos adultos la presencia de TAP
es escasa Yy a pesar de ello la -
termogénesis tiene lugar. En este
caso, se ha visto que la termogénesis o & .
tiene lugar en otros tejidos como - i
musculo esquelético, higado y en S 2riibyricths
menor medida en el TAB [Nobes et
al, 1990].  Algunos  autores . O g |
intentaron explicar este fendmeno - — -
como consecuencia de una fuga de ucp2 - ﬁ - l.-
protones a través de las membranas :
de las mitocondrias de estos tejidos, == '
aunque su elevado valor (del 20 al UCP3 . .
30% del total tedrico del oxigeno ; '
consumido), indicaba que aparte de . = [ihas . ]
esto, algun otro componente de la 185 mm’m.,
membrana interna mitocondrial debia —
intervenir [Brand et a/., 1994; Brown,

Figura 26 Patron de expresion de las UCP1, UCP2 y

1992]' La _demostraC|on de que el UCP3. Se observa la expresion practicamente ubicua de la
desacoplamiento observado €N  UCP2, y la especificidad de la UCP1. En la figura TAM representa
mitocondrias de tejidos distintos al & TAP. Datos modificados de Ricquier & Bouillaua, [2000].

TAP no era debido a la fuga de

protones a través los fosfolipidos de la membrana [Brookes et &/, 1997], unido a la
observaciéon de que anticuerpos y secuencias de ADN complementario a la UCP1 se unian
a proteinas y ARN de tejidos distintos al TAP, apuntd hacia la existencia de proteinas
homologas a la UCP1 en otros tejidos.
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En 1997, Daniel Ricquier y su grupo identificaron una proteina que se
expresaba en numerosos tejidos y que, por su homologia con la UCP1 (en aquel momento
llamada UCP), se llamé UCP2. Esta nueva proteina, de 33 KDa, compartia un 59% de
identidad con la UCP1 en el caso de la rata y un 57 % en el caso de la variante humana
[Fleury et al., 1997, Enerback et al., 1997; Gimeno et al., 1997]. Su patrén de expresion
era practicamente ubicuo (bazo, estdmago, intestino, Utero, TAB y TAP, testiculos, higado,
musculo, corazdn, cerebro, miocitos, linfocitos...), aunque con muy diferentes niveles de
expresion (ver figura 26) [ver revisidén Ricquier & Bouillaud, 2000].

Casi simultaneamente se publico la existencia de nuevas proteinas homologas
a la UCP1 y UCP2, con diferentes grados de identidad entre ellas y con patrones de
expresion variados [revision Ledesma et al., 2002b]. Hasta el momento se han identificado
las siguientes:

. La UCP3, con un tamafio de unos 34 KDa y de un 54-57% de
homologia con UCP1 y 73% con la UCP2. Fue identificada pocos
meses después del descubrimiento de la UCP2 en mitocondrias de
musculo esquelético de roedores y humanos. Posteriormente se ha
visto que también se expresa en TAP, TAB y corazon y se ha
identificado en otras especies de mamiferos y aves [Boss et al.,
1997b; Vidal-Puig et al., 1997; Gong et al., 1997].

. La UCP4. Identificada en 1999, presenta una homologia menor. En
concreto del 29, 33 y 34% con la UCP1, UCP2 y UCP3
respectivamente por lo que algunos autores dudan que pueda ser

" Figura 27 Arbol filogenético
pucr| —— de las UCPs. [los colores
i e flustran las 6 clases mayoritarias
iz d€ 18 familia de las UCPs. Para

e identificar la nomenclatura ver
L 3 tabla 2. Las distancias evolutivas
se calcularon  aplicando el
| método de correccion de Jukes-
PP Cantor y el drbol fue construido
usando el método de Neighbor-
Joining. Las lineas punteadas
indican la mayor distancia
evolutiva de las proteinas UCP4
y BMCP1 con respecto al resto
de las UCPs. Extraido de
Ledesma et al., [2002b].
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considerada como UCP. Se expresa exclusivamente en cerebro y se ha
conseguido identificar tanto en humano como rata [Mao et a/., 1999;
Yu et al., 2000b].

La proteina BMCP1, del inglés brain mitochondrial carrier protein.
También llamada por algunos autores UCP5 por su relativa homologia
con el resto de las UCPs (34% con la UCP1, del 38% con la UCP2 y
del 39% con la UCP3). Presenta un patrén de expresién mayoritario
en cerebro y testiculos, aunque se ha identificado en numerosos
tejidos. Se descrito en humano, ratén y rata [Sanchis et a/,, 1998; Yu
et al., 2000b].

Las UCPs de plantas. También en plantas se han descrito UCPs. Con
un tamafo de 32 KDa la primera de ellas fue identificada en la patata
por Laloi et a/. [1997]; se llamé SMUUCP (de Solanum tuberosum) y
presenta un 41% de homologia con la UCP1 y un 43% con la UCP2.
Posteriormente se localizaron mas: en Arabidopsis thaliana (AfUCP),
con un 41 y 46% de homologia con la UCP1 y UCP2 respectivamente,

en maiz (OsUCP), en repollo (SAUCP), trigo (WAUCP)...(tabla 2).

Hasta el momento se han identificado 45 genes considerados como isoformas
de UCPs [Ricquier & Bouillaud, 2000] (ver tabla 2). Un alineamiento de las clases de UCPs
conocidas se muestra en la figura 29 y refleja su elevado grado de homologia. Ledesma et
al. [2002b] analizaron la secuencia de todas ellas, y estimaron sus distancias evolutivas
para obtener el arbol filogenético de la figura 27 en el que se reflejan las relaciones
existentes entre todas las UCPs conocidas hasta ese momento.

4.2.- ESTRUCTURA GENICA DE LAS NUEVAS UCPs

En humanos y ratones, los
genes de la UCP2 y UCP3 se encuentran
separados por pocas kb [Pecqueur et al.,
1999]. En concreto, el gen de la UCP2
estd localizado a unos 7-20 kb
downstream de el codon stop del gen de
la UCP3 y se ha identificado en humanos,
entre los marcadores D115S916 y D11S911
del cromosoma 11q13, y en ratones en el
cromosoma 7 [Fleury et al., 1997; Boss et
al., 1998a]. La organizacion génica que
presentan tanto el gen de la UCP2 como el
de la UCP3 es similar al de la UCP1, con
seis exones codificantes y uno (UCP2), o
dos (UCP3) exones situados en el extremo
5" que no se traducen (figura 28)
[revisiones Ricquier & Bouillaud, 2000].
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Figura 28 Estructura génica de las proteinas UCP2 y
UCP3.. Vienen sefalados los exones de la UCP2 (azul) y de
la UCP3 (verde) y el sito poliA de la UCP3. En negro se
sefialan los exones que no se traducen. Ver texto para
explicacion.
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Clase Proteina Especie Nombre comin NC°Acceso
UCP1 BtUCP1 Bos taurus Vaca P10861 "
CfUCP1 Canis familiaris Perro QoGMZz1
HsUCP1 Homo sapiens Humano P25874
RmUCP1 Macaca mulatta Mono QO9N1EO"
MaUCP1 Mesocricetus auratus Hamster Sirio P04575
MmUCP1 Mus musculus Raton P12242
OcUCP1 Oryctolagus cuniculus Conejo P14271
PsUCP1 Phodopus sungorus Hamster Siberiano Q9ER18
RnUCP1 Rattus norvegicus Rata P04633
ucP2 BtUCP2 Bos taurus Vaca Q9XSE1"
BrUCP2 Brachydanio rerio Pez cebra Q9wW720
CAUCP2 Canis familiaris Perro Q9N211
CcucCP2 Cyprinus carpio Carpa Qo9W725
HsUCP2 Homo sapiens Humano P55851
RmUCP2 Macaca mulatta Mono AF202130"
MmUCP2 Mus musculus Raton P70406
PsUCP2 Phodopus sungorus Hamster Siberiano Q9ER17
RnUCP2 Rattus norvegicus Rata P56500
SsUCP2 Sus scrofa Cerdo 097562
UCP3 BtUCP3 Bos taurus Vaca 077792
CfUCP3 Canis familiaris Perro Q9N2I9
EmUCP3 Eupetomena macroura Colibri Q98T90
GgUCP3 Gallus gallus Pollo QoDDT7
HsUCP3 Homo sapiens Humano P55916
MmUCP3 Macaca mulatta Mono Q9N1D8"
MgUCP3 Meleagris gallopavo Pavo Q90X50
MmUCP3 Mus musculus Ratén P56501
PsUCP3 Phodopus sungorus Hamster Siberiano Q9ER16"
RnUCP3 Rattus norvegicus Rata P56499
SsUCP3 Sus scrofa Cerdo 097649
UCP4 HsUCP4 Homo sapiens Humano 095847
RnUCP4 Rattus norvegicus Rata Q9EPH6
BMCP1  HsBMCP1 Homo sapiens Humano 095258
MmBMCP1 Mus musculus Ratén Q972B2
RnBMCP1 Rattus norvegicus Rata Q9JMHO
UCPs AtUCP1 Arabidopsis thaliana Mostaza silvestre 065623
Plantas AtUCP2 Arabidopsis thaliana Mostaza silvestre Q9ZWG1
LeUCP Lycopersicom esculentum Tomate AF472619°
OsUCP1 Oryza sativa Arroz Q9AVG2
OsUCP2 Oryza sativa Arroz Q9AVG1
StUCP Solanum tuberosum Patata 024391
SrUcCP Symplocarpus renifolius Remolacha Q9MBE7
TaUCP Triticum aestivum Trigo Q9FXQ5
ZmUCP Zea mays Maiz AF461732°
ucp? PmUCP? Pagrus major Pargo Japonés AF487341"

Tabla 2 Resumen de las 45 UCPs identificadas hasta el momento. 70dos /os nimeros de acceso son
del servidor SWISS-PROT/TrEMBL, excepto las marcadas con * que tienen depositada la secuencia en
GenBank. 1 Solo parcialmente secuenciadas.
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La transcripcion del gen de la UCP2 comienza en el exén 3 [Pecqueur et 4.,
1999]. Una caracteristica particular de este gen es la presencia de varios codones de
iniciacion (ATG) en el exdn 2 que en determinadas situaciones codifican para un péptido
de 36 aminoacidos de funcion desconocida, pero que no inhibe la sintesis de la UCP2 /in
vitro. Al contrario que el gen de la UCP1, el promotor de la UCP2 no presenta ni caja TATA
ni CAAT, pero tiene una secuencia rica en GC y los motivos de union de la caja CCAAT y
de la caja Y [Yamada et a/., 1998].

Se ha descrito la existencia de una elevada regulacion transcripcional debido a
la presencia en regiones cercanas al promotor de sitios de unidn de factores de
transcripcion como Spl, AP-1 y AP-2, de elementos de respuesta a AMPc (CREB),
receptores PPAR, sitios reguladores proteina activadora, y el factor regulador del musculo
MyoD [revision Ricquier & Bouillaud, 2000; Ledesma et al., 2002b]. Se ha propuesto que
la exposicién a acidos grasos, acidos grasos polinsaturados y prostaglandinas potencian la
transcripciéon del gen mediante su unidn a los receptores PPAR. También se han
identificado otros reguladores indirectos de su expresidn como la leptina, las citoquinas,
las hormonas tiroideas y varios agonistas de los receptores B-adrenérgicos [revision
Ricquier & Bouillaud, 2000; Dalgaard & Pedersen, 2001]. A nivel traduccional el gen
presenta también una estrecha regulacion ya que se ha demostrado que el aumento del
transcrito de la UCP2 no se correlaciona en nhumerosas ocasiones con el incremento de la
proteina [Enerback et al, 1997]. Pecqueur et &/ [2001] han descrito una potente
regulacion traduccional a la baja en ¢is mediante la transcripcion del gen a partir de un
marco abierto de lectura localizado en el exdn 2 del gen de la UCP2.

Por su parte, el gen de la UCP3 se encuentra organizado en siete exones en
una localizacion muy préxima al extremo 5° del gen de la UCP2, y al igual que en ésta, no
todos sus exones se transcriben (figura 28). En humanos, se ha visto que puede codificar

UCP1 UCP2 UCP3

TAP | TAP | TAB | (oot | Otros | TAP | TAB | looocerno
Leptina ) - ) - - ) - T
Insulina T - - - - - -
Glucocorticoides J J - J - J - =
T3 0 0 0 0 - 0 - 0
Agonistas-p3 ) - ) T e - ) T
Estimulantes de PPAR 0 - 5 - 1b - 0 B
TNFa . 0 0 0 0 e - - 0
Acidos grasos libres - - - T - - - T

TAP | TAP | TAB | (oot | Otros | TAP | Otros | (oooocie
Frio 0 0 - Te 1 0 - Te
Ejercicio crénico - > > N 4 J —d N
Dieta grasa ) - ) - e - —? T
Ayuno J >y 1 T —d J —Te =S

Tabla 3 Regulacion de la expresion de los ARNm de las UCP1, UCP2 y UCP3 bajo la accion de
diversas situaciones metabdlicas, de diversas hormonas, o de diferentes situaciones ambientales o
fisiolégicas. £n e/ caso de la UCP! los resultados sefalados reflejan los niveles detectados tanto de mensajeros
como de proteina. ° Higado, b Isiotes pancredticos, € TAB, a Corazon, € Dependiente del tiempo de induccion.
Datos extraidos de Dalgaard & Pedersen, [2001].
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para dos isoformas, UCP3, y UCP3s, denominadas asi por su diferente tamano (312 y 275
aminoacidos respectivamente). La isoforma UCP3s se genera por corte alternativo del
ultimo de los intrones del gen y genera una proteina que tiene delecionado el dltimo de
los dominios transmembrana (caracteristico de los transportadores mitocondriales) [Boss
et al., 1997a]. En musculo esquelético de humanos las dos isoformas se expresan en la
misma proporcién, sin embargo en ratones, Unicamente se ha identificado la existencia de
una de las isoformas [Millet et al, 1997; Solanes et al, 1997]. Presenta también una
estricta regulacion transcripcional pero los mecanismos moleculares que controlan la
expresion no son todavia muy conocidos. Se ha descrito que en las regiones cercanas al
extremo 5° del gen existen sitios potenciales de uniéon a diversos reguladores de la
transcripcion, como a reguladores del musculo MyoD y MEF2, a receptores de hormonas
tiroideas y a PPAR [Acin et al., 1999].

Experimentalmente se ha observado que los factores que regulan la
transcripcién y traduccion del gen de la UCP1, asi como diversos factores ambientales y
fisioldgicos, también pueden afectar de diversas maneras a la transcripcién de los genes
de la UCP2 y UCP3 segun el 6rgano donde se expresen (ver tabla 3) [revision Dalgaard &
Pedersen, 2001].

Respecto a la UCP4 y UCP5, sus genes estan aun poco estudiados. La UCP4
fue localizada en humanos cerca del marcador genético SHGC-34952 en el cromosoma
6p11.2-q12 y la UCP5 en el cromosoma X en la regidon q25-26. De la UCP5, en humanos,
se conoce la existencia de al menos dos isoformas con propiedades bioquimicas
diferentes: la UCP5,, identificada predominantemente en cerebro, y la UCP5s que pierde
una secuencia de tres aminoacidos (valina-serina-glicina) localizada en la posicién 23 de la
isoforma UCP5,, y que se expresa de manera residual en otros tejidos distintos al cerebro
[Sanchis et al., 1998; Yu et al., 2000b; revisién Adams, 2000].

Finalmente, hay que decir que las UCPs de plantas presentan una organizacién
génica algo distinta. En Arabidopsis por ejemplo, todos los genes de UCPs descritos
presentan nueve exones [revision Ricquier & Bouillaud, 2000].

4.3.- ORGANIZACION ESTRUCTURAL DE LAS NUEVAS UCPs

No existen datos relevantes de la estructura de las nuevas UCPs. La mayoria
de ellos se basan en un analisis de las secuencias identificadas como el de la figura 29. Se
acepta que, por su elevada homologia de secuencia con la UCP1, presentan un modelo
estructural similar a ésta y por extension al de los transportadores de mitocondriales: una
estructura tripartita compuesta por 3 repeticiones de unos 100 aminoacidos cada una. De
este modo, el modelo de plegamiento estructural de la UCP2 deberia ser muy similar al del
esquema mostrado en la figura 10. Posteriormente se ha visto que, debido a la existencia
de un corte alternativo durante la transcripcion del gen de alguna de ellas como la UCP3 o
la UCP5, el plegamiento estructural de las isoformas cortas no puede ser igual [revision
Ricquier & Bouillaud, 2000].
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4.4.- FUNCIONES FISIOLOGICAS DE LAS NUEVAS UCPs

El descubrimiento de esta nueva familia de proteinas de elevada homologia
hizo sospechar en un primer momento que la funcion de todas ellas podria ser andloga a
la de la UCP1 y que, por lo tanto, su principal funcion seria la de llevar a cabo el proceso
de termogénesis en los tejidos donde se expresan. Numerosos estudios se han
desarrollado para intentar contrastar esta posibilidad (monitorizacién de ARNm, deteccién
de la proteina, creacion de knockouts...) y, si bien en el caso de la UCP2 y UCP3 la
tendencia generalizada les sitia como verdaderas proteinas desacoplantes con funciones
varias, en el caso del resto de UCPs su papel es aun controvertido.

4.4.1.- LAUCP2

La amplia expresion de la UCP2 (figura 26) la situé en un primer momento
como la principal candidata a ser la responsable de la termogénesis adaptativa en
respuesta al frio y a la dieta en humanos. Sin embargo, su patrén de expresion
practicamente ubicuo y los resultados de posteriores experimentos, han sugerido una
intervencién esencial de esta proteina en el control de la produccion de los radicales libres
(y por lo tanto en la regulacién de la respuesta inmune), en la regulacién del metabolismo
de los lipidos y en el control de la secrecién de insulina [revisiones Boss et al., 2000,
Ricquier & Bouillaud, 2000; Saleh et al., 2002].

4.4.1.1.- La UCP2 como reguladora del metabolismo

Varios grupos han expresado con éxito el gen de la UCP2 en levaduras y en
células en cultivo. Los resultados obtenidos indican una caida del potencial de membrana
[Fleury et al, 1997; Gimeno et al, 1997] y un incremento en la produccion de calor de
estas mitocondrias [Paulik et a/., 1998]. De igual forma, la reconstitucién de la proteina en
liposomas se ha visto que incrementa el flujo de protones de forma similar a la UCP1
[Jaburek et al., 1999]. También el estudio de timocitos de ratones knockout para la UCP2
demostro que ésta era responsable de un 50% de la tasa metabdlica basal por lo que era
evidente que ejercia una funcion desacoplante [Krauss et &/, 2002]. Esto, unido a su
elevado parecido con la UCP1 la situé en un primer momento, y de modo analogo a la
UCP1, como principal responsable de la termogénesis de los tejidos donde se expresaba.
Varios estudios asi lo proponen (tabla 3):

« Se ha comprobado que los niveles de ARNm de la UCP2 flucttan
entre situaciones de hipotiroidismo e hipertiroidismo. El nivel de
hormonas tiroideas en sangre se correlaciona de manera directa con
la tasa metabdlica de modo que su incremento aumenta el
desacoplamiento de las mitocondrias de higado y mdusculo
esquelético [Lanni et a/., 1999].

« La expresion de la UCP2 en hepatocitos de roedores es
practicamente nominal, pero en ratones ob/ob (leptina deficientes)
su expresion se encuentra inducida y esto se correlaciona con una
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elevada tasa de desacoplamiento en las mitocondrias de estos
hepatocitos [Chavin et al., 1999; Melia et al., 1999].

Como respuesta a una situacién de frio, se ha visto que la expresién
de la UCP2 en el TAP aumenta de manera paralela a la expresion de
la UCP1 [Boss et al., 1997a; Carmona et al., 1998].

La recuperaciéon de la temperatura corporal después de una
situacion de hipotermia mediada por endotoxinas, se ha visto que
también se correlaciona con un aumento en los niveles de ARNm de
la UCP2 en musculo esquelético.

Se ha observado que, tras una alimentacion a base de una dieta rica
en grasas durante dos o tres semanas, la expresion de la UCP2 en
ratones obeso-resistentes (A/J) es mucho mayor que en ratones
propensos a la obesidad (C57BL6/]) [Fleury et al., 1997; Surwit et
al, 1998; Gong et al., 1999].

Sin embargo, los resultados obtenidos en otros estudios fisioldgicos cuestionan
el papel termogénico de la UCP2 /n situ ya que se ha demostrado que el aumento del
transcrito de la UCP2 no se correlaciona necesariamente, ni con un incremento en la
cantidad o actividad de la proteina, ni con un aumento en la tasa de desacoplamiento de
las mitocondrias aisladas a partir de esos tejidos (tabla 3):

En situaciones de ayuno, en las cuales se deberia fomentar una
situacion de ahorro energético en el individuo, la expresion de la
UCP2 en musculo esquelético de roedores, aumenta [Boss et al.,
1997a; Cadenas et al, 1999; Samec et al., 1998a; Weigle et al,
1998].

El tratamiento de ratones con endotoxinas no se han correlacionado
con una mayor tasa de desacoplamiento de las mitocondrias
aisladas [Cadenas et al., 1999].

En ratones knockout de la UCP1, donde se ha comprobado un
incremento en la expresion de la UCP2 en mitocondrias de TAP
[Enerback et al, 1997], se ha visto que la tasa de desacoplamiento
de sus mitocondrias es similar a la que se observa en mitocondrias
controles que no la expresan y ademas, estos animales son
sensibles al frio [Monemdjou, 1999].

En humanos obesos expuestos a dieta hipocaldrica se observa un
incremento en la expresion de la UCP2 en TAB y musculo, y sin
embargo, sus mitocondrias muestran una tasa metabdlica basal
disminuida [Millet et a/., 1997; Vidal Puig et a/.; 1999].
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« En ratones obesos con genotipo ob/ob o db/db se ha comprobado
también un aumento de transcrito de la UCP2 en higado y TAB
[Chavin et al., 1999].

Tan contradictorios resultados hicieron que se descartase el papel termogénico
a nivel corporal de la proteina, y se han buscado otros posibles papeles para la UCP2 a
nivel fisioldgico [revisidon Boss et al., 2000b; Saleh et al., 2002; Horvath et al., 2003].

4.4.1.2.- Control de las especies reactivas del oxigeno (ROS)

Durante el estado 4 de la respiracion, el potencial de membrana de las
mitocondrias aumenta, y concomitantemente la produccion de radicales libres [Turrens
1997]. En la mitocondria, estas ROS se producen principalmente durante la respiracion,
cuando una pequena proporcién de
moléculas de oxigeno se convierten
en radicales superoxido (O,") tras
la reduccién de un electrén del O,
por los complejos I y III de la
cadena respiratoria (ver explicacion
en figura 30) [Boveris & Chance,
1973]. Las ROS se producen
también en peroxisomas, reticulo
endoplésmicp, leucocitos,

MEMBERAMNA
INTERM&
MITOCONDRAL

macrofagosE , y son consecuencia He H' ' Ve He H*
de procesos como la degradacion
de los acidos grasos o de otras ES®Acio [

, INTERMEMBRANAL T.::.u,_,,
moléculas, o de procesos que

defienden contra diversos tdxicos. Figura 30 Formacién de ROS en la mitocondria. La formaciin de
4 i 4 ROS depende del potencial de membrana. Un elevado potencial de

En macrofa_g 0s, la genc_araao_n de membrana lleva a la inhibicion del transporte de electrones por la cadena
ROS previene de infecciones respiratoria provocando un incremento en la vida media de los
provocando la destruccion de las /ntermediarios capaces de reducir el oxigeno a aniones superdxido como
4 ~ . el radical semiquinona. Las UCPs y mds en concreto la UCP2 median la
celulas extrahas. Sin emba rgo, el disminucion del potencial de membrana, particularmente en condiciones
exceso de ROS puede causar de poca disponibilidad de ADP, por lo que se propone que disminuyen la

numerosos trastornos como la produccion de ROS.

peroxidacion de los lipidos, el dano

del ADN mitocondrial, la modificacion de las proteinas o la induccion de diversos factores
transcripcionales que alterarian la transcripcion de los genes [Lee et al., 1999].

Los primeros autores que relacionaron la produccién de ROS con la UCP2
fueron Casteilla y colaboradores [Negre-Salvayre et a4/, 1997]. Estos autores observaron
que la adicion de GDP a adipocitos pardos provocaba un aumento en el potencial de
membrana de sus mitocondrias y por lo tanto un aumento en la generacion de ROS.
Posteriormente, Diehl y su grupo observaron una correlacién entre la proteina y su
transcrito con la producciéon de H,0, en macrofagos y hepatocitos de ratones ob/ob [Lee
et al., 1999]. Estudiaron también el efecto del TNFa en los hepatocitos de estos ratones, y
vieron que incrementaba la generacién de oxidantes. Los mismos autores analizaron la
expresion de la UCP2 en cultivos de hapatocitos en presencia de una emulsion de lipidos y
observaron que en primer lugar se producia un rapido incremento de ROS para
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posteriormente observar una clara induccidn del gen [Cortez-Pinto et a/., 1998]. Todo esto
les llevd a proponer un papel para la UCP2 como protectora de la lipotoxicidad y del dafio
oxidativo. Asi, a través del control de las ROS generadas por el incremento en el
almacenaje o la oxidacidon de los acidos grasos, la UCP2 actuaria como protectora de la
apoptosis en los hepatocitos del higado graso [Rashid et a/., 1999; Pastore et a/., 2000].

Un afio después, el estudio de ratones knockout para la UCP2 demostrd que
estos animales no presentaban un fenotipo obeso, ni sensible al frio, pero las mitocondrias
de sus macréfagos mostraban un alto potencial de membrana y una produccién de
radicales libres muy elevada. Esta caracteristica permitia a estos ratones resistir a la
infeccién por Toxoplasma gondii, un parasito intracelular que infectaba letalmente el
cerebro de ratones [Arsenijevic et al, 2000]. Esto llevd a algunos autores a proponer que
la UCP2 también podia tener un papel esencial en la defensa inmunitaria.

El hecho que en situaciones de estrés oxidativo la transcripcion del gen de la
UCP2 en macrdfagos se encuentre disminuida, es otra de las observaciones que apoyan
este papel para la UCP2 de reguladora de ROS. En cerebro, la expresion del gen de la
UCP2 se da en poblaciones neuronales muy especificas del sistema nervioso central
relacionadas con los mecanismos de respuesta rapida que intervienen en la homeostasis
del individuo [Horvath et al, 1999]. Sin embargo, se ha visto que en situaciones
neurodegenerativas como la isquemia, la expresidon se puede inducir en regiones donde
normalmente no se expresa. Esta induccion de la proteina se ha demostrado que es
inversamente proporcional a la activacion de la caspasa 3 y ésta a su vez, es directamente
proporcional a la produccion de ROS. La caspasa 3 es una proteina vital, ya que
contribuye al dafio cerebral provocado por la isquemia tras desencadenar la cascada
apoptogénica [Bechmann et a/, 2002]. Recientemente se ha demostrado en ratones que
la sobreexpresion del gen de la UCP2 en el cerebro protege del dafio neuronal subyacente
a cualquier situacién de trauma cerebral y favorece la recuperacion de las capacidades
neuroldgicas de estos individuos [Mattiasson et a/., 2003]. Los mismos autores observaron
que el desacoplamiento parcial inducido por agentes desacoplantes, como el 2,4
dinitrofenol, reducian la muerte en poblaciones neuronales sometidas a situaciones de
privacion celular de oxigeno o glucosa. De manera analoga, en el corazdn se ha visto que
el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa protege del dafio oxidativo provocado tras
una situacién de hipoxia y posterior reoxigenacion del tejido cardiaco [Minners et al.,
2000]. La transfeccion de células H9c2 (derivadas de tejido embrionario de corazén) con
el gen de la UCP1, ha demostrado un incremento en la supervivencia de éstas en
situaciones de estrés oxidativo [Bienengraeber et al., 2003]. De este modo, varios autores
han propuesto que la UCP2 es una proteina inducible de funcion protectora tanto en
cerebro como en corazdén. Mediante la activacion de diversas sefales redox o induciendo
un desacoplamiento parcial que limita la generacion de ROS [Skulachev, 1996], la UCP2
previene del dafio celular derivado de las situaciones de trauma oxidativo [Mattiasson et
al, 2003; Teshima et al., 2003].

4.4.1.3.- Control del metabolismo de los acidos grasos libres
Varias investigaciones sugirieron que la UCP2 podria mediar en el proceso de

oxidacién de los acidos grasos libres [Samec et al., 1998b; Wang et al., 1999]. El hecho de
que la expresion de la UCP2 en los adipocitos del TAB y en células del musculo esquelético
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se incrementase en situaciones como el ayuno [Millet et al, 1997; Boss et al., 2000] o tras
la estimulaciéon con leptina [Cusin et al, 1998; Scarpace et al, 1998], en las cuales se
observa un aumento en los niveles de acidos grasos, sugirid que la UCP2 podria mediar
provocando un cambio en el metabolismo de los acidos grasos. En este caso la UCP2
actuaria promoviendo la utilizacion de los acidos grasos para la obtencién de ATP en la
mitocondria y permitiendo que la glucosa sea utilizada en otros 6rganos con mayores
requerimientos (como por ejemplo el cerebro) [revision Dulloo & Samec, 2001]. El
tratamiento en situaciones de ayuno con agentes antilipoliticos como el acido nicotinico ha
mostrado una inhibicion del incremento en la transcripcion del gen de la UCP2 en
determinadas fibras oxidativas del tejido muscular, por lo que se propone que la sefal
fisioldgica que desencadena esta desviacion del metabolismo son los acidos grasos y que
la UCP2 actuaria previniendo del dafo oxidativo provocado por elevados niveles de lipidos
o incluso favoreciendo un proceso de oxidacién de los acidos grasos no acoplado a
procesos dependientes de energia [Samec et a/,1998a]. Sin embargo, este efecto
inhibidor de la expresion del gen de la UCP2 por agentes antilipoliticos no se observa en
las fibras musculares del metabolismo glicolitico. Este fendmeno es explicado por algunos
autores afirmando que en estos casos la regulacion de la proteina se da a nivel
traduccional [revisidon Saleh et a/., 2002].

4.4.1.4.- Control de la relacion ATP:ADP e influencia en la diabetes tipo 11

La regulacién de la glucosa en sangre es mantenida por las células B del
pancreas que secretan insulina de manera proporcional al incremento de la glucosa
circulante que detectan a través de sus receptores GLUT2. Las células B captan la glucosa
y la emplean para aumentar la
produccion de ATP, Sef;gﬁ;;"ade € apertura de los
incrementando asi la relacion el o S

Canales de K*
. ATP-sensibles
ATP:ADP y provocando el C|erre piljcoss -‘ |" L €2rrados
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H 4 Cambio en
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Esto provoca una hiperpo- Glucosla o “x. 'Y ,QTpas:: 'ame"'b'a"a\
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secrecién de las vesiculas de A T Lihe i
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de ATP (figura 31). Célula B del pancreas Blitoconch

Toda esta f|s|o|og|a Figura 31 Papel de la UCP2 en la secrecion de la insulina en la célula
indicaba que el gen de la UCP2 g/d?;;oa};creas Ver texto para explicacion. Imagen modificada de Langin et
debia participar de alguna
manera en el proceso. Asi, algunos autores han observado que el gen de la UCP2 se
encuentra atenuado en las ratas ZDF que acumulan lipidos (del inglés Zucker diabetic
rats), mientras que en islotes normales, la leptina o diversos ligandos de PPAR-y hacen
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que se sobreexprese [revision Saleh et a/, 2002]. Esta sobreexpresion del mensajero de la
UCP2, tanto en islotes de ratas [Chan et a/, 1999] como en cultivos de células B [Chan et
al., 2001], se ha visto que provoca la disminucién de los niveles de ATP de la célula y por
lo tanto, el bloqueo de la secrecidn de insulina estimulada por glucosa [Chan et a/, 1999].
El estudio de knockouts de la UCP2 reveld también que estos ratones presentaban unos
niveles de glucosa en sangre bajos y unos elevados niveles de insulina debido a su
sobreestimulada secrecidon en la célula B. Se propuso de este modo que la UCP2 podria
tener un papel esencial en el proceso de secrecion de la insulina y por lo tanto, en el
desarrollo de un proceso de diabetes tipo II. Algunos autores argumentaron esta
propuesta con knockouts del gen de la UCP2 inducidos a partir de ratones ob/ob. Los
islotes de los ratones ob/ob presentan el gen de la UCP2 sobreexpresado y muestran un
fenotipo obeso y diabético. Al perderle, estos ratones muestran en primer lugar una
recuperacion de la secrecion de insulina, y posteriormente una disminucion drastica de los
niveles de glucosa en la sangre [Zhang et a/., 2001].

Sin embargo, esta correlacion entre la sobreexpresion de la UCP2 y el riesgo
de diabetes no puede extenderse a todos los tejidos donde la UCP2 se expresa. Este
paralelismo se cumple Unicamente en las células B ya que, al contrario que en éstas, en
tejido adiposo y muscular se ha visto que el incremento de la expresion de la UCP2 parece
tener una relacion inversa con el desarrollo de la diabetes tipo II [Li et a/, 2000]. De igual
modo se ha visto que la relacién ATP:ADP no aumenta ni en bazo ni en pulmon en ratones
knockouts de la UCP2 por lo que se cree la funcion fisioldgica de la UCP2 puede depender
del érgano en el que se exprese [Couplan et a/., 2002].

4.4.1.5.- Regulacion a nivel molecular de la UCP2

La gran homologia existente entre la UCP2 y la UCP1 llevo a varios autores a
buscar los posibles reguladores fisioldgicos de la UCP2 dentro de los conocidos para la
UCP1. Actualmente las discrepancias en este aspecto son grandes, y si bien algunos
autores defienden la idea de que tanto la UCP1 como la UCP2 o UCP3 se regulan de la
misma manera [Jaburek & Garlid, 2003], el distinto comportamiento de ambas proteinas
bajo las mismas condiciones de experimentacién hace que se acepte que la regulacion de
la UCP2 es bastante diferente a la de la UCP1 [revisiones Ricquier & Bouillaud, 2000;
Bouillaud et al., 2001; Ledesma et al., 2002b].

La adicion de acidos grasos a mitocondrias de levaduras aisladas que expresan
el gen de la UCP2, no se ha observado que ejerza ningun tipo de efecto sobre el
desacoplamiento que provoca la expresion ectopica de la proteina [Rial et a/., 1999]. Otros
grupos por el contrario, en liposomas con UCP2 reconstituida en presencia de ubiquinona
y acidos grasos, han conseguido reconstituir una tasa de transporte de protones y aniones
similar a la que observan con la UCP1 [Jaburek et al., 1999; Echtay et a/., 2001b; revision
Klingenberg 2001].

Lo mismo ocurre en el caso de los nucledtidos. Algunos autores, estudiando
mitocondrias de levaduras aisladas, no han observado ningun efecto de los nucledtidos
sobre la tasa de desacoplamiento basal, ni sobre la actividad desacoplante mediada por la
UCP2 [Zhang et al, 1999; Rial et al, 1999]. El mismo estudio pero con UCP2 expresada
en células INS-1 aportd los mismos resultados [Fink et a/, 2002]. Sin embargo, otros
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autores si que han observado un efecto inhibitorio de los nucledtidos en sistemas
reconstituidos. Garlid y colaboradores afirman que la actividad transportadora de la UCP2
estudiada en liposomas, y reconstituida a partir de cuerpos de inclusién de bacterias,
puede inhibirse tras la adicién de altas concentraciones de nucleétidos [Jaburek et al.,
1999; Jaburek & Garlid, 2003]. De forma andloga, y tras el descubrimiento de la
ubiguinona como cofactor esencial para el transporte de protones a través de las UCPs,
Brand, Klingenberg y colaboradores también han corroborado este efecto regulador de los
nucledtidos sobre la UCP2 [Echtay & Brand, 2001; Echtay et a/, 2001b].

El estudio de otro de los activadores de la UCP1, el acido todo-trans retinoico
refleja las mismas discrepancias segun los sistemas de experimentacion empleados y los
organos de los que se extraen las muestras. En presencia de este regulador, algunos
autores han visto que la respiraciéon de las mitocondrias de levaduras que expresan UCP2
se acelera, de igual forma que ocurre en mitocondrias que incorporan UCP1, pero con una
cinética distinta. Mientras que la UCP1 tiene una amplia tolerancia hacia los ligandos
activadores, la UCP2 en condiciones fisioldgicas muestra una elevada dependencia del pH,
alta especificidad y una mayor tasa de transporte que la UCP1 en presencia de retinoides
[Rial et al, 1999]. Estos resultados se han contrastado en timocitos de ratones knockout
de la UCP2, en los cuales, se ha observado que la pérdida del gen conlleva a la ausencia
de la sensibilidad a retinoides que estaba presente en los timocitos de fenotipo salvaje
[Krauss et al, 2002]. Sin embargo, no ocurre lo mismo en las mitocondrias de bazo o
pulmén de ratén en las cuales, a pesar de mostrar una elevada expresiéon de UCP2,
Bouillaud y colaboradores han observado que el acido retinoico no provoca un incremento
en el desacoplamiento de estas mitocondrias [Couplan et al., 2002].

Recientemente se ha descrito que los radicales superdxido son capaces de
desacoplar las mitocondrias de rifién, bazo y células B de rata. Esto ha hecho que algunos
autores sitlen a las ROS como posibles reguladoras de las UCPs. En el afio 2002, Martin
Brand y colaboradores demostraron que los radicales superdxido activan el transporte de
protones mediado por las UCPs tras su interaccion con éstas desde el lado matricial
[Echtay et a/, 2002a; 2002b]. Este transporte de H* requiere de la presencia de acidos
grasos y es muy sensible a la inhibicion por nucledtidos di y trifosfato. Un argumento a
favor de esta hipdtesis es que esta actividad desacoplante en presencia de superdxidos se
correlaciona con el patron de expresion de la proteina. Asi, mientras que este fenémeno
no se observa ni en las mitocondrias de higado ni en las de corazén, en las mitocondrias
del TAP y del musculo esquelético de rata (donde la UCP1 y UCP3 son respectivamente
mayoritarias), el desacoplamiento en presencia de superdxidos si que se aprecia [Echtay
et al, 2002b].

4.4.2.- LA UCP3

Su expresion en musculo esquelético y grasa parda, unido a su alta homologia
con la UCP1 y a una respuesta fisioldgica similar a la que la UCP1 presentaba en TAB, hizo
que también se la considerase como una posible proteina con actividad desacoplante. En
un principio se pensé que podia tener un papel esencial en el mecanismo de termogénesis
adaptativa en el musculo, sin embargo, al igual que en el caso de la UCP2, el papel
fisioldgico de la UCP3 aun no esta establecido y existen varias hipotesis al respecto
[revision Giacobino, 2002; Schrauwen, 2002].
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4.4.2.1.- La UCP3 como reguladora de la termogénesis

Diversos experimentos de transformacion de levaduras con el gen de la UCP3,
asi como la sobreexpresién del mismo en células de mamifero demostraron que su
expresion provocaba una notable caida en el potencial de membrana de las mitocondrias,
y un aumento en el consumo de oxigeno por parte de estas células [Mao et a/., 1999; Yu
et al., 2000; Boss et al., 1998c]. Esto era consistente con su posible funcion desacoplante,
si bien, el aislamiento de las mitocondrias de estas células que sobreexpresan UCP3 reveld
un incremento del estado 4 sensiblemente inferior al observado en las mitocondrias de
levaduras que expresaban UCP1 [Zhang et a/., 1999; Hinz et al., 1999].

De acuerdo con un papel termogénico de la UCP3 se han obtenido las
siguientes observaciones (tabla 3):

« Tanto la exposicién puntual al frio (tres horas) [Boss et al., 1999]
como la administracion de hormonas tiroideas [Gong et al., 1997,
Lanni et al, 1999] aumentan la expresion del gen de la UCP3 de
forma paralela al de la UCP1.

» Ratones transgénicos que sobreexpresan UCP3 muestran una tasa
basal de consumo de oxigeno bastante superior a ratones de
fenotipo salvaje [Curtin et a/, 2002]. Otros autores han observado
que estos ratones presentan hiperfagia, pero no muestran fenotipo
obeso, con lo que se deduce que su tasa metabdlica basal esta
incrementada [Clapham et a/., 2000].

« Existe una correlacion entre la expresion de la UCP3, la tasa de
desacoplamiento mitocondrial, y el control del peso corporal en
mujeres [Harper et al., 2002a].

Sin embargo existen experimentos que, al igual que para la UCP2, cuestionan
este papel de la UCP3 en la termogénesis adaptativa (tabla 3):

+ La exposicion prolongada al frio desencadena una disminucién en los
niveles de transcrito de la UCP3 a partir del primer dia de exposicion
[Lin et al, 1998].

« En situaciones de ayuno o de restriccién alimenticia se ha detectado
un incremento en la expresién del gen de la UCP3 en musculo
esquelético y al contrario de lo que cabria esperar, una disminucién
en la tasa metabdlica [Gong et al, 1997; Hwang & Lane., 1999;
Millet et al, 1998]. Es mas, este aumento de la expresion no se
correlaciona con un aumento en la tasa de desacoplamiento de las
mitocondrias aisladas de musculo esquelético [Cadenas et a/., 1999].
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« Ratones knockout para la UCP3, al igual que los knockout para la
UCP2, no presentan ni un fenotipo obeso ni alteraciones metabdlicas
considerables, aunque muestren a nivel celular una eficiencia
energética y produccion de ROS elevadas [Cline et al.,, 2001]. Estos
ratones no presentan sensibilidad al frio y en sus mitocondrias de
musculo esquelético se detecta una estimulacion de la expresion de
los genes de otras UCPs (en este caso UCP2) que podrian
compensar la aparicion de un determinado fenotipo [Vidal-Puig et a.
1997]. Este efecto también fue observado en knockouts del gen de
la UCP2 que presentaban el gen de la UCP1 altamente inducido en
TAB [Arsenijevic et al, 2000].

« En ratones, al contrario de lo que ocurre con la UCP1, los cambios
en los niveles de ARNm de la UCP3 no se correlacionan con las tasas
metabdlicas observadas [Surwit et &/, 1998]. Ni siquiera una
alimentacién con dieta grasa, que implicaria un aumento en los
niveles de ARNm de la UCP1 y UCP2 en TAP y de la UCP3 en
musculo esquelético, se correlaciona con una variacién en la tasa
metabolica de estos roedores [Samec et a/., 1999].

A partir de estas observaciones existe acuerdo al afirmar que la UCP3 es una
proteina desacoplante de la fosforilacion oxidativa /7 vivo que media el desacoplamiento
de las mitocondrias donde se expresa (TAP y musculo esquelético principalmente). Sin
embargo se propone que, al igual que en el caso de la UCP2, su funcién fisioldgica real no
es la regulacidon del metabolismo energético, si no mas bien la regulacién del metabolismo
de los lipidos o el control de las ROS [revisién Schrauwen & Hesselink, 2002].

4.4.2.2.- Posibles funciones fisiologicas de la UCP3

El hecho que las situaciones de ayuno provocasen un incremento en la
expresion del gen de la UCP3 hizo que se estudiase el posible efecto de los niveles
plasmaticos de acidos grasos circulantes en la expresion del gen. De este modo se
demostro que los acidos grasos libres, a través de los receptores PPAR, eran capaces de
incrementar la expresion del gen de la UCP3 de manera andloga a lo observado en la
UCP1 y UCP2 [Weigle et al, 1998; Khalfallah et al, 2000]. De igual modo, se ha
observado que la expresion de la UCP3 se encuentra activada por la exposicion al frio, por
una dieta rica en grasas y por la administracién de hormona tiroidea (tabla 3), situaciones
todas ellas en las cuales la oxidacién de los acidos grasos también se encuentra
estimulada. Sin embargo, las condiciones en las cuales la UCP3 no se encuentra inducida
no se caracterizan por bajos niveles de acidos grasos [Vidal-Puig et a/, 1999]. Para
explicar estas observaciones se ha propuesto que la transcripcion de la UCP3 se inhibe en
condiciones en las cuales se incrementa la oxidacion de grasas y se activa en situaciones
en las cuales la captacién de acidos grasos excede a la oxidacion de los mismos, con lo
que eventualmente se incrementan los niveles plasmaticos de acidos grasos (ayuno,
esfuerzo fisico).

Algunos autores propusieron que de acuerdo con estas observaciones la
funcion fisioldgica de la UCP3 podria ser actuar como transportador de la forma anidnica
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de los acidos grasos para evitar su toxicidad en la matriz mitocondrial cuando se da un
exceso de éstos [Jezek et al, 1998; Schrauwen et al, 2001]. Otros afirman que esto es
una consecuencia indirecta, y que este transporte tiene lugar con el objetivo de regular los
niveles de CoA [Himms-Hagen & Harper, 2001; revision Schrauwen & Hesselink, 2002]. Lo
cierto es que este transporte de la forma anidnica de los acidos grasos tan sdlo se ha
observado en situaciones patoldgicas y puede tener lugar no sélo en las UCPs, sino en la
mayoria de los transportadores mitocondriales [revisién Rial & Gonzalez-Barroso; 2001].
Esto hace que se dude que las UCPs puedan actuar fisioldgicamente de esta manera y se
piensa que la detoxificacion de la matriz no tiene lugar mediante el transporte de los
acidos grasos a través de la UCP3, sino que es consecuencia de un proceso de aceleracién
de la oxidacion de éstos.

Brand y colaboradores piensan que esta correlacion entre la UCP3 y el
metabolismo de los lipidos, al igual que lo que ocurre en el caso de la UCP2, tiene relacion
con una funcién reguladora de la producciéon de ROS ya que el desacoplamiento facilita la
oxidacion de los acidos grasos y evita la lipotoxicidad que ocasiona su acumulacién en la
matriz [Echtay et a/, 2002b].

4.4.2.3.- Regulacion a nivel molecular de la UCP3

Debido a que hasta el momento no se ha establecido de una manera clara su
funcién, pocos son los datos existentes acerca de los reguladores fisioldgicos de la UCP3.
Algunos autores han observado que la UCP3 reconstituida en liposomas cataliza un flujo
de protones y es regulada a nivel molecular de forma analoga al resto de las UCPs
[Jaburek et al., 1999; Jaburek & Garlid, 2003]. Otros por el contrario, bajo las mismas
condiciones de experimentacion, no eran capaces de observarlo [Echtay et a/,, 1999]. Sin
embargo, tras el descubrimiento de la participacion de la ubiquinona como cofactor
esencial para el mecanismo de transporte de las UCPs [Echtay et a/, 2000b], los mismos
autores afirmaron que tras la adicion de ubiquinona, la tasa de transporte de protones y
aniones a través de la UCP3 se regeneraba y era similar a la de la UCP1. Ademas, también
describieron la capacidad de la proteina para ser inhibida por nucleétidos de purina,
preferentemente por ADP [ver revision Klingenberg, 2001; Echtay et a/., 2001b].

El descubrimiento en mitocondrias de ratén de la regulacién por radicales
superdxido de la actividad transportadora de protones de las UCPs [Echtay et a/, 2002b],
junto con la observacion de la pérdida de esta actividad en mitocondrias aisladas de
musculo esquelético de ratones knockout de la UCP3 demostrd que, in vivo, la generacion
de radicales superoxido incrementaba la actividad transportadora de protones mediada
por la UCP3 [Echtay et al, 2002a]. Esta actividad desacoplante mediada por ROS, al igual
que lo observado en la UCP1 y UCP2 /n vitro, era también muy sensible a la inhibicion por
nucledtidos por lo que se propuso que la regulacién de éstas era similar. Sin embargo, la
expresion ectopica de la proteina en mitocondrias de levaduras, que se habia mostrado
tan util para el estudio de la UCP1 y UCP2, no mostrd una proteina activa ni regulable por
nucledtidos. Se propone que la UCP3 expresada en levaduras probablemente produzca
una proteina que no retiene su estado nativo [Klingenberg, 2001; Harper et a/., 2002b].
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4.4.3.-. LA UCP4 Y BMCP1 (O UCP5)

Los detalles conocidos hasta el momento acerca de la funcién de estas
proteinas son escasos, pero debido a su relativa homologia, se les ha relacionado con
funciones analogas a las descritas tanto para la UCP1, como para la UCP2 o la UCP3, pero
en los tejidos donde se expresan [revision Dullo & Samec, 2001].

En el caso de la UCP4, la expresion ectdpica en células de mamifero provoca
una disminucién en el potencial de membrana de esas células [Mao et al, 1999].
Atendiendo a esta observacion y a su patron de expresion predominante en cerebro, se
piensa que el papel de la UCP4 podria ser desarrollar un proceso de termogénesis
localizada que podria intervenir en la respuesta neuronal. La correlacion encontrada entre
la exposicién al frio y la induccién de la transcripcion del gen de la UCP4 (en zonas
definidas) asi lo parecen indicar [Yu et a/., 2000].

Por su parte, también la expresion del gen de la UCP5 en mitocondrias de
células de mamifero provoca una disminucion en el potencial de membrana [Sanchis et a.,
1998; Yu et al., 2000b]. El aislamiento de mitocondrias de levaduras que expresan el gen
corrobora que estas mitocondrias muestran una tasa de desacoplamiento mayor que las
controles, y de nuevo, las situaciones de exposicion al frio se correlacionan con un
aumento del ARNm. Todo ello, unido a la reciente demostracion de su expresion en
numerosos tejidos la sitdan también como probable candidata a intervenir de algin modo
en la termogénesis, aunque de momento, no existen datos concluyentes al respecto.

4.4.4.-. LAS UCPS DE PLANTAS

Se ha propuesto que el papel de las UCPs de plantas (patata, Arabidopsis o
remolacha) es similar al de las UCPs de mamiferos. Asi, se ha visto que, de manera
analoga a lo realizado por otras UCPs, participan de un modo activo en la respuesta a la
exposicion al frio y en la regulacién de la produccion de las especies reactivas del oxigeno
[Pastore et al, 2000; Kowaltowski et al, 1998]. Median también en otros procesos
termogénicos como la maduracién del fruto en la cual, en el tomate y el mango, se ha
demostrado que las UCPs desempefian un papel vital [Considine, 2001]. En cuanto a su
regulacion, recientemente se ha descrito que la UCP de patata muestra un transporte de
H* activado por acidos grasos [Hourton-Cabassa et a/., 2002].
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OBJETIVOS:

Los transportadores de metabolitos la membrana interna mitocondrial forman
una superfamilia de proteinas relacionadas. Las proteinas desacoplantes forman, a su vez,
una familia dentro de la de los transportadores mitocondriales siendo la proteina
desacoplante del tejido adiposo pardo UCP1 la mejor caracterizada. La UCP1 tiene una
funcion claramente termogénica y su actividad desacoplante se encuentra regulada: los
nucledtidos de purina la mantienen inhibida mientras que los acidos grasos, que actian
como segundos mensajeros de la noradrenalina, son los activadores fisioldgicos. El
objetivo global de esta Tesis es ahondar en el conocimiento de las bases moleculares que
confieren a la UCP1 la capacidad de respuesta a los acidos grasos.

Existe un gran debate sobre el mecanismo molecular de transporte de la UCP1
y en particular sobre el mecanismo de activacién. El primer objetivo de esta Tesis es
establecer el papel de los acidos grasos en la activacion de la UCP1. Para ello se
reexaminaran los dos mecanismos hipotéticos en los que se propone que los acidos grasos
o bien son el sustrato transportado por la UCP1 o constituyen un grupo prostético que
modifica la conductancia de la UCP1 a los protones.

La UCP1 presenta una elevada homologia con otras proteinas desacoplantes
de mamiferos y sin embargo la regulacién de su actividad muestra marcadas diferencias.
Asi, la UCP2 no responde a acidos grasos. La mutagénesis dirigida ha demostrado ser una
buena herramienta para el estudio de las relaciones estructura-funcion en proteinas y de
hecho ya ha proporcionado valiosa informacion sobre la organizacion estructural y
funcional de la UCP1. El segundo objetivo de esta Tesis es determinar las regiones de la
UCP1 que le confieren sus propiedades especificas y para ello se va a proceder a sustituir
regiones caracteristicas de la UCP1 con sus homologas de la UCP2 con el fin de identificar
aquellas que confieren a la UCP1 su respuesta a los acidos grasos.
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1.- TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

1.1.- MICROORGANISMOS EMPLEADOS PARA LA MANIPULACION DE LOS
ADNCc DE LA UCP1, UCP2 Y FORMAS MUTADAS

En este trabajo se emplearon dos tipos de microorganismos para realizar los
distintos experimentos; bacterias, de la especie Escherichia coli; y levaduras de la especie
Saccharomyces cerevisiae.

En todos los casos, los vectores de clonacion y expresion fueron transfectados
como paso previo en cepas de £. coli para su amplificacion y manipulacion. Se utilizaron
las siguientes cepas:

. TGla (genotipo supE thi-1 A(lac-proAB) A(mcrCB-hsdSM)5 (- my) [F~ tra36
proAB lacfZAM15]). Se empled en el proceso de clonacion de las cepas controles
UCP1 y UCP2, y en el de las quimeras Lp1_A, Lp2_Cy Lp1_A/Lp2_C.

. Epicurian coli® XL1-Blue Supercompetente (genotipo recAl endA1 gyrA96 thi-1
hsdR17 supF44 relAl lac [F proAB lacFZAM15 Tn10 (Tet’)]. Suministrada por
Stratagene, esta cepa se uso en distintos pasos durante la generacion de aquellos
mutantes en los cuales para su construcciép se empleo el kit de mutagénesis
“Quick Change Site Directed Mutagenesis Kit®Q

. Epicurian Coli® SCS110 (genotipo rpsL (Str") thr leu endA thi-1 lacY galk galT
ara tonA tsx dam dcm supE44 A(lac-proAB) [F° traD36 proAB laclg ZAM15]
(Stratagene). En determinados momentos del proceso de generacién de Lp1_A,
Lp2_C, Lp1_A/Lp2_C, Q-121 Y Q-212 fue necesario obtener un ADN no metilado
para que las endonucleasas Msd y PfMI fuesen capaces de actuar. Para ello se
empled esta cepa que presenta mutada la dcm metilasa y que, por lo tanto, genera
un ADN no metilado durante el proceso de replicacién.

Todos los experimentos de caracterizacion bioenergética de las cepas
referencia y de los distintos mutantes se realizaron sobre la cepa diploide de levaduras, S.
cerevisiae W303. Esta cepa presenta el fenotipo: a/«; ade 2-10; his 3-11, 15; leu 2-3,112;
ura 3-1; can 1-100; trp-, y nos fue cedida por el Dr. Francisco Portillo del Instituto de
Investigaciones Biomédicas (Madrid).

1.2.- VECTORES UTILIZADOS EN LA MANIPULACION DE LOS ADNc DE LA
UCP1, UCP2 Y FORMAS MUTADAS

1.2.1.- VECTOR DE CLONACION

El plasmido de E. coli utilizado para manipular los ADNc fue pUC19 [Yanisch et
al., 1985]. Es un plasmido de alto nimero de copias con un tamafio de 2686 bp (figura
32). Incluye en su secuencia los siguientes genes:
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Figura 32 Dibujo esquematico de
pUC19. Quedan reflejados, el gen bla
( ), elgenlacz (@), e polilinker con los
sitios de corte unico en el pldsmido y el
replicon rep (). Ver texto adjunto.

El gen b/a, que codifica para la p-lactamasa
y que confiere resistencia a ampicilina

El gen /acZ. Codifica para el fragmento N-
terminal de la B-galactosidasa.

Una zona con multiples sitios de restriccion
(polifinker) de 54 pares de bases con 20 sitios
de restriccion de corte Unico. Se encuentra
intercalado en la secuencia de /acZ, por lo que
la insercion de cualquier ADN trunca la
expresion del gen.

El replicon de pMB1 o rep que es el
responsable de la replicacién del plasmido en
bacterias.

Los ADNc empleados en éste trabajo fueron

el de la UCP1 de rata o RMUCP1 (nimero de acceso SwissProt P04633) y el de la UCP2 de
raton o MmUCP2 (P70406). Tanto el ADNc de UCP1, como los de las formas mutadas se
introdujeron en el plasmido pUC19 entre dianas £coRI.

1.2.2.- VECTOR DE EXPRESION EN S, cerevisiae

El vector de expresion que se utilizd fue el plasmido pYeDP 1/8-10 [Cullin y
Pompon 1988; Pompon, 1988] (figura 33) que es un vector multicopia de levaduras y de
E. coli. Tiene un tamano de 7042 bp y presenta en su secuencia los siguientes genes:

Ladl
. el promotor gal/ 10 - cycl, el Buenl1] Polilinker
terminador de la fosfoglicerato- o Bt

quinasa (PGK Term).

. un polilinker ~ donde
introducird el ADNc a expresar ke
situado entre el promotor Z

terminador.

. dos marcadores de seleccion,
uno de autotrofia a uracilo (gen : 7 -
ura3) y otro que le S
resistencia a ampicilina (gen b/a).

y el

confiere

se Vkal

|-|.-l'.-" : - 1he]

Hgel

* un fragmento del plasmido de Figura 33 Dibujo esquematico de pYeDP 1/8-10. Se

2um de levaduras que contiene el
origen de replicacion (ori) valido para
bacterias (por lo que en ocasiones
también se le utilizd como vector de

reflejan el gen ura3 (W)l promotor gal 10 -
cycl([]), el terminador de la fosfogliceratoquinasa ),
el polilinker con los sitios de corte unico en el plasmido, e/
gen bla () y el origen de replicacion () . Ver texto
adjunto para explicacion.
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clonacion y amplificacion) y levaduras.

Los ADNc correspondientes a la UCP1, UCP2 y a las formas mutadas se
introdujeron en el plasmido pYeDP bajo el control del promotor ga/10-cycl. El protocolo
de clonacion empleado para la UCP1 se describe en Arechaga et al [1993]. Como
controles de todos los experimentos posteriores se obtuvieron tres plasmidos diferentes:

. pYeDP-UCP1: que contiene la secuencia, inserta entre dianas EcoRI, que
codifica para la UCP1 en la orientacion adecuada para su correcta expresion.

pYeDP-control: donde el ADNc codificante de la UCP1 se ha insertado entre las
dianas EcoRI en sentido inverso, por lo cual, su expresion origina un ARNm
antisentido no codificante.

. pYeDP-UCP2: que presenta inserto, entre dianas £coRI y Sad, el ADNc de la
UCP2 en sentido codificante.

1.3.- MANIPULACION DE LOS ADNCc
1.3.1.- LIGACIONES

En las ligaciones de fragmentos de ADN se empled la ligasa del fago T4 que
une los extremos 5 fosfato y 3°OH de fragmentos de ADN con extremos romos o
cohesivos. Las ligaciones se realizaron en un volumen de 10 pl, conteniendo 1pl de enzima
(400 U/pl), 1ul de tampdn de ligasa (Tris-HCl 500 mM pH 7.5, Cl,Mg 100 mM, ditiotreitol
100 mM, ATP 10 mM, albdmina de suero bovino (SAB) 0.25 mg/ml) y la concentracién de
fragmentos deseada en cada caso. Las incubaciones se llevaron a cabo a una temperatura
de 16 °C durante un minimo de 8 horas (en el caso de extremos romos o ligaciones
dificiles), o en caso de extremos cohesivos, durante dos horas a temperatura ambiente. La
inactivacién del enzima se realizé incubando a 65°C durante 10 minutos.

1.3.2.- DESFOSFORILACIONES

Para la desfosforilacion de los extremos de los fragmentos de ADN se utiliz6 la
fosfatasa “Shrimp Alkaline PhosfataseO (SAP) que elimind los grupos 5 fosfatos de los
fragmentos de ADN para evitar su religacién. El volumen de la reacciéon fue de 20 pl,
incluyendo 1pl del enzima (1 U/ul), 1.5 pg de ADN linearizado y 2 ul de tampon de
desfosforilacion (Tris-HCI 200 mM pH 8.0, MgCl, 100mM). La reaccion se mantuvo durante
aproximadamente una hora, después de lo cual se inactivd el enzima incubando a 65°C 15
minutos.

1.3.3.- DIGESTIONES

Los enzimas de restriccién empleados en los distintos procesos de mutagénesis
se reflejan en la tabla 4. Todos ellos se usaron en un volumen de digestiéon de 50 pl que
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Nombre Temperatura SECUENCIAS DE Concentracion

Enzima Optima RECONOCIMIENTO u/ul
[ AN ][ 37°C_ [ (CAG_nmnCiG) || 10 |
| Bsml | 65°C | (GAATG_Cn") | 5
[ BRI |[ 37°C  |[  (GAaTT.O) || 10 |
[ Msax* || 370C i (TGG'CCA) i 3 |
| Neol || 370C | (C'CATG_G) | 10
[ Prx || 37°C [ (GACn'n_nGTC) || 10 l
[ PAMI* ** || 370C |[  (ccAn_nnn'nTGG) || |
[ PouMI || 37°C I (rG'GwC_Cy) [| 2 |
[ saa* | 37°C__ || (GAGCTC) || 20 |
| Smal || 25°C | (CCC'GGG) | 20

Tabla 4 Enzimas de restriccion usadas en la construccion de los mutantes. Se sefalan las

temperaturas a las cuales presentan una actividad optima, la secuencia de reconocimiento de cada una de

ellas, asi como la concentracion del stock de cada enzima. * sefiala aquellas enzimas que requirieron SAB

para su correcto funcionamiento. ** Enzimas dcm sensibles que requirieron un ADN no metilado para poder

actuar sobre sus dianas.
contenia de 5 a 6 ug de ADN molde, de 1 a 2 ul de los enzimas, 5 pl del tampdn de
reaccion 10x (de composicion especifica para cada enzima y suministrado con ellas) y SAB
cuando se requeria. La inactivacion de los enzimas tuvo lugar en la mayoria de los casos
por incubacion de las digestiones durante 20 minutos a 65°C salvo en el caso de Bsmi,
que se incubd durante el mismo periodo de tiempo a 80°C, y PpuMI que no se inactivaba
térmicamente y se tuvo que separar fisicamente el enzima purificando la digestion con el
kit " QIAquik Gel Extraction KitQ

1.3.4.- ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE AGAROSA

El andlisis de plasmidos y fragmentos de ADN se llevd a cabo mediante
electroforesis en geles de agarosa en porcentajes del 0.7 al 1.5% en tampodn TAE (Tris-
acetato 40 mM pH 8.0, EDTA 2mM), de acuerdo con el procedimiento descrito por
Maniatis et al,, [1982]. El ADN se visualizd por tincién con bromuro de etidio al 1% e
iluminacién con luz ultravioleta a 310 nm (ver figura 59).

1.3.5.- PURIFICACIONES DE LOS FRAGMENTOS DE ADN
Los fragmentos obtenidos en los procesos de manipulacion de ADN se
purificaron, previa separacion en gel de agarosa al 0.7% vy tincion con bromuro de etidio al

1%, con dos kits comerciales segun el tamafio de los mismos:

. En el caso de fragmentos menores a 3 kb se empleo el it "QIAquick Gel
Extraction KitQ

. Cuando los fragmentos fueron mayores, la purificacion se realizd con el kit
“GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification KitQ
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Como patrén de migracion de los ADNs se utilizaron los marcadores de peso
molecular nimero XIV y en ocasiones, para fragmentos grandes, lambda DNA/ Hindl1l. El
fundamento y protocolo desarrollados para el uso de estos 4its vienen recogidos en las
instrucciones suministradas por el proveedor.

1.4.- TRANSFORMACION DE BACTERIAS

1.4.1.- CEPA TGla

El paso previo para la transformacién de las bacterias empleadas en este
trabajo fue someter a las células a un proceso de adquisicién de un estado competente
que permitiese la captacion de pUC19 o pYeDP. El protocolo utilizado para la preparacion
de células de £. co/iTGla competentes fue el siguiente:

Se inocularon 2 ml de un medio general de crecimiento (1.6% triptona, 1%
extracto de levadura, 0.5% cloruro sddico) con 1 colonia aislada de TGla y se crecid
durante toda la noche a 37°C con agitacién (275 rpm). A la mafiana siguiente se diluy6 1
ml del cultivo en 100 ml del medio de crecimiento y se incubd a 37°C con agitacion hasta
que la densidad optica a 600 nm alcanzd un valor de 0.5. Se recogieron las células por
centrifugacion a 4°C y 5000 x gy se resuspendieron en 50 ml de cloruro calcico (CaCl, 50
mM). La suspension se incubd en un bafio de hielo durante 30 minutos y se volvieron a
sedimentar las células en las mismas condiciones. Se repiti6 la resuspensién pero en 10 ml
de CaCl, 50 mM y se dej6 otros 30 minutos en hielo. Finalmente se afadid glicerol al 15%,
se separaron en alicuotas de 200 pl, se congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron
a -80°C hasta su utilizacion.

La transformacion de las bacterias se llevd a cabo mediante un proceso de
choque térmico basado en el protocolo descrito en Sambrook et a. [1989]. Se
descongelaron en hielo alicuotas de células competentes y se afiadieron 100 ng de vector
(pUC19 o pYeDP en nuestro caso). Se incubaron 20 minutos en hielo y se les sometid a un
choque térmico de 39°C durante 3 minutos y 30 segundos. A continuacion se introdujeron
en hielo durante 2 minutos, se les anadi®é 1 ml de LB (bactotriptona 1%, extracto de
levadura 0.5%, cloruro sddico 0.5%; pH 7.2 ajustado con NaOH) y se incubaron a 37°C
con agitacion (275 rpm) durante una hora. A continuacion se centrifugaron a 7000 x g
durante 1 minuto y el sedimento se resuspendio con 150 pl de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA
1 mM; pH 7.5) para finalmente sembrar las células en placas de LB con ampicilina (LB,
bactoagar 1.5%, ampicilina 100 pg/ml) e incubar 12 horas a 37°C.

1.4.2.- CEPAS EPICURIAN COLI® XL1-Blue SupercompetenteY SCS110

Tanto la cepa Epicurian coli® XL1-Blue Supercompetente, como SCS110 se
suministraron en estado competente por lo que no fue necesario ningun tipo de
tratamiento adicional para la adquisicion de un estado transformante. El proceso de
transformacion en estos casos fue similar al realizado con TGla con las siguientes
diferencias:



= Materiales y Métodos 70

+ Antes de la incubacién de las células con el ADN se les afadia B-
mercaptoetanol (25 mM) y se incubaban en hielo durante 10 minutos para
incrementar el rendimiento de la transformacion.

« Los tiempos de incubacion variaron: el ADN y las bacterias se incubaban en
hielo durante 30 minutos y el choque térmico era de 45 segundos a 42°C.

Los protocolos de transformacion detallados de ambas cepas vienen recogidos
en las instrucciones suministradas por el proveedor

1.4.3.- SELECCION DE CLONES POSITIVOS

Una vez transformadas las bacterias, para evitar la pérdida del plasmido y el
crecimiento de bacterias no transformadas, todas las siembras se realizaron en medio LB
en presencia de ampicilina a una concentracién de 100 pg/ml.

La seleccién de positivos que incorporaban tanto pUC19 como pYeDP con un
ADNc inserto en el polilinker se realizd mediante la adicion en la placa justo antes de la
siembra, de 16pl de una solucién de isopropil-tio-p-D-galactdsido (IPTG) 400 mM y 40 pl
de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido (X-Gal) (4% p/v disuelto en N,N-
dimetilformamida). Las colonias positivas presentaban color blanco debido a Ia
imposibilidad de digerir el compuesto analogo de la galactosa, X-Gal.

Para comprobar finalmente, tras el proceso de transformacion, la adquisicion
por parte de las bacterias del plasmido con el gen clonado inserto en el polilinker se
seleccionaron un cierto nimero de clones blanquecinos crecidos en placas de LB con
ampicilina. Con ellos, se realizo el siguiente protocolo de lisis celular: se tomaron muestras
de las colonias con un palillo y se mezclaron con 40 pl de un tampoén de lisis (Tris-HCI 10
mM pH 8.0, EDTA 10 mM, NaOH 100 mM, SDS 1%). A continuacion se afiadieron 3 ul de
HCl 1IN, 5 pl de tampoén de aplicacion (0.25% azul de bromofenol, 0.25% xilencianol y
30% glicerol) y se incubaron las muestras 5 minutos a -80°C. Seguidamente se
centrifugaron a 4°C y 16000 x gy se tomaron 25 pl de los sobrenadantes para aplicarlos
en un gel de agarosa al 1%. Tras su tincion con bromuro de etidio al 1% y posterior
iluminacién con luz ultravioleta a 310 nm, se estudiaron los patrones de migracion de los
plasmidos en el gel (ver figura 56).

1.4.4.- AMPLIFICACION Y AISLAMIENTO DE LOS PLASMIDOS OBTENIDOS

Todos los clones seleccionados tras un proceso de transformacidon con
cualquiera de los dos vectores empleados, se amplificaron incubando las células que los
contienen durante la noche en medio liquido LB con ampicilina, a una temperatura de
37°C y con agitacion (275 rpm). Crecidas las células, los plasmidos eran aislados con el it
“High Pure Plasmid Isolation KitQ Este &/t proporciona una cantidad aproximada de 15 pg
de ADN por purificacion (4 ml de células). En el caso del vector de expresion vacio pYeDP,
se hizo uso del kit "CONCERT™ High Purity Plasmid Maxiprep SystemOdebido a que se
necesitd una mayor cantidad del plasmido. Este 4it proporciona unos 100 pg de plasmido
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por purificacién (150 ml de células). El protocolo seguido, asi como los fundamentos del
método, vienen descritos en las instrucciones suministradas por los fabricantes junto a los
kits de aislamiento.

1.4.5.- ALMACENAMIENTO DE LOS CLONES BACTERIANOS OBTENIDOS

Todos los clones, seleccionados y chequeados tras la mutagénesis se
almacenaron por duplicado. Las células se crecieron la noche anterior en medio liquido LB
con ampicilina, con agitacion (275 rpm) y a 37°C. Cuando el cultivo llegé a saturacién, se
tomaron 2 volimenes de células y 1 volumen de glicerol al 30% y se separaron en tubos
de congelacidon, en alicuotas generalmente de 1 ml. Finalmente se congelaron
rapidamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C.

1.5.- TRANSFORMACION DE LEVADURAS
1.5.1.- TRANSFORMACION POR ELECTROPORACION

Los vectores de expresion pYeDP-UCP1, pYeDP-UCP2, pYeDP-control y sus
formas mutadas, se introdujeron en S. cerevisiae para conseguir la expresion de las
proteinas y su incorporacion en la membrana interna mitocondrial de las levaduras.

Al igual que en bacterias, el primer paso para transformar las levaduras por
este método fue preparar células en estado competente para la captacion de los vectores
de expresion. Para ello, se inocularon colonias individuales de levaduras W303 2n en 400
ml YPD liquido (extracto de levaduras 1%, bactopeptona 2%, glucosa 2%) y se dejaron
crecer durante toda la noche con agitacién (275 rpm) a 28°C.

Cuando el cultivo alcanzé una densidad dptica (600 nm) de 1-2 se recogieron
las células por centrifugacion a 3000 x g durante 15 minutos y a 4°C. Se resuspendieron
en 80 ml de agua destilada y se afiadieron 10 ml de TE 10x (Tris-HCl 100 mM, EDTA 10
mM; pH 7.5) y 10 ml de una solucién acetato de litio (hidréxido de litio 1M ajustado a pH
7.5 con acido acético diluido). La suspension de células se incubd con agitacion suave
(200 rpm) a 30°C durante 45 minutos después de los cuales, se adicionaron 2.5 ml de DL-
ditiotreitol 1M y se volvid a incubar la mezcla con agitacion suave, a 30°C y durante otros
15 minutos.

La suspension de levaduras se diluyé con agua destilada hasta 200 ml y se
centrifugaron las células a 4°C y 3000 x g durante 15 minutos. Se resuspendieron en 40
ml de sorbitol 1M frio y se lavaron dos veces mas en este mismo medio y en las mismas
condiciones. La resuspension final se hizo en sorbitol 1M frio a una concentracién de
1x10'! células/ml. Este volumen se repartié en tubos Eppendorf, en alicuotas de 60 pl que
contenian células y glicerol al 87% en una relacion de voliumenes de 5:1. Repartidas las
células se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C. Todo el
proceso se realizo a 4°C.
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Para la electroporacion, las alicuotas
almacenadas a -80°C se descongelaron en hielo. Se M
sedimentaron las células por centrifugacion a 4°Cy 11000 | — == —— &
X g en una centrifuga Eppendorf, se retird el sobrenadante o EectroPorator ™
y se resuspendieron en 40 pl de sorbitol 1M frio. A las e
cubetas de electroporacion previamente enfriadas
(BioRad, 2 mm de paso) se anadieron las células y 1 ug
del vector de expresion conteniendo el gen a expresar. Se ™
aplicd un pulso eléctrico de 1500 V y 50 pF fijando el ::I?,‘i'{foggn's'ed;‘;gg;ad°’::r;a casa
limite de resistencia en el electroporador (nvitrogen) a transformacién de levaduras.
100 Q. Las células electroporadas se resuspendieron en
250 pl de sorbitol 1M frio, se sembraron en placas de SD (base de nitrodgeno sin
aminoacidos (YNB) 0.67%, glucosa 2%, casaminoacidos 0.1%, triptdfano 20 mg/ml,
adenina 40 mg/ml, bactoagar 2%) y se incubaron durante 48-72 horas a 28°C.

1.5.2.- TRANSFORMACION POR ACETATO DE LITIO

Para preparar células competentes para la transformacion por este método,
dos dias antes de la transformacion se inocularon colonias aisladas de levaduras en 5ml de
YPD. Este indculo se creci6é a 28°C con agitacion (275 rpm) hasta su saturacion. La noche
anterior a las transformaciones se inocularon 100 pl de la suspension de células saturada
en 300 ml de YPDA (extracto de levaduras 1%, bactopeptona 2%, glucosa 2%, adenina
30 mg/l) y se dejaron crecer a 28°C en agitacion hasta alcanzar una densidad ptica a 600
nm cercana a 0.6 (que en S. cerevisiae equivale aproximadamente a una concentracion de
1x10” células/ml). Se recogieron mediante centrifugacion a 4000 x g a temperatura
ambiente y se resuspendieron en 10 ml de agua destilada para volver a centrifugarlas a
6000 x g. El sedimento de células se resuspendio en 1.5 ml de solucién de acetato de litio
preparada en el momento y compuesta de: 1 volumen de TE (Tris-HCI 100 mM, EDTA 10
mM; pH 7.5), 1 volumen de solucion de acetato de litio (hidréxido de litio 1M; pH 7.5 con
acido acético diluido) y 8 volumenes de agua destilada.

Esta suspensién de levaduras en acetato de litio se utilizd para transformar
levaduras en el momento aunque en alguna ocasion se almacend a 4°C durante un
maximo de 7 dias. En este caso, las células retenian un elevado estado competente, pero
se tenian que incubar a 30°C durante una hora como paso previo al proceso de
transformacion.

Para cada transformacion se tomaron 200 pl de la suspension de células en
acetato de litio y se le afadid 1 pg del ADN transformante (siempre disuelto en un
volumen menor de 20 pl). A cada una de las mezclas de transformacion se les afiadieron
1.2 ml de solucién de polietilenglicol 3350 (PEG) preparada en el momento (PEG al 40%,
Tris-HCI 10 mM pH 7.5, hidrdxido de litio 0.1 M pH 7.5 (con acido acético) y EDTA 1 mM)
y se incubaron a 30°C con agitacion suave (200 rpm.) durante 30 minutos. A continuacion
se les sometid a un choque térmico de 15 minutos a 42°C y se sedimentaron las células
con un pulso de centrifugacion (2 segundos) a 12000 x g en una centrifuga Eppendort.
Las células precipitadas se resuspendieron en 150 pl de TE preparado en el momento y se
sembraron en placas de SD para incubarlas a 28°C durante 48-72 horas.
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1.5.3.- SELECCION DE CLONES POSITIVOS. INMUNODETECCION DE LA UCP1,
UCP2 Y FORMAS MUTADAS: WESTERN-BLOTTING

Todos los clones obtenidos tras el proceso de transformacion,
independientemente del método empleado, se crecieron en medio minimo SD para evitar
la pérdida del plasmido y el crecimiento de levaduras no transformadas. En este medio,
sblo crecen aquellos clones que presentan autotrofia a uracilo (incorporan el vector con el
gen uras).

La expresidon del gen de la UCP1, UCP2, asi como de sus formas mutadas se
encontraba bajo el control del promotor ga/10-cycl. De este modo, la expresion se induce
con galactosa y se reprime en presencia de glucosa. Para seleccionar los clones de S.
cerevisiae con un nivel adecuado de expresion de las proteinas disefadas en un primer
momento, se inmunodetectod la presencia de éstas en un precipitado celular. El protocolo
seguido fue el siguiente:

A partir de las placas de medio minimo SD sembradas tras la transformacion,
se seleccionaron varias colonias y se prepararon preinoculos en 50 ml de SP (YNB 0.67 %,
fosfato potasico 0.1%, (NH,),SO4 0.12%, glucosa 0.1%, acido lactico 2%, casaminoacidos
0.1%, triptéfano 20 mg/l, adenina 40 mg/l, pH 4.5 ajustado con KOH) 36 horas antes del
experimento. 12 horas antes se chequed la densidad dptica de los cultivos y se diluyeron
con medio SG (galactosa 2%, YNB 0.67%, casaminoacidos 0.1%, triptdfano 20 mg/I,
adenina 40 mg/l) hasta conseguir un volumen de 50 ml a una absorbancia a 600 nm de
0.3. Se crecieron durante toda la noche a 28°C con agitacion (275 rpm) y al dia siguiente
se midieron las absorbancias alcanzadas para calcular el nimero de células de acuerdo a
la siguiente expresion [Gonzalez-Barroso, M.M., 1997]:

|N°mill.cel/ml = -0.116+165% Abs,,,

Se tomaron 20 millones de células de cada muestra y se precipitaron durante
una hora con volimenes iguales de acido tricloroacético frio al 20%. A continuacién, para
eliminar los restos de acido, se centrifugaron a 12000 x g durante 10 minutos a 4°C, se
retiraron los sobrenadantes y se resuspendieron los precipitados en etanol absoluto a -
20°C. Las muestras disueltas se incubaron en hielo durante 30 minutos Se repitid la
centrifugacion a 12000 x g, lavado e incubacién y, finalmente, se volvieron a centrifugar
las muestras a la misma velocidad. Tras retirar los sobrenadantes por Ultima vez, se
secaron las muestras en un desecador de vacio y se resuspendieron en tampon de
aplicacién (Tris-HCl 50 mM pH 6.8, glicerol 10%, azul de bromofenol 0.1%, SDS 2%) para
una posterior inmunodeteccion.

La inmunodeteccion de la UCP1, UCP2 o de sus formas mutadas en células
precipitadas o en mitocondrias se analizd mediante electroforesis vertical en gel de
poliacrilamida en presencia de SDS (PAGE-SDS). La polimerizacion de los geles de
poliacrilamida y el desarrollo de la electroforesis se llevaron a cabo en un aparato “Mighty
Small II0de Hoefer Scientific Instruments. Se realiz un sistema discontinuo de acuerdo al
descrito por Laemmli [1970]. EI gel concentrante contenia 3.75% de
acrilamida/bisacrilamida (29:1) a pH 6.8 y el gel separador 12,5% de
acrilamida/bisacrilamida a pH 8.8. Las muestras de proteina se disolvieron en tampdn de
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aplicacion ya descrito y se les afadid 2-mercaptoetanol al 5%. Se calentaron a 95°C
durante 5 minutos y después de un ligero pulso de centrifuga (2 segundos), se aplicaron.
La electroforesis se llevd a cabo en tampdn Tris-base 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0.1%.
Se aplicd una intensidad de 150 voltios durante 45 minutos.

Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa siguiendo,
esencialmente, el procedimiento descrito por Towbin et a/., [1979]. Durante dos horas se
aplico una intensidad de corriente de 15 V (1.2 mA/cm?) en un aparato “Trans-Blot SDOde
Bio-Rad usando un tampdn de transferencia que contenia glicina 190 mM, Tris-HCI 25 mM,
metanol 20% (v/v); pH 8.3. Terminada la transferencia, la membrana se tifid
reversiblemente con rojo Ponceau para verificar la presencia de las bandas y se dejo
bloqueando durante dos horas en TBS (NaCl 0.9%, Tris-HClI 20 mM; pH 8.2) con 5% de
leche en polvo.

Para la detecciéon de la UCP1, UCP2 o de alguna de sus formas mutada, las
membranas se incubaron con los anticuerpos correspondientes; con una diluciéon 1:500 de
suero de conejo anti-UCP1, preparado segin el método descrito por Fernandez et ai.
[1987], o con una dilucién de la misma concentracion de un anticuerpo comercial anti-
UCP2, generado segun el protocolo descrito por Stuart et a/ [2001], y que reconoce la
region especifica de la UCP2 de humano y ratdn comprendida entre los aminoacidos 144 y
157 (QARAGGGRRYQSTV). La incubacion se realizaba durante la noche a 4°C en TBS con
leche en polvo al 0.2%.

Al dia siguiente las membranas se lavaron con TBS al 0.1% de leche para lavar
el anticuerpo no unido. Los anticuerpos unidos especificamente, se detectaron con un
anticuerpo de cabra anti-Ig G de conejo conjugado con peroxidasa. Se prepard una
dilucién 1:3000 con TBS al 0.1% de leche y se incubd durante 2 h a temperatura
ambiente. Del mismo modo antes descrito se lavaron las membranas con TBS con 0.1%
de leche y se prepard la solucion reveladora. Para ello se disolvié 4-cloronaftol (para una
concentracion final del 1.44%) en 250 pl de etanol absoluto. Esta disolucién se diluyo
lentamente con 30 ml de TBS a pH 7.6 y se afnadieron 10 ul de H,0, al 30%. La mezcla
resultante se filtré para eliminar los posibles precipitados y a continuacién se incubd junto
con las membranas de nitrocelulosa. Los anticuerpos unidos especificamente producian
una reaccion colorimétrica que podia observarse en la membrana (ver figura 68). Como
patrones de referencia se utilizaron levaduras que expresaban UCP1 y UCP2 y que
previamente habian sido seleccionadas como clones con una expresién correcta de ambas
proteinas.

Una vez realizada una primera seleccion de los clones a partir de la
inmunodeteccidn de las proteinas en los precipitados celulares, y para comprobar que los
niveles de expresién de las proteinas estudiadas eran normales, se aislaron las
mitocondrias de esas cepas de levaduras seleccionadas y sobre ellas, se estudié de nuevo
su expresion proteica.

1.5.4.- AMPLIFICACION Y AISLAMIENTO DE pYeDP EN LEVADURAS

Todos los clones seleccionados tras el proceso de transformacion, se crecieron
incubando durante toda la noche en medio liquido SD, a una temperatura de 28 °C y con
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agitacién (275 rpm). El aislamiento del vector de expresidn pYeDP en S. cerevisiae se
realizd mediante un método de aislamiento de ADN gendmico total de levaduras,
modificado de Sambrook et al,, [1989]:

El dia anterior al experimento se inoculd la cepa de S. cerevisiae transformada
con el vector de expresién en 10 ml de SD y se dejo crecer con agitacion (275 rpm)
durante toda la noche a 28°C hasta saturacidén. De la suspension, se tomaron 5 ml de
células y se centrifugaron a 7000 x g. Se retird el sobrenadante y se resuspendieron con 1
ml de agua destilada para centrifugar de nuevo a 7000 x g y volver a desechar el
sobrenadante. El sedimento obtenido se resuspendié en 500 pl de tampdn de lisis (Tris-
HCl 100 mM pH 8.0, EDTA 50 mM, SDS 1%) y se afiadieron bolitas de vidrio de 425-600
um lavadas con acido hasta un volumen final de 1.25 ml. La mezcla obtenida se sometié a
agitacion vigorosa en vortex durante 2 minutos para completar la rotura fisica de las
células y se recogid la fase liquida por filtracién. Al eluido se le afiadieron 275 ul de
acetato amédnico 7M pH 7.0 y se incubd, primero a 65 °C durante 5 minutos y después
otros 5 minutos en hielo. Se afiadieron 500 pl de cloroformo, se volvid a agitar en vortexy
se precipitaron los restos celulares con un pulso de centrifugacion (2 segundos) a 12000 x

g.

El sobrenadante obtenido (que contenia el ADN gendmico y plasmidico) se
incubd 5 minutos a temperatura ambiente con 1 ml de isopropanol y se centrifugd a
10.000 x g durante 5 minutos para que el ADN precipitase. Finalmente, se lavd con etanol
al 70%, se secd en un desecador de vacio y se disolvié en 50 pl de agua destilada.

1.5.5.- ALMACENAMIENTO DE LOS CLONES DE LEVADURAS TRANSFORMADOS.

Después de los chequeos pertinentes, las colonias seleccionadas de las placas
de SD obtenidas tras las transformaciones se inocularon en medio liquido SD y se
crecieron a 28 °C con agitacion (275 rpm) durante la noche anterior al almacenamiento.
Cuando los cultivos alcanzaron una DO a 600 nm de entre 2 a 3, se tomaron 0.5 ml y se
afadieron junto con otros 0.5 ml de glicerol al 30% a un tubo de congelacion. Las células
se congelaron almacenandolas inmediatamente y por duplicado en congeladores de -80°C.

1.6.- MUTAGENESIS
1.6.1.- MUTAGENESIS DIRIGIDA

Para construir la mayoria de los mutantes estudiados en este trabajo se utilizd
un kit de mutagénesis de la casa comercial Stratagene. “Quick change site directed

Mutagénesis KitQ Este it presenta una serie de ventajas:

. permite mutaciones puntuales, cambios de uno o varios aminoacidos,
inserciones o deleciones en plasmidos de doble hélice.

. elimina la necesidad de subclonar en otros vectores o de recuperar un ADN
monocatenario.
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a digestion con la endonucleasa Dpril que es especifica de ADN metilado y hemimetilado
(la mayoria de las cepas de E.coli como TGla, son dam metilantes). Con esto, se
eliminan las hebras parentales y quedan Unicamente las hebras generadas a partir de la
PCR (incorporan las mutaciones deseadas). El paso final es introducir los vectores
sintetizados (con cortes) en la cepa de E. coli suministrada por el kit, XL1-Blue
Supercompetente. Esta cepa, mediante un proceso de transformacidn por choque térmico,
capta el ADN mutante con cortes y lo repara generando un nuevo plasmido que contiene
la secuencia original con las mutaciones disefiadas introducidas (figura 35).

En la generacion de mutantes, se emplearon moldes distintos, pero todos ellos
presentaban el ADNc a mutar inserto en uno de los vectores empleados en el trabajo, o
pUC19 o pYeDP. Segln se usara uno u otro vector, el proceso de mutagénesis se realizd
con algunas modificaciones.

1.6.1.1.- Mutantes realizados a partir de pUC19
Se encuadraron en este grupo los mutantes:
» Puntuales: en estos mutantes Unicamente se cambid un residuo
conservado de la secuencia original de la UCP1 por el residuo

conservado correspondiente de la UCP2. Se incluyen aqui Pro78Val,
Ala264Arg y Thr259Arg.
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| CEBADOR ” Tm oC ” DIR. ” SECUENCIAS ORIGINALES RAUCP1 /SECUENCIAS MUTADAS || MUTACION INTRODUCIDA |
| Pro78Val s ‘ 24.5 ‘ 5 ‘ CTGTACAGCGGTCTGCCTGCTGGCATCCAGAGG | L73YSGLPAGIQRss

— CTGTACAGCGGTCTGGTTGCTGGCATCCAGAGG LYSGLVAGIQR
| Pro78Val_r ‘ 74.5 ‘ 37 ‘ CCTCTGGATGCCAGCAACCAGACCGCTGTACAG | LYSGLVAGIQR
EmEEET A
| Ala264Arg_r ” 77.5 “ 3’ “ CAAACCCTTTGAAAAAGGCTCGCGGTCCTTCCTTGGTGTAC || YTKEGPRAFFKGF I
N e
| Thr259Arg_r “ 77 °C “ 3’ “ GCCGGTCCTTCCTTCCGGTACATGGTCATTGC || AMTMYRKEGPA I

Tabla 5 Temperaturas de fusion y cambios originados por los cebadores mutagénicos diseiiados en este
primer grupo de mutantes puntuales. Se reflejan las secuencias originales de la UCPI y las mutaciones introducidas
se sefialan en rojo.

» Varios aminodcidos: este grupo de mutantes, entre los que se
encuentran Lp2_A, Lp2_B, Lp2_AB, Lpl_B y Lp3_A, cambian varios
aminoacidos de la secuencia original de la UCP1 por aminoacidos
conservados en las UCP2.

Para la construccion de estos mutantes se disefiaron los cebadores
mutagénicos que se reflejan en las tablas 5 y 6, atendiendo a las instrucciones
suministradas por el fabricante del 4it. Su sintesis, y la de todos los cebadores disefiados
en este trabajo, se encargd al servicio de quimica de proteinas del Centro de
Investigaciones Bioldgicas (CIB). Todos los cebadores eran suministrados deshidratados y
se preparaban a una concentracion de 0.1 pg/ul con agua destilada para su posterior
utilizacion.

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador “Gene

’ CEBADOR | TmoC | DIR. | SECUENCIAS ORIGINALES RMUCP1 /MOLDE/ MUTADAS ’ MUTACION INTRODUCIDA
i B 2.4 5 GCCAAGACAGAAGGATTGCCGAAACTGTACAGCGGTCTG AgsKTEGLPKLYSGLy,
pl_B_s : GCCAAGACAGAAGGTCCGCGGAGCCTGTACAGCGGTCTG AKTEGPRSLYSGL

’ Lpl_B_r | 82.4 | 3’ | CAGACCGCTGTACAGGCTCCGCGGACCTTCTGTCTTGGC ’ AKTEGPRSLYSGL
b3 A s 79 oC 5 GGACAGTACCCAAGTGTACCCAGCTGTGCAATGACCATG G245QY PSVPSCAMTM, 57
P3_A GGACAGTACCCAAGTGCAGGCCACTGTGCAATGACCATG GQYPSAGHCAMTM
‘ Lp3_A_s || 79 oC || 3’ || CATGGTCATTGCACAGTGGCCTGCACTTGGGTACTGTCC ” GQYPSAGHCAMTM
b2 A 80.1 5 GTTATAGCCACCACAGAAAGCTTGTCAACACTGTGGAAAGGGACG V16, IATTESLSTLWKGT ¢
p2_AS : GTTATAGCCACCACAGAAGGCTTGCGAGGACTGTGGAAAGGGACG VIATTEGLRGLWKGT
‘ Lp2_Ar || 80.1 || 3’ || CGTCCCTTTCCACAGTCCTCGCAAGCCTTCTGTGGTGGCTATAAC H VIATTEGLRGLWKGT
Ri6VIATTESLST; 1

, CAGAGTTATAGCCACCACAGAAAGCTTGTCAAC
[o]
Lp2 B_s 710C 5 CAGAGTTATAGCCCGCGAAGAAAGCTTGTCAAC RVIAREESLST

‘ Lp2_B_r || 710C || 3’ || GTTGACAAGCTTTCTTCGCGGGCTATAACTCTG H RVIAREESLST

Lp2_AB_s CAGAGTTATAGCCACCACAGAAAGCTTGTCAAC ]

(Lp2.B s) 76 °C 5 CAGAGTTATAGCCACCACAGAAGGCTTGCCA Rl;zii;ggzi;gmig?“
CAGAGTTATAGCCCGCGAAGAAGGCTTGCGAGG

‘LpiABJ | 76 °C | 3’ | CCTCGCAAGCCTTCTTCGCGGGCTATAACTCTG ‘ RVIAREEGLRG

Tabla 6 Temperaturas de fusion y cambios originados por los cebadores disefiados en este primer grupo
de mutantes de varios aminoacidos. Se reflejan las secuencias originales y/o mutadas de los moldes, asi como las
mutaciones introducidas (en rojo las introducidas en el proceso de mutagenesis, en las ya incorporadas en el
molde en un proceso de mutagénesis anterior).
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Amp System 24000 ( Perkin-

Segmento | Ciclos | Temperatura Tiempo Fase
Elmer). 1 1 95 oC 30 sg. Desnaturalizacion
2 16/18 950C 30 sg. Desnaturalizacion
Todos estos 55 0C 1 min. Anillamiento
mutantes, excepto Lp2_AB 68 oC 7 min. 12 sq. Extension
que utilizdé como molde 3 1 68 °C 7 min. Finalizacion
pUC19-Lp2_A, se realizaron 4 1 4 °C ?

a partir de una muestra

puriﬁcada de pUC19 con el Tabla 7 Ciclos de_ PCR programados para la realizacion de los mutantes
ADNC de la UCP1 (pUC19- generados a partir de pUC19.

UCP1) inserto entre dianas EcoRI. En todos los casos, la mezcla de reaccidén tuvo un
volumen de 50 pl y se componia de de 25 ng de molde, 125 ng de cada uno de los
cebadores sintetizados y purificados, 1ul de ADN polimerasa PfuTurbo (2.5 U/ul), 5 ul de
tampodn de reaccion (KCl 100 mM, (NH,),SO, 100mM, Tris-HCl 200 mM pH 8.8, MgS0, 20
mM, Triton® X-100 1%, SAB libre de nucleasas 1mg/ml), 1 pl de mezcla de dNTPs (220
UM de cada uno), y agua destilada hasta completar el volumen. El desarrollo del protocolo
de mutagénesis fue el mismo en todos los casos, con la Unica excepcién de que para los
mutantes que incluian varios cambios (Lp1_B, Lp3_A, Lp2_A, Lp2_B y Lp2_AB) fueron
necesarios dos ciclos de PCR adicionales (18) debido a que la mayor complejidad de la
mutacion asi lo requeria. Los ciclos de PCR programados fueron los sefialados en la tabla
7.

En todos los casos la amplificacion por PCR se chequed por electroforesis en
gel de agarosa al 1%, se digirié6 con Dpnl durante una hora y se transformé XL1-Blue
Supercompetente con 1 pl de la digestion. La seleccidon de positivos se realizd con IPTG y
X-Gal, segun condiciones ya mencionadas, en placas de LB con ampicilina incubadas
durante toda la noche a 379C. Se seleccionaron dos clones de cada mutante y se
incubaron en medio liquido LB con ampicilina durante la noche a 37 °C y con agitacion. Asi
se amplificaron los plasmidos y posteriormente se purificaron para llevarlos a secuenciar al
servicio de secuenciacion automatica de ADN del CIB.

Una vez comprobado que, aparte de la deseada, no se habia introducido
ninguna mutacién en la region codificante de nuestro ADN se linearizd el vector pYeDP
vacio con FcoRI'y se tratd con la fosfatasa SAP. Con el mismo enzima, se escindieron de
pUC19 las formas mutadas de la UCP1l. Los fragmentos de ADN se separaron por
electroforesis en gel de agarosa al 0.7%. y se purificaron los ADNs a partir de las bandas
observadas tras tincién con bromuro de etidio al 1%. El plasmido pYeDP vacio linearizado
se purificd con el kit “GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification KitOy los ADNc quimera
con el kit“QIAquick Gel Extraction Kit ProtocolQ

A continuacién se unieron con ADN ligasa de T4 el vector pYeDP y las formas
mutadas de la UCP1 en una relacién molar de 1:10 durante 16 horas a 16°C, y se
transformoé E. coli TGlo por choque térmico. Las bacterias se incubaron en medio solido
LB con ampicilina a 37 °C durante la noche y de los clones obtenidos se seleccionaron
varios por cada mutante para, tras un proceso de lisis acida del contenido celular, analizar
su patrén de migracion en gel de agarosa al 0.7 % (ver seccién 1.4.3). Los clones
seleccionados, se inocularon en medio liquido LB ampicilina y se volvieron a incubar con
agitacién y a 37°C durante la noche. Se aislaron sus plasmidos, y seguidamente se
digirieron con Ncol durante 4 horas a 37 °C para determinar la orientacidon de insercién de
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los ADNc quimera en el vector de expresion. Localizados los clones con nuestros ADN
quimera insertos en posicion codificante, se introdujeron en W303 2n por electroporacion.

1.6.1.2.- Mutantes realizados a partir de pYeDP

Dentro de este grupo se engloban el resto de los mutantes construidos en este
trabajo, con la excepcion de Q-121, Q-212, Lp1_A, Lp2_Cy Lpl_A/Lp2_C. Se utilizé de
nuevo el kit de mutagénesis “Quick change site directed Mutagénesis KitOpara generar las
mutaciones, pero varid el proceso al variar el molde a usar. Al igual que en el grupo
anterior se disefaron tanto mutantes puntuales como de varios aminoacidos:

» Mutantes puntuales. los mutantes disefiados en este grupo fueron, sobre la
UCP1: Glyl24Ala, Gly130Ala, Prol78Val, Glyl75Leu, Glul34Asp vy
Met140Phe; y sobre la UCP2: U2Asp138Glu y U2Phe144Leu.

« Varios aminoacidos: aqui se situan el resto de los mutantes. Unicamente
U2Lp2_A es una proteina quimera realizada sobre la UCP2. El resto de los
mutantes son proteinas quimera de la UCP1. Se realizaron mutantes del
segmento transmembrana III (Hx3_A y Q-Hx3), del segmento IV (Q-Hx4), de
ambos (Q-Hx3/Hx4) y finalmente del /oop matricial II (Lp2_D, Lp2_ABC,
Lp2_ABCD, Lp2_ABCDE y Q-Lp2).

SECUENCIAS ORIG. RnUCP1/MOLDE/ SECUENCIAS 4
o DIR
| CEBADOR || TmoC || MUTADAS MUTACION INTRODUCIDA
, CTTGATGACGGGTGGCGTGGCGGTATTC L., MTGGVAVF 5
O
’ Gly124Ala_s ” 77.3°C H 5 ” CTTGATGACGGGTGCCGTGGCGGTATTC ” LMTGAVAVF
‘ Gly124Ala_r ” 77.3 oC H 3 ” GAATACCGCCACGGCACCCGTCATCAAG ” LMTGAVAVFE
i GCGGTATTCATTGGGCAGCCCACAGAG B1,6VFIGQPTE, 4,
o
‘ Gly130Ala_s ‘ 77.1°C ‘ 5 ‘ GCGGTATTCATTGCGCAGCCCACAGAG ‘ AVFTAQPTE
’ Gly130Ala_r ’ 77.1 °C ‘ 3 ’ CTCTGTGGGCTGCGCAATGAATACCGC ’ AVFIAQPTE
E CACTGTGGAAAGGGACGACTCCTAATCTAATGAGARATGTC L7, WKGTTPNLMRNV g
o
| Pro178Val_s ” 77.2°C || 5 ” CACTGTGGAAAGGGACGACTGTTAATCTAATGAGAAATGTC ” LWKGTTVNLMRNY
| Pro178Val_r || 77.2 °C || 3’ || GACATTTCTCATTAGATTAACAGTCGTCCCTTTCCACAGTG || LWKGTTVNLMRNV
, CTTGTCAACACTGTGGAAAGGGACGACTCCTAATCTAATG 175S TLWKGTTPNLM, 5,
o]
’ Gly175Leu_s ’ 77.1°C ‘ 5 ’ CTTGTCAACACTGTGGAAACTGACGACTCCTAATCTAATG ’ LSTLWKLTTPNLM
‘ Gly175Leu_r ‘ 77.1 °C ‘ 3 ‘ CATTAGATTAGGAGTCGTCAGTTTCCACAGTGTTGACAAG ‘ LSTLWKLTTPNLM
, GGGCAGCCCACAGAGGTGGTGAAGGTCAG G130QPTEVVKVR, 55
o
‘ Glu134Asp_s ‘ 80.2°C ‘ 5 ‘ GGGCAGCCCACAGATGTGGTGAAGGTCAG ‘ GQPTDVVKVR
‘ Glu134Asp_r ‘ 80.2 oC ‘ 3’ ‘ CTGACCTTCACCACATCTGTGGGCTGCCC ‘ GQPTDVVKVR
E GGTGAAGGTCAGATTCCAAGCACAAAGCCATCTGCAC V135KVRMQAQSHLH 47
o
‘ Met140Phe_s ” 78.9 °C H 5 ” GGTGAAGGTCAGAATGCAAGCACAAAGCCATCTGCAC ” VKVRFQAQSHLH
I Met140Phe_r H 78.9 oC H 3 H GTGCAGATGGCTTTGTGCTTGGAATCTGACCTTCACC H VKVRFQAQSHLH
GCCCAACCTACAGATGTGGTAAAGGTCCG
U2Asp138Glu_s 78.8 °C 5 GCCCAACCTACAGAGGTGGTAAAGGTCCG AQPTDVVKVR
P _ . N AQPTEVVKVR
‘ U2Asp138Glu_r ‘ 78.8 °C ‘ 3 ‘ CGGACCTTTACCACCTCTGTAGGTTGGGC ‘ AQPTEVVKVR
E GGTAAAGGTCCGCTTCCAGGCCCAGGCCC V146KVRFQAQA 5
o} 146 154
‘ U2Phel44Leu_s ” 83.1°C || 5 ” GGTARAGGTCCGCCTCCAGGCCCAGGCCC ” VKVRLOAQA
‘ U2Phel44Leu_r ” 83.1 °C || 3’ ” GGGCCTGGGCCTGGAGGCGGACCTTTACC ” VKVRLOAQA

Tabla 8 Temperaturas de fusion y cambios originados por los cebadores diseiiados en este segundo grupo
de mutantes puntuales. Se muestran las secuencias originales de la UCPI donde hibridan los cebadores disefiados.
Las mutaciones introducidas por el proceso de mutagénesis se sefialan en rojo.
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‘ CEBADOR H TmoC H DIR H SECUENCIAS ORIG. RnUCP1/MOLDE/ SECUENCIAS MUTADAS H MUTACION INTRODUCIDA
HG A 66 C 5 CTTTGGGAAGCAAGATCTCGGCTGGCTTGATGACGGGTGGCGTG 5111 LGSKISAGLMTGGV 55
X5_A_S CTTTGGGAAGCCGCCTCCTGGCTGGCAGCACCACGGGTGGCGTG SLGSRLLAGSTTGGV
‘ Hx3_A_r | 66 °C ’ 3 ’ CACGCCACCCGTGGTGCTGCCAGCCAGGAGGCGGCTTCCCARAG ‘ SLGSRLLAGSTTGGV
| TGATGACGGGTGGCGTGGCGGTATTCATTGGGCAGCCCACAGAG
Q-Hx3_s 66 °C 5 5CACCACGGGTGGCGTGGCGGTATTCATTGGGCAGCCCACAGAG Sllsltg?qS:?qggizi&iggg”“
GCACCACGGGTGCCCTGGCGGTAGCTGTGGCCCAGCCCACAGAG T
‘ Q-Hx3_r | 66 °C ‘ 3 ‘ CTCTGTGGGCTGGGCCACAGCTACCGCCAGGGCACCCGTGGTGC ‘ GALAVAVAQPTE
Hxd 76 oC 5 CGACTCCTAATCTAATGAGAAATGTCATCATCAACTGTACAG T177PNLMRNVIINCT go
Q-Hx4_s CGACTCCTAATGTTGCCAGAAATGCCATCGTCAACTGTACAG TPNVARNAIVNCT
‘ Q-Hx4_r | 76 °C ‘ 3’ ‘ CTGTACAGTTGACGATGGCATTTCTGGCAACATTAGGAGTCG ‘ TPNVARNAIVNCT
CGACTCCTAATCTAATGAGAAATGTCATCATCAACTGTACAG
Q-Hx3/Hx4_s 76 °C 5’ CGACTCCTAATCTAATGAGAAATGTCATCATCAACTGTACAG ISig“ggizgisﬁggg;ggg@ggxgggg
CGACTCCTAATGTTGCCAGAAATGCCATCGTCAACTGTACAG S P
‘ Q-Hx3/Hx4_r || 76 °C || 3’ | CTGTACAGTTGACGATGGCATTTCTGGCAACATTAGGAGTCG || TPNVARNAIVNCT
CAGAGGTGGTGAAGGTCAGAATGCAAGCACAAAGCCATCTGCAC
Met140Phe_s . G130QPTEVVKVRMQAQSHLH
= 80.2°C 5 CAGATGTGGTGAAGGTCAGAATGCAAGCACAAAGCCATCTGCAC ”égPTDWKVRFgAgsHLHW
(Lp2_D_s) CAGATGTGGTGAAGGTCAGAATGCAAGCACAAAGCCATCTGCAC e ST
‘ Mzefl;loghe)_r 80.2°C 3’ GTGCAGATGGCTTTGTGCTTGGAATCTGACCTTCACC GQPTDVVKVRFQAQSHLH
pZ2_D_r
Lp2 ABC 810C 5 CAGAGTTATAGCCACCACAGAAAGCTTGTCAACACTGTGGAAAG QAQSHLHGIKPRY . .RVIATTESLSTLWK
ps_ABL_s CAGAGTTATAGCCCGCGAAGAAGGCTTGCGAGGACTGTGGARAG QAQARAGGGR .RY . .RVIAREEGLRGLWK
‘ Lp2_ABC_r | 810C ‘ 3’ ‘ CTTTCCACAGTCCTCGCAAGCCTTCTTCGCGGGCTATAACTCTG ‘ RVIAREEGLRGLWK
CAGCCCACAGAGGTGGTGAAGGTCAGAATGCAAGCACARAGC
Lp2_ABCD_s 810C 5’ CAGCCCACAGAGGTGGTGAAGGTCAGAATGCAAGCACAAGCC ggggzﬁziggig@”{?@g"iziiﬁg?f?m
CAGCCCACAGATGTGGTGAAGGTCAGATTCCAAGCACAAGCC R e
‘ Lp2_ABCD_r | 810C ‘ 3’ ‘ GGCTTGTGCTTGGAATCTGACCTTCACCACATCTGTGGGCTG ‘ QPTDVKVRFQAQ™
AACCCCGCTACACTGGGACCTACAATGCTTACAGAG
, PTEVKVRMQAQSHLHGIKPRYTGTYNAYR
Lp2_ABCDE_s 79°C 5 TCGGCGCTACACTGGGACCGTCGAAGCTTACAGAG gPT,VKVngAg;,: RRYQSTVEAYR
GTCGGCGCTACCAGAGCACCGTCGAAGCTTACAGAG e —
‘ Lp2_ABCDE_r || 79°C || 3’ | CTCTGTAAGCTTCGACGGTGCTCTGGTAGCGCCGAC || RRYQSTVEAYR
, CACCTACAATGCTTACAGRCTTATAGCCACCACAG TEVKVRMQAQSHLHGIKPRYTGTYNAYRVIATTESLST
Q-Lp2_s 780C 5 ACCGTCGAAGCTTACAGAGTTATAGCCCGCGAAG TDVKVRFQAQARA RYOCTUTAYKTIAREECLL
CACCGTCGAAGCTTACAAGACCATAGCCCGCGAAG = e
‘ Q-Lp2_r ‘ | 780°C ‘ ’ 3’ ’ CTTCGCGGGCTATGGTCTTGTAAGCTTCGACGGTG ‘ ‘ TVEAYKTIARE
GCCCAACCTACAGAGGTGGTAAAGGTCCGCCTCCAGGCCCAGGCCC
U2Asp138Glu_s . A;40QPTDVVKVRFQAQA
P - 83.1°C 5 GCCCAACCTACAGATGTGGTAAAGGTCCGCTTCCAGGCCCAGGCCC 1400 QAOR 154
(U2Lp2_A s) GCCCAACCTACAGAGGTGGTAAAGGTCCGCCTCCAGGCCCAGGCCC AQPTEVVKVRLOAQA
U2Asp138Glu_r ’
‘ (UZIE)pZ Ar_) 83.1°C 3 CGGACCTTTACCACCTCTGTAGGTTGGGC AQPTEVVKVRLOAQA

Tabla 9 Temperaturas de fusion y cambios originados por los cebadores diseiiados en este segundo grupo
de mutantes de varios aminoacidos. Se muestran las secuencias originales de la UCP1, asi como las de los moldes
previamente mutados. Las mutaciones introducidas se sefialan con caracteres en rojo, y en verde, las mutaciones ya
Iincorporadas en los moldes en procesos de mutagénesis anteriores.

La secuencia de los cebadores disefiados para realizar este grupo de mutantes
se encuentra reflejada en las tablas 8 y 9. En todos los mutantes puntuales, salvo en
U2Asp138Glu y U2Phe144Leu, se us6 como molde de PCR el vector de expresion pYeDP-
UCP1. Para la construccion de U2Asp138Glu y U2Phel44Leu fue pYeDP-UCP2. Para los
mutantes que incluian cambios en varios aminoacidos, los moldes de PCR empleados

fueron varios, y vienen reflejados

en la tabla 11 de la pagina |Segmento Ciclos | Temperatura | Tiempo Fase

siguiente. El proceso de 1 1 95 °oC 30 sg. | Desnaturalizacion
. . . 2 18 95 oC 30 sg. | Desnaturalizacion

mutagenesis se desarrollo de . ——

, . 55¢0C 1 min. Anillamiento
manera analoga al realizado para 68 9C 14 min. Extension
los mutantes realizados a partir 3 1 68 oC 7 min. Finalizacion
de pUC19, pero al variar el 4 1 40C ?

tamano del molde se variaron las
condiciones de PCR segun las

Tabla 10 Ciclos de PCR programados para la realizacion de los
mutantes generados a partir de pYeDP.
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instrucciones del 4/t (tabla 10). Mutante | MOLDE EMPLEADO
Hx3_A |[ pYeDP-RAUCP1 |

Del mismo modo que para los mutantes Q-Hx3 |  pYeDP-Hx3_A
realizados sobre pUC19, se chequed la amplificacién Q-Hx4 |[  pYeDP-RnUCP1 |
por electroforesis en gel de agarosa al 0.7% y se [ Q-Hx3/Hx4 |[ _ pYeDP-Q-Hx3 |

ul de la digestion y se transformaron por choque Lp2_ABC || pYeDP-Lp2_C |
térmico  bacterias de la  cepa  XL1-Blue Lp2_ABCD || pYeDP-Lp2_ABC |
Supercompetente. Se incubaron durante toda la [Lp2_ABCDE |[ pYeDP-Lp2 ABCD |
noche a 379C en placas de LB con ampicilina y los Q-Lp2 || pYeDP-Lp2_ABCDE |

|
|
|
|
digirieron las hebras parentales con Dprl. Setomd 1 [ 1p2.D || pYeDP-Glul34Asp
|
|
|
|
|

clones seleccionados se amplificaron, se aislaron sus
plasmidos, y llevaron a secuenciar. Chequeada la Tabla 11 Mold ead |
. 4 P4 4 H abla oldes empleados en Ila
introduccion de la mutacion deseada, los plasmidos  ¢gp,truccion de los mutantes de varios
quimera se introdujeron en nuestra cepa de S. aminoacidos a partir de pYeDP. Todos

cerevisiae por transformacion con acetato de litio. éllos, excepto U2Lp2_A que es una quimera
de la UCP2Z, son proteinas quimera de la

UCP1.

U2Lp2_A || pYeDP-U2Aspl44Leu

1.6.2.- CONSTRUCCION DE LOS MUTANTES Q-121 Y Q-212

Se empled de nuevo el kit “Quick change site directed Mutagénesis KitQ) con
el cual se generaron sobre la UCP1 y la UCP2 dos nuevos sitios de restriccion:

. PfFI sobre UCP1 (U1Q2L12").
. PFMI sobre UCP2 (U1Q2L120.

Para ello, se disefaron cuatro nuevos cebadores cuyas secuencias se describen
en la tabla 12. La mutagénesis se realizd con las mismas condiciones de PCR descritas en
la tabla 10 y con los mismos chequeos que para el grupo anterior de mutantes realizados
sobre pYeDP.

Una vez obtenidos y purificados los nuevos plasmidos quimera pYeDP-
U1Q2L12" y pYeDP-U1Q2L12" de XL1-Blue Supercompetente, se introdujeron en E. coli
SCS110 por transformacion por choque térmico. Se crecieron durante una noche en medio
liquido LB con ampicilina, con agitacion y a 37 °C, y se volvieron a aislar los plasmidos no
metilados para llevarlos a secuenciar. Comprobadas las secuencias, se digirieron los
plasmidos con PAFIL y PAMI durante 16 horas a 37 °C y se intercambiaron los fragmentos
de ambos vectores uniéndolos con ADN ligasa de T4 a 16°C durante la noche (ver seccién
3.2.3 de Resultados Experimentales).

| CEBADOR || Tm °C || DIR. ” SECUENCIAS ORIGINALES UCP / MUTADAS ” MUTACION INTRODUCIDA |

GATTGGCCTCTACGATACGGTCCAAGAGTACTTC RnUCP1
Q12’5 65.8 5’ GATTGGCCTCTACGACTCTGTCCAAGAGTACTTC
PfIFI

I5,GLYDTVQEYF; o,
IGLYDSVQEYF

‘ Q12% || 65.8 H 37 H GAAGTACTCTTGGACAGAGTCGTAGAGGCCAATC H IGLYDSVQEYF ‘

GATACTCTCCTGAAAGCCAACCTCATGACAGACGACCTCCCTTG MmUCP2
Q12" 76.4 5’ GATACTCTCCTGAAACACCACATACTGGCAGACGACCTCCCTTG
PfIMI

D0, TLLKANLMTDDLP;1 5
DTLLKHHILADDLP

‘ Q12"% || 76.4 H 37 H CAAGGGAGGTCGTCTGCCAGTATGTGGTGTTTCAGGAGAGTATC H DTLLKHHILADDLP

Tabla 12 Temperaturas de fusidon y cambios originados por los cebadores. Se reflejan las secuencias originales y
las mutaciones introducidas (en rojo se las introducidas en la mutagenesis).
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Con 1 pl de la ligacién se transformaron bacterias TG1a. por choque térmico y
se crecieron en placas de LB ampicilina a 37°C toda la noche. A la mafiana siguiente se
seleccionaron varios clones de cada quimera y se incubaron a 37 °C con agitacion durante
12 horas. De este modo se amplificaron los plasmidos y se llevaron a secuenciar, tras lo
cual, del mismo modo que en el caso de los mutantes realizados a partir de pYeDP, se
introdujeron en S. cerevisiae por transformacién con acetato de litio.

1.6.3.- CONSTRUCCION DEL MUTANTE Lp1_A

El protocolo de mutagénesis que se utilizd para la construccién de estos
mutantes es el descrito en Di Donato et a/. [1993]. Para ello, se disefiaron cuatro nuevos
cebadores mutagénicos cuyas secuencias se muestran en la tabla 15 de la pagina
siguiente.

En primer lugar se generé con una primera PCR un “core templateO con los
oligos Lpl_Alsy Lp1_Al. El ADN se amplifico en 100 pl de mezcla de reaccion que
contenia: dNTPs (220 puM de cada uno), los cebadores (0.2uM de cada uno), las
polimerasas Ampli7ag (5 U/ul) y Pfu (2.5 U/ul) (0.5ul de cada una), 5 pl de tampon
comercial para Taq (KCl 500 mM, Tris-HCl 100 mM pH 9.0, Triton® X-100 1%) y otros 5
del de APfu (KCl 100 mM, (NH4),SO4 100mM, Tris-HClI 200 mM pH 8.75, MgS0O, 20 mM,
Triton® X-100 1%, SAB 1mg/ml), MgCl, (1.5 mM) y SAB (0.1 mg/ml). Las condiciones
fijadas para esta PCR fueron las descritas en la tabla 13. A continuacién, con los oligos
Lp1_A2syLpl1_A2, y partiendo de 5 pl de la primera reaccion, el fragmento generado se
amplificd con una nueva PCR con condiciones ligeramente diferentes (tabla 14).

Segmento | Ciclos | Temperatura Tiempo Fase
1 1 96 °C 1 min. Desnaturalizacion
2 20 96 °C 40 sg. Desnaturalizacién | Tabla 13 Ciclos programados
58 °C 1 min. Anillamiento para la primera de las PCR
72 oC 1 min. 30 sq. Extension realizadas en el proceso de
o - T generacion de Lp1_A. Con estos
3 1 720C 7|;n|n. Finalizacion se cred el denominado ‘“core
4 1 4 °C : templateC

Se obtuvo asi un fragmento quimera TMGVKIFSACVSACLADI

SOGLVRTAATIRYK TTLA (F1) que contenia secuencia de la UCP2
(socLVRTAA) flanqueada por secuencia de la UCP1. Este fragmento se cloné en pUC19
entre dianas Smal con ADN ligasa de T4 y dio lugar a pUC19-F1 que se introdujo, en
TG1la por choque térmico. De manera paralela, se clond el gen de la UCP1 en pUC19 entre
dianas EcoRI y se introdujo también en TGla. Ambas transformaciones se sembraron en
placas de LB con ampicilina y se crecieron toda la noche a 37 °C. A la mafiana siguiente se
seleccionaron varios de los clones transformados y se crecieron en LB liquido con
ampicilina para amplificar y aislar los plasmidos. A continuacion se digirieron ambos con
los enzimas AMNI y Ncol y se separaron los fragmentos obtenidos por electroforesis en
gel de agarosa al 0.7% (ver seccion 3.2.4 de Resultados Experimentales). Tras purificarlos
con el it "QIAquick Gel Extraction KitOse unieron los fragmentos correspondientes con
ADN ligasa de T4 y se origino el vector intermedio pUC19-UCPF1.
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Tabla 14 Ciclos Segmento | Ciclos | Temperatura Tiempo Fase
programados para la 1 1 96 °C 1 min. Desnaturalizacion
segunda PCR del proceso 2 20 96 °C 40 sg. Desnaturalizacién
de generacion de Lpl A. 46 °C 1 min. Anillamiento
Con éstos se extendis el “core 72 °C 1 min. 30 sg. Extensidn
templateO para dar lugar al - —
fragmento F1. 3 1 72 °C 7 min. Finalizacion

4 1 4 oC ?

Tanto pUC19-UCP1 como pUC19-UCPF1 se introdujeron entonces por choque
térmico en £. coli SCS110. Se amplificaron y purificaron para tener un ADN no metilado y
se llevaron a secuenciar. Los plasmidos chequeados se digirieron con los enzimas Msd y
AIMNI vy los fragmentos separados por electroforesis en gel de agarosa al 0.7% se
intercambiaron y ligaron con ligasa de T4 durante 4 horas a temperatura ambiente. Se
origind de este modo el plasmido quimera pUC19-Lp1_A, que se introdujo a continuacion
por choque térmico en TGla para su amplificacion. Se purificd y volvié a secuenciar para,
finalmente, digerirlo con EcoRI. Se escindié de esta forma el ADNc quimera de pUC19 que,
con las mismas condiciones y del mismo modo que para los mutantes realizados con el kit
de mutagénesis a partir de pUC19, se cloné en pYeDP linearizado con EcoRI.
Posteriormente se realizaron los chequeos descritos en la secciéon 1.6.1.1 y finalmente,
pYeDP-Lp1_A se introdujo en nuestra cepa de levaduras por electroporacion.

1.6.4.- CONSTRUCCION DEL MUTANTE Lp2_C

Para la construccion de este mutante se emplearon dos nuevos
oligonucledtidos, Lp2_C; y Lp2_C, cuya secuencia se refleja en la tabla 15. Estos
cebadores generaron por PCR el fragmento VRMOAOARAGGGRRYTGTYNAYRV (F2). La
mezcla de reaccién y el programa de ciclos de la PCR fueron los empleados anteriormente
en la primera PCR desarrollada para realizar Lp1_A (tabla 13).

Tras su amplificacion, visualizacién en gel de agarosa al 1% y purificacion
con el kit “QIAquick Gel Extraction KitQ el fragmento F2 se introdujo en pUC19 entre
dianas Smal (originando pUC19-F2) y, junto con pUC19-UCP1, se sometieron a restriccion
de modo secuencial, con los enzimas Bsml y AMNI. Los fragmentos generados se
separaron por electroforesis en gel de agarosa al 0.7% y se intercambiaron los fragmentos

cesaor || 1T SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS Vg s
‘ Lpl_Als | 71 H TGCCTAGCAGACATCATCACCTTCCCGCTGGACACCGCCAAAGTCCGCCTTCAGATCCAA H LADI ‘
‘ Lpl_A1l, ‘ 71 ‘ ‘ GTGGCTGCGGTGCGCACTAGACCTTGACTTTCACCTTGGATCTGAAGGCGGACTTTGGCG ‘ | SOGLVRTAA ‘
‘ Lp1_A25 ‘ 71 ‘ ACCATGGGGGTCAAGATCTTCTCAGCCGGCGTTTCAGCCTGCCTAGCAGACATCATCACC | MGVKIFSAGVSACLADI
‘ L':)]__Azr ‘ 69 ‘ TTGGCCAGGGTGGTGATGGTACCTAAGACACCTTTATACCTAATAGTGGCTGCGGTGCGCA | wTIRYK TTLA
I Lp2_cs “ 71 “ GGTCAGAATGCAAGCACAAGCCCGGGCTGGTGGTGGTCGGCGCTACAC “ M ARAGGGR!
‘ LPZ_Cr ‘ ‘ 68 ‘ ‘ ATAACTCTGTAAGCATTGTAGGTCCCAGTGTAGCGCCGACCACCACCAGCC ‘ | AGGGRRYTGTYNAYRV

Tabla 15 Secuencia de los oligonucleétidos usados como cebadores en las reacciones de PCR realizadas
para la construccion de los mutantes Lpl_A y Lp2_C. £n rojo y en azul se sefialan los aminodcidos presentes
exclusivamente en UCP! y UCPZ, en los conservados en ambas proteinas.
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que contenian el ADNc quimera y su correspondiente fragmento en el gen salvaje (ver
seccion 3.2.5 de Resultados Experimentales). Ambos se unieron con ligasa de T4 y se
origind el plasmido quimera pUC19-UCPF2. Con 1 pl de la mezcla de ligacion se
transformé por choque térmico TGla y las células se sembraron en placas de LB con
ampicilina durante la noche. A la mafiana siguiente se seleccionaron varios clones y se
incubaron con agitacién durante 12 horas en medio liquido LB ampicilina a 37 °C. Se
amplifico de este modo pUC19-UCPF2 y éste, junto con pUC19-UCP1, se digirieron por
separado con los enzimas AMNI y PouMI. Las digestiones se separaron de nuevo por
electroforesis en gel de agarosa al 0.7%, y los fragmentos homdlogos complementarios
del ADNc quimera y de la UCP1 se unieron con ligasa de T4 para generar pUC19-Lp2_C.

De nuevo, con 1 pl de la ligacién se transformaron bacterias TG1a por choque
térmico y se crecieron en placas de LB ampicilina a 37°C durante 12 horas. A la mafiana
siguiente se seleccionaron varios clones de cada quimera y se incubaron a 37 °C con
agitacién durante la noche. De este modo se amplificaron los plasmidos y de la misma
forma que para Lpl_A, se introdujeron por choque térmico en E. coli SCS110, se
amplificaron, se llevaron a secuenciar y se escindieron de pUC19 con £coRI para después
introducir las quimeras en el vector de expresion pYeDP (ver seccidon 1.6.1.1). En Ultimo
término, y también de modo andlogo a Lp1_A se introdujo pYeDP-Lp2_C en nuestra cepa
de S. cerevisiae por electroporacion.

1.6.5.- CONSTRUCCION DEL MUTANTE Lp1_A/Lp2_C

Este mutante se generd a partir de puC19-Lp1_A y pUC19-Lp2_C. Partiendo
de los plasmidos purificados y secuenciados, se digirieron ambos con Msd y AMNI. Los
fragmentos originados se separaron por electroforesis y los dos fragmentos
complementarios de pYeDP-Lpl_A y pYeDP-Lp2_C que contenian las mutaciones
previamente introducidas (SOGLVRTAA y ARAGGGR) se unieron con ADN ligasa de T4 (ver
seccion 3.2.6 de Resultados Experimentales). El vector pUC19-Lp1_A/Lp2_C se amplifico
de modo analogo a pUC19-Lp1_A y pUC19-Lp2_C mediante su introduccién en E. coli
TGla, se purificd y se secuencid para comprobar la incorporacion de ambas mutaciones.
Finalmente, también se escindié de pUC19 con £coRI y se clond en pYeDP para en ultimo
término introducirlo en S. cerevisiae por electroporacion.

1.6.6.- SECUENCIACION DE LOS VECTORES DE EXPRESION Y CLONACION

Para asegurarnos que no se habian introducido mutaciones en las regiones
codificantes de nuestros ADNSs, los plasmidos recombinantes se secuenciaron de forma
rutinaria en el servicio de secuenciacién automadtica del Centro de Investigaciones

Bioldgicas (CIB).

En el caso del vector de clonacién pUC19, en la secuenciacion se utilizaron los
cebadores siguientes:

. M13 (-47): 5 d(CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC)3”

. M13r(-48): 5 d(AGCGGATAACAATTTCACACAGGA)3’
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Con una Tm de 70 y 60 respectivamente, estos oligos hibridaban con regiones
del polilinkery nos permitian la lectura del ADNc insertado en él (figura 32).

Como cebadores de secuenciacion del vector de expresion pYeDP se disefiaron
dos nuevos oligonucledtidos que presentaban las

siguientes caracteristicas: pYeDP,

. Situados en posicion -72 bp a partir de la
diana EcoRI del polilinker de pYeDP (y que es el
punto a partir del cual se insertaron nuestros
ADNSs) (figura 36).

pYeDP,
=56.7°C

. Con una Tm media de 54°C, calculada con
el programa informatico oligo.exe version 3.4
(Wojciech Rychlik Boreland Int.).

. De hibridacion Unica a lo largo de la

secuencia de pYEDP- Figura 36 Representacion esquematica
de la hibridacion de los cebadores

: : i 2 disefiados para el chequeo de las
* De baja tende_nCla a la formacion de mutaciones introducidas. Se sefalan las
estructuras secundarias. temperaturas ~ de  fusion de  los

oligonuclectidos disefiados.
La secuencia de éstos fue:

. pYeDP-s: 5 d(CATTAGGTCCTTTGTAGCATAAATT) 3’

pYeDP-r: 5 d(AATAATTCCAAAGAAGCACCACCAC) 3’

En cada reaccion de secuenciacion fueron requeridos 3 pl de primer a 5 uM y
10 pl de muestra a 0.1 pg/pl.

La secuencia originada en cualquiera de los casos, se analizd con ayuda del
programa informatico Chromas vers.1.43 [Conor McCarthy, Brisbane, Australia] que
interpretaba los resultados del secuenciador y nos permitia leer la secuencia de nuestros
ADNSs.

2.- CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS PROTEINAS
DESACOPLANTES

2.1.- ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE LA UCP1, UCP2 Y DE SUS FORMAS
MUTADAS EN LEVADURAS RECOMBINANTES. DETERMINACION DEL
TIEMPO DE GENERACION INSTANTANEO DE LAS LEVADURAS

La actividad de la UCP1, UCP2 y de sus formas mutadas se analizd in situ
mediante el estudio del efecto que ocasionaba su expresion en el crecimiento de las
levaduras. Para el estudio del crecimiento, las levaduras se incubaron en condiciones
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aerobias a 28°C y se controld su crecimiento automaticamente mediante la medida de la
densidad optica a 600 nm de un cultivo que se hacia circular continuamente a través de la
cubeta de un espectrofotometro “Spectronic 1201Q El método seguido para este estudio
fue el siguiente:

La noche anterior al experimento se crecieron, a partir de colonias sembradas
en placas de SD, preindculos a 28°C y con agitacion (275 rpm), en volimenes de 100 ml
de medio liquido SP. A la mafiana siguiente se chequearon las densidades Opticas a 600
nm y los cultivos se diluyeron hasta obtener volimenes de 100 ml a una absorbancia final
a 600 nm de 0.1. Los volimenes de indculo en SP necesarios para tener la DO deseada se
completaron hasta 50 ml con SP%2 (YNB 0.67 %, fosfato potasico 0.1%, (NH4),SO,4 0.12%,
glucosa 0.05%, acido lactico 2%, casaminodacidos 0.1%, triptéfano 20 mg/I, adenina 40
mg/l, pH 4.5 ajustado con KOH) y el volumen final de 100 ml se consiguié con 50 ml mas
de SP, (YNB 0.67 %, fosfato potasico 0.1%, (NH,),SO4 0.12%, acido lactico 2%,
casaminoacidos 0.1%, triptéfano 20 mg/l, adenina 40 mg/|, pH 4.5 ajustado con KOH). El
analisis del crecimiento se inicié siempre a una densidad dptica de 0.1. Cuando el cultivo
alcanzé una absorbancia de 0.15 unidades se indujo la expresion de las proteinas
mediante adicion al medio de galactosa al 0.4%. Las medidas del crecimiento se
recogieron cada 5 minutos y el crecimiento se siguié durante 7 horas. Las lecturas de
absorbancias se corrigieron de la turbidez con la expresion [Gonzalez-Barroso, M.M.,
19971:

Abs = 128 % Abs—- Abs* + 159 x Abs®

corregida

Los valores de absorbancia corregida se convirtieron a un nimero de células
de acuerdo con la expresidon antes citada [Gonzalez-Barroso, M.M., 1997] y se estimo la
tasa de generacién instantanea de las levaduras. El célculo de esta tasa se realizd con un
programa informatico que promediaba los cambios de absorbancia que se producian cada
seis lecturas consecutivas y que avanzaba tres datos para continuar con el siguiente
calculo.

Para estandarizar la caracterizacién de los mutantes se definieron dos tiempos
de generacion:

. “controlQ media aritmética entre los valores de tiempo de generacién 30
minutos antes y 30 minutos después de la adicion de galactosa.

. “galactosaQ media aritmética de los valores de tasa de generacién entre las
4.5y 5.5 horas después de la adicion de la galactosa.

2.2.- OBTENCION DE MITOCONDRIAS DE LEVADURAS DE S. cerevisiae

Para la obtencidon de mitocondrias, 36 horas antes de la extraccion, se crecid
un preinéculo en medio minimo SP a 28 °C con agitacion (275 rpm). En este medio se
conseguia evitar, tanto la pérdida del plasmido, como la expresiéon de las proteinas a
analizar. Cuando el cultivo alcanzd una densidad dptica a 600 nm entre 4 y 5, se diluyd
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hasta una absorbancia de 0.3 unidades y se dejo crecer toda la noche en 800 ml de medio
minimo SG. La galactosa presente en este medio constituia la Unica fuente de carbono
para las levaduras, asi como el agente de inductor de la expresién tanto de la UCP1 como
de la UCP2 o de las formas mutadas.

El protocolo que se siguié para la extraccién de mitocondrias de levaduras es
el descrito en Arechaga et al. [1993], y fue el siguiente:

Las células se recogieron por centrifugacion (6000 x g, 2 min.) y se lavaron
con agua destilada tres veces para eliminar todos los restos de medio de cultivo. El
sedimento de levaduras se resuspendié en B-mercaptoetanol 0.5 M y Tris 0.1 M pH 9.3 y
se incubd a 32°C. Tras 10 minutos de incubacidon con agitacién suave (250 rpm), los
restos de B-mercaptoetanol se eliminaron mediante tres lavados por centrifugacion (6000
X g, 2 min.) con un tampdn KCl 0.5 M, Tris-HCl 10 mM pH 7. La pared celular se digiri6
con citohelicasa (mezcla de enzimas del tracto digestivo de Helix pomatia) disuelta en
tampodn de digestion (sorbitol 1.35 M, EGTA 1 mM, citrato 10 mM, Na,HPO, 10 mM, a pH
5.8 ajustado con NaOH). La digestién se llevd a cabo a 32°C con agitacién durante una
hora. Se obtuvieron asi protoplastos que se recogieron por centrifugacion a 12000 x g
durante 5 minutos y se lavaron tres veces para eliminar los restos de enzima en un medio
con sorbitol 0.75 M, manitol 0.4 M, SAB 0.1%, Tris-maleato 10 mM, y pH 6.8 ajustado con
NaOH.

Las mitocondrias se extrajeron por centrifugacién diferencial tras la
homogenizacién de los protoplastos obtenidos. El medio utilizado tanto en todas las
centrifugaciones diferenciales como en la homogenizacion (tampdn de homogenizacion) se
preparaba fresco cada dia y contenia: manitol 0.6 M, EGTA 2 mM, EDTA 1 mM, Tris-
maleato 10 mM, Na,HPO, 0.5 mM, SAB al 2%, fenil-metilsulfonilfluoruro (PMSF) 1 mM,
pepstatin-A 1 pg/ml y pH 6.8 ajustado con NaOH. La resuspension final de las
mitocondrias se hizo con el mismo tampdn en un volumen préximo a 500 .

2.3.-OBTENCION DE MITOCONDRIAS DE TEJIDO ADIPOSO PARDO

Se usaron hamsteres de raza siria que se adaptaban previamente a 6°C
durante 2 o 3 semanas. Se mantenian con comida y agua ad /imitum, sometiéndoles a
ciclos de 12 horas de luz y 12 de oscuridad. Los animales se sacrificaban por decapitacion
y el tejido adiposo pardo utilizado provenia de las zonas interescapular, subescapular,
cervical dorsal y axilar [Rial & Nicholls, 1984]. Las piezas de tejido adiposo pardo se
limpiaban de tejido adiposo blanco, muscular y conectivo, y se introducian
inmediatamente en un tampdn a 4°C que contenia sacarosa 250 mM, NaTES 5 mM, y
EDTA 1 mM; pH 7.4.

Una vez aislado, el tejido se disgregaba y se homogenizaba. El homogenizado
resultante se filtraba y centrifugaba a 8500 x g durante 10 min. La capa grasa y el
sobrenadante se retiraban. El sedimento se resuspendia en el medio de sacarosa 250 mM,
NaTes 5 mM, SAB 5 mg/ml; pH 7.4 y se centrifugaba a 2500 x g durante 10 min. El
sobrenadante se decantaba y se volvia a centrifugar a 8000 x g otros 10 min. El
sedimento que se obtenia se resuspendia y se sometia a una ultima centrifugacion a 8000
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x g otros 10 min. Las mitocondrias en esta Ultima centrifugacion constituian el sedimento
y se resuspendian en un volumen final aproximado de 500 pl del mismo medio. Todo el
proceso se realizaba a 4°C.

2.4.-VALORACION DE PROTEINA MITOCONDRIAL

Tras el proceso de aislamiento de las mitocondrias, se separaban alicuotas de
éstas para la valoracién de proteina mitocondrial. La estimacion de la concentracion de
proteina en el sedimento se realizaba, de manera rutinaria, por el método colorimétrico de
Lowry modificado por Wang & Smith [1975].

2.5.- MEDIDA DE LA RESPIRACION EN MITOCONDRIAS

La respiracién mitocondrial se midi6 en un electrodo de oxigeno de tipo “ClarkO
(Hansa-Tech) como el que se observa en la figura 37. La camara del electrodo se rellen
con un volumen de 1 ml de medio de respiracion conteniendo una concentracion de
proteina mitocondrial de entre 0.15 a 0.20 mg/ml. Los componentes del medio de
respiracion, que se preparaba fresco cada dia, variaron segun las mitocondrias empleadas
en los experimentos.

Los experimentos de mitocondrias de
levaduras se realizaron a 20°C y se empled un medio
de respiracion que contenia manitol 0.65 M, Tris-
maleato 10 mM, EGTA 0.5 mM, MgCl, 2 mM, Na,HPO,
10 mM, SAB (1, 0.625 o 0.1 mg/ml segun el caso); pH
6.8. En algunas ocasiones, cuando fueron analizadas
las respuestas mitocondriales a la adicion de écido Fioura 37 Electrodo de oxiceno tino
retinoico se hizo otro medio de igual composicion al «Gark6 (Hansatech) empleado en los
anterior pero con SAB a 0.1 mg/ml y pH 7.3. COMO experimentos de respiracion.
sustrato respiratorio se empled NADH de 1 a 3 mM.

En el caso de las mitocondrias de tejido adiposo pardo, los experimentos se
desarrollaron a una temperatura de 25°C con un medio de respiracion que contenia KCl 50
mM, NaTES 10 mM, NaH,PO, 1mM, MgCl, 2 mM, SAB de 0.1 a 1 mg/ml; pH 7.0. Los
sustratos respiratorios empleados en estos experimentos fueron piruvato 2.5 mM y malato
2.5 mM.

3.- MEDIOS Y REACTIVOS EMPLEADOS

+ Los medios de cultivo empleados para el crecimiento de bacterias y
levaduras (base de nitrégeno, casaminoacidos, bactopeptona, extracto de levaduras, etc.)
se obtuvieron de Difco.
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» Los enzimas de biologia molecular fueron en su mayoria de New England
Biolabs, excepto algunos como la fosfatasa SAP (Amersham life sciences), Dprl, Pfu'y
PfuTurbd® (Stratagene) y la Ampli Tag que fue de Perkin-Elmer.

* Los marcadores de peso molecular para ADN fueron, segin el tamafio del
ADN a analizar, de Roche ("DNA molecular weight marker XIVQ o de Promega (QLambda
DNA/ Hindlll MarkersQ, y el marcador de peso molecular de proteinas (“SDS-PAGE
Molecular Weight Standards, Low RangeQ de Bio-Rad.

* Los kits empleados provinieron de: )

o El kit "QIAquick Gel Extraction Kit ProtocolOde Quiagen.

o ElI kit "GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification KitO de Amersham
Pharmacia Biotech Inc. )

o El kit “High Pure Plasmid Isolation KitOde Roche. )

El it “"CONCERT™ High Purity Plasmid Maxiprep SystemOde G/bcoBRL®.,

o Y finalmente, el kit “Quick change site directed Mutagénesis KitO de
Stratagene.

o

« Los tubos de congelacion de los distintos stocksy clones de Nalgene.
« La nitrocelulosa de Bio-Rad.

« El anticuerpo anti-UCP2 de Calbiochem y el de cabra anti-Ig G de conejo
conjugado con peroxidasa de Bio-Rad.

» La citohelicasa de BioSepra.

« Los reactivos provinieron en su mayoria de Sigmay Merck, eligiendo siempre
y en todos los casos, los productos de la mayor pureza disponible.
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1.- REGULACION FISIOLOGICA DEL TRANSPORTE DE PROTONES
MEDIADO POR LA UCP1

En el momento de empezar nuestro trabajo, la regulacion fisioldgica por acidos
grasos y nucledtidos de la UCP1 se encontraba bastante bien establecida. Por el contrario,
las discrepancias a la hora de tratar de explicar su mecanismo de desacoplamiento eran
notables. Como se dijo en el apartado de Introduccion, existen principalmente dos teorias
para tratar de explicar este mecanismo; una expuesta por Rial y Nicholls en 1989 y que
sitla a los acidos grasos como cofactores de la UCP1 y otra, defendida por Garlid y
colaboradores que afirman que el desacoplamiento es consecuencia de un ciclaje de los
acidos grasos a través de la membrana interna mitocondrial [Garlid, 1996]. Esta segunda
hipotesis se basa en la observacion de que la UCP1 es capaz de catalizar la translocacion
de un gran ndimero de aniones [Jezek & Garlid, 1990] y propone que la UCP1 es la
encargada de catalizar el regreso de la forma anidnica de los acidos grasos hacia la cara
citosdlica de la membrana [Garlid et a/, 1998]. En este modelo los acidos grasos son
imprescindibles para la actividad transportadora de la UCP1 por lo que se infiere que, en
su ausencia no deberia haber desacoplamiento.

Sin embargo, hace 40 afos ya se habia observado que, para obtener
mitocondrias de TAP acopladas, no sélo era necesario eliminar los acidos grasos de las
preparaciones, sino que también se requeria afiadir nucledtidos [revision Rial & Gonzalez-
Barroso, 2001]. Garlid y colaboradores explicaron la observacion de mitocondrias
desacopladas en ausencia de nucledtidos como consecuencia de la existencia de acidos
grasos residuales que se unian a las mitocondrias durante el proceso de homogenizacién
del tejido y que, posteriormente, como consecuencia de un proceso de histéresis, la
albimina era incapaz de retirarlos de la preparacion. Para apoyar esta explicacion,
afirmaron que si el proceso de homogenizacién se realiza en presencia de 2 a 5 mg/ml de
albumina el desacoplamiento de las mitocondrias se reduce a niveles indetectables. Sin
embargo no aportaron datos, y olvidan experimentos similares que datan de los afios 60,
en los cuales se llegaron a utilizar hasta 25 mg/ml de albumina en el proceso de
homogenizacién, sin conseguir un incremento significativo en el rendimiento de la
fosforilacion oxidativa [Smith & Horwitz, 1969].

1.1.- INFLUENCIA DE LOS A,CIDOS GRASOS ENDOGENOS EN LOS
EXPERIMENTOS DE RESPIRACION

Debido a que se debia resolver esta controversia, y a que actualmente hay
disponible albimina practicamente libre de acidos grasos (menos de un 0.02%), como
punto de partida se disefid un experimento para establecer /n vitro la influencia real que
pudiese tener la generacion de los acidos grasos enddgenos en los resultados obtenidos
en los distintos experimentos de respiracion. Para ello, se aislaron mitocondrias de TAP
por el método convencional segln se describe en la seccidon 2.3 de Materiales y Métodos
(sin SAB durante la homogenizacidon y con 5 mg/ml de SAB durante el aislamiento) y acto
seguido se analizd su comportamiento en el electrodo de oxigeno en un medio de
respiracion sin albumina. Los resultados se recogen en la figura 38 y en ella se observa
que la UCP1 muestra una gran actividad. Cuando las mitocondrias se aislan y mantienen
en presencia de SAB hasta su estudio en el electrodo de oxigeno, la incubacion de estas
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en un medio de respiracion sin SAB hace que muestren una elevada velocidad de
respiracion (321 nmoles “O’ min® mg™), que puede inhibirse por GDP (47 nmoles 'O’
min® mg?). Sin embargo, la repeticién del experimento después de tres horas a 4°C,
muestra una disminucion de la capacidad de inhibicion de la respiracion por GDP (de 175 a
125 nmoles "O" min® mg?). Esta disminucidn del efecto inhibidor del GDP puede
explicarse por un aumento de la concentracion de los acidos grasos en un medio de
respiracion sin albumina (debido a la actividad de las fosfolipasas), ya que la adicion de 1
mg/ml de SAB, retira rapidamente los acidos grasos enddgenos generados y restaura el
control respiratorio a unos valores similares a los observados en el experimento anterior
(34°0" min? mg™).

La disminucién del valor absoluto de las tasas de respiracion iniciales
mostradas en la figura 38, ha sido explicada como una consecuencia de la generacién de
lisoderivados toxicos que inhiben la respiracion y que pueden ser retirados por la albimina
[Nicholls, 1974b]. Por lo tanto, estos resultados indican que la generacién de acidos
grasos en las preparaciones de mitocondrias es un factor determinante a la hora de
analizar los resultados que se obtienen en estos experimentos. Sin embargo, la presencia
de albuimina en el medio de incubacién, o su adicidon a posteriori, controla el efecto
desacoplante que ejercen sobre las mitocondrias.

1.2.- ELIMINACION DE LOS ACIDOS GRASOS ENDOGENOS

Garlid y colaboradores afirman que sin albumina en el medio de
homogenizacién los acidos grasos que se generan se unen con una afinidad elevada a la
mitocondria que hace imposible su eliminacién posterior [Garlid et al, 1998]. Los
resultados obtenidos en nuestro laboratorio indicaban lo contrario, por lo que para
comprobar estas afirmaciones se disefid un aislamiento de mitocondrias en presencia de
altas concentraciones de albdmina.

Figura 38 Experimento
representativo de la respiracion
de mitocondrias de TAP en un
electrodo de oxigeno en

Pir/Mal A Pir/Mal B

ausencia de SAB. Las
mitocondrias se alslaron siguiendo
el protocolo estandar.(A)

Inmediatamente después de su
aislamiento, las mitocondrias se
pusieron en la camara del electrodo
en un medio de respiracion que
contenia 50 mM de KC|, 1 mM de
EGTA, 2 mM de fosfato potasico,
2mM de MgCl,,10 mM de KTes, pH
7.0. La respiracion se inicia con la
adicion de 5mM de piruvato mds 5
mM de malato. El GDP (3mM), la
304 SAB(16 uM) y el FCCP (10 uM) se
afiadieron  donde indican  las
flechas.(B) Repeticion del
experimento anterior, tres horas
después. Las figuras representan las
tasas respiratorias en
nmoles 'O ‘min? mg*.

Sin Albamina Sin Albumina

100 nmol ‘O’

3 min [
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Asi, se aislaron mitocondrias de TAP
por el método convencional segun se refleja en
Materiales y Métodos (seccion 2.3), pero
dividiendo el TAP diseccionado en dos lotes
(figura 39). Uno se resuspendi6é en el medio de
homogenizacién estandar (sin albdmina), y el
otro en el mismo medio suplementado con SAB a
una concentracion de 10 o 50 mg/ml. Tras la
homogenizacién en sus respectivos tampones se
continu6 con el proceso de aislamiento
resuspendiendo, bien en un medio KCI 50mM
Tes 10 mM pH 7.0, o en uno modificado con 5 o
10 mg/ml de SAB para las mitocondrias
homogenizadas con 50 mg/ml de SAB. Para
minimizar la generacién de acidos grasos en las
preparaciones debido a la actividad de las
fosfolipasas, todos los experimentos se
realizaron  inmediatamente  después  del
aislamiento de las mitocondrias y todos ellos se
finalizaron en menos de una hora. Los resultados

Sacarosa/TesNa/EDTA
Albimina 10-50 mg/ml

se recogen en la tabla 16 de la pagina siguiente. ¢
Un estudio detallado de ellos revela que incluso
aislamiento a
concentraciones de albumina (figura 40), las

en el caso del

| e |
T ¥

Sacarosa/TesNa/EDTA

Sacarosa/TesNa
Albumina 5 mg/mi

. L
KCl/Tes \ /
Albtmina 5-10 mg/mi KC/Tes

Figura 39 Esquema del proceso de aislamiento

las mayores en

tasas de respiracion iniciales se asemejan a las
observadas en presencia del desacoplante inespecifico FCCP. Ademas, en todos los casos,
la adicion de GDP restaura rapidamente el control respiratorio provocando en las
mitocondrias una disminucién de la tasa de respiracion de hasta diez veces.

Pir/Mal

100 nmol ‘O’

3 min

16uM Albumina

Figura 40 Experimento
representativo de la
respiracion de mitocondrias de
TAP en un electrodo de oxigeno
en presencia de SAB . £n este
caso el TAP se homogenizo en
presencia de SAB 50 mg/ml y las
mitocondrias se aislaron en medio
con 10 mg/ml de SAB
Inmediatamente después de su
aislamiento, las mitocondrias se
pusieron en la camara del electrodo
en un medio de respiracion que
contenia 50 mM de KC|, 1 mM de
EGTA, 2 mM de fosfato potasico,
2mM de MgCl,,10 mM de KTes, pH
7.0 y SAB 1mg/ml. La respiracion
se inicia con la adicion de 5mM de
piruvato mas 5 mM de malato. El
GDP (3mM) y FCCP (10 uM) se
afiadieron  donde indican las
flechas. Las figuras representan las
tasas respiratorias en
nmoles 'O ‘min™ mg™.

mitocondrias de TAP realizado para

comprobar la incidencia de la presencia de SAB

la generacion de acidos grasos en las

preparaciones. Las condiciones de los experimentos
se detallan en el texto.

A partir de estos datos,
queda claro que el desacoplamiento
observado en estas mitocondrias no
es debido a la presencia de acidos
grasos en las preparaciones. La
presencia de elevadas
concentraciones de albumina en el
proceso de homogenizacion y
aislamiento asegura su eliminacion,
y sin embargo, las mitocondrias de
TAP no s6lo se muestran
desacopladas, sino que presentan
una actividad respiratoria cercana a
la maxima (FCCP). Estos resultados
nos confirman que la UCP1 muestra
una elevada actividad
transportadora en ausencia de
nucledtidos que no precisa de
acidos grasos.
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1.3.- LA IMPORTANCIA DE LA ALBUMINA EN LOS EXPERIMENTOS DE
RESPIRACION

Ya en 1976 se descubrid que las mitocondrias de TAP presentaban una
sensibilidad a acidos grasos mayor que las de otros tejidos [Heaton & Nicholls, 1976;
Nicholls, 1979]. La accién de las fosfolipasas en las preparaciones genera concentraciones
de acidos grasos que son significativas y que incrementan el consumo de oxigeno en
mitocondrias que expresan UCP1. Estos acidos grasos afectan a las tasas respiratorias
observadas y pueden retirarse del medio mediante la adicion de SAB. Sin embargo, la
mayoria de los experimentos realizados para estudiar sus efectos en mitocondrias son
realizados en ausencia de albumina o a concentraciones de lo mas variado [revision Rial et
al., 2004]. Era pues necesario determinar la posible influencia de la concentracion de SAB
en los resultados obtenidos por los distintos autores, y determinar si la alta afinidad de las
membranas bioldgicas por los acidos grasos hace poco relevante la concentracion de SAB
en los medios de estudio de las muestras. Para ello se aislaron mitocondrias de TAP
siguiendo el protocolo convencional y se estudiaron sus capacidades respiratorias en un
medio de respiracion con distintas concentraciones de SAB (0.4, 1 y 2 mg/ml).

El analisis de los datos obtenidos tras realizar experimentos de respiracion en
el electrodo de oxigeno revelé una aparente ausencia de correlacion entre el palmitato
anadido y la tasa de respiracién de las mitocondrias estudiadas en los distintos medios de
respiracion (figura 41.A). Sin embargo, la representacion de estos datos teniendo en
cuenta la relacion molar palmitato:albimina presente en los experimentos, mostré que si
que existia una relativa correlacién con la tasa de respiracién observada (figura 41.B). Esta
relacion aparente presentaba un ligero desplazamiento vertical de los datos que,
probablemente, podria ser consecuencia de la presencia de los acidos grasos enddgenos
que se habian generado en los distintos medios de incubacion.

Para comprobar este punto, se estimaron las concentraciones de acidos grasos
enddgenos presentes en cada uno de los medios. Este calculo partié de la base de
considerar que el flujo de protones en estas mitocondrias de TAP estd determinado por
dos componentes; un componente basal que es independiente de la UCP1 y otro que
depende de ella. Este componente dependiente se asume que sigue una cinética tipo
Michaelis-Menten en la cual los acidos grasos unidos a la membrana son los que
determinan la velocidad de respiracion [Gonzalez-Barroso et al., 1998].

La Homogenizacion No SAB | SAB 10 mg/ml | SAB 50 mg/ml
determinacion de  la | islamiento 5mg/m| 5mg/ml 10 mg/ml
cantidad de acido graso [p.qiacisn iical 345410 38010 27143
unido se realizd —
tomando como base [Respracion inhibida (GDP) | 37.8+5.1 33.2+3.0 35.4+2.1
estudios anteriores. En |Respiracidn maxima (FCCP)| 303+17 314+£13 302+35

1986’ Cunmngham ,et al. Tabla 16 Tasa de respiracion de mitocondrias de TAP aisladas en presencia de
mostraron que el calculo cantidades variadas de SAB. Las medidas se realizaron en los 15 minutos siguientes
de los acidos grasos que al aislamiento. El medio de respiracion en todos los casos contenia 1 mg/ml de SAB. Los

valores representan la mediaterror estindar de tres a cinco experimentos
se unen a las Independientes realizados por duplicado y estan expresados en nmoles 'O " consumidos
membranas por minuto y miligramo de proteina mitocondrial, La concentracion empleada de GDP y
mitocondri aIes, y que FCCP fue de 3 mM y 10 uM respectivamente.
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Figura 41 (A) Efecto de los acidos grasos sobre la tasa de respiracion de mitocondrias de TAP. (B)
Relacion Palmitato:SAB con la tasa de respiraciéon de mitocondrias de TAP. .La composicion de los medios de
respiracion empleados en estos experimentos fue la misma que se describe en la figura 40 pero variando en cada caso
la concentracion de SAB en el medio. Los valores representados muestran los datos de al menos tres experimentos
realizados por duplicado y van acompariados del error estandar medio de las muestras (ESM).

son los que realmente podran actuar sobre la UCP1, se podia llevar a cabo teniendo en
cuenta la relacién molar existente entre la concentracion acidos grasos totales y la
albumina presente en las preparaciones. Aflos mas tarde, en nuestro laboratorio se realizd
una estimacion de la concentracién de palmitato unido a membrana segun la relacion
molar palmitato:albimina presente en el experimento [Gonzalez-Barroso et al., 1998].
Este valor correlaciona linealmente con los valores de palmitato libre obtenidos a partir de
las constantes de union palmitato unido/libre determinadas por Richieri et a/. [1993].

A partir de los datos de palmitato unido de Gonzalez-Barroso et al [1998], y
de los obtenidos a partir de nuestros experimentos (figura 41), para cada concentracion
de SAB se realiz6 un ajuste no lineal por minimos cuadrados a la siguiente expresion:

V uax(( B] + [E])
Km+[B]+[E]

I/resp = Vo +

Donde “Vresp(')es la velocidad de la respiracion, “V,Ola velocidad de respiracion
del estado 4 independiente de la UCP1, “VinO la velocidad de respiracion maxima
dependiente de la UCP1, “K,Ola

constante de afinidad del SAB -> 0.4 mg/ml | 1 mg/ml| 2 mg/ml
palmitato,"BOla concentracion de .2 /5.7 61 68

. . Vmax 259 228 218
palmitato unido a la membrana y m o = =
“EQlos &cidos grasos enddgenos - : : :
unidos. De este modo se |[E— 0.81 0.5 0.2
estimaron los &cidos grasos |Relacion E/SAB 0.82 0.53 0.22
enddgenos presentes en los |Concentracion E 525pM [ 8.48uM | 7.04pM

experimentos a distintas Tabla 17 Resultados obtenidos en la estimacién de los distintos
concentraciones de SAB. Los Parametros cinéticos que determinan la velocidad de respiracion

de mitocondrias que expresan UCP1. Ver texto para explicacion.
valores se muestran en la tabla
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17. El promedio de los valores obtenidos fue de
6.9 £1.1uM. Recalculando la relacién molar
acidos grasos:albumina observada en la figura
41.B teniendo en cuenta el valor hallado de los
acidos grasos endodgenos, se obtiene una
correlacion exacta entre la relacién molar acido
graso:albumina y la tasa respiratoria (figura 42).

300

250 /#
200 |- &%#
150 %

Todos estos datos revelan la utilidad - %

;. . 6.4 uM de SAB
de la albumina para mantener una baja 100_% 0 16 uM de SAB
concentracion de acidos grasos libres. Esta %
concentracion vendra determinada, no por la P R B U R
relacion acido graso:proteina mitocondrial, sino 1 2 3 4 5

por la relacién acido graso:albumina presente en Relacién Acido graso : Albamina
la preparacion.

32 uM. de SAB

Tasa de respiracion (nmol 'O'/min/mg)

a
o
o

Figura 42 Correlacion entre la tasa de
respiracion y la relacion molar acidos
grasos:albumina considerando la presencia de
6.9 UM de acidos grasos enddgenos. Los
resultados representan la media (+ e.s.m.) entre los
valores de al menos (tres experimentos

2.- ACTIVACION DE LA UCP1 POR /ndependientes. La linea punteada representa la

regresion lineal (P= 0.987), y las tasas respiratorias

ACIDO RETINOICO Y OTROS ACIDOS s expresan en nmoles'0 min' mg:.
ORGANICOS

La UCP1 presenta una especificidad relativamente baja hacia sus especies
activadoras. Unicamente se requiere un esqueleto carbonado con un grupo carboxilico
libre y una determinada solubilidad en medio lipidico para que un compuesto incremente
la conductancia a protones mediada por la UCP1 [revisién Klingenberg & Huang, 1999].
Varios han sido los grupos que han realizado screening de compuestos activadores de la
UCP1 [Rial et al, 1983; Jezek et al, 1997b] pero hasta el momento los resultados no
habian establecido claramente los requerimientos estructurales de éstos. Por una parte,
Garlid y colaboradores para explicar su teoria de ciclaje de los acidos grasos, testaron su
modelo comparando la activaciéon de la UCP1 con un grupo de compuestos organicos cuya
forma anidnica podia hacer fljp-flop a través de la membrana. Afirmaron que todos los
compuestos que habian mostrado actividad en sus experimentos eran capaces de permear
a través de las bicapas lipidicas y postularon que la estructura del anillo de benceno o
sustituyentes voluminosos hacia el final del una cadena carbonada impedian que
compuestos como el acido fenilhexanoico realizara fljp-flop y que, por lo tanto, mostrara
una capacidad activadora del transporte mediado por la UCP1 [Jezek et al, 19973,
1997b].

Por el contrario Klingenberg y su grupo, al estudiar el acido fenilhexanoico o
acidos grasos (palmitico) con sustituyentes voluminosos y altamente hidrofilicos, como el
glucopiranosido introducido en posicidon w, si observaron una estimulacion de la actividad
transportadora de la UCP1 a pesar de que estos compuestos deberian ser incapaces de
hacer flip-flop [revision Klingenberg & Huang, 1999]. De manera analoga en nuestro
laboratorio se descubrié que el acido todo-trans retinoico era un potente activador de la
UCP1 expresada en mitocondrias de levaduras a pesar de que presentase en su formula
un anillo voluminoso al final de la cadena carbonada (figura 43) [Rial et a/,1999].
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La mayoria de estos estudios habian
sido realizados en liposomas con proteina
reconstituida que, como se comentd la
Introduccidn, se caracterizan por presentar un
gradiente de potencial mucho menor que el
observado en las mitocondrias. En éstas, durante
la respiracion, se genera un elevado potencial de
membrana que puede determinar el
comportamiento del sistema frente a los diversos
compuestos.

Era pues necesario contrastar los
resultados obtenidos por los distintos autores y
comprobar si estos datos eran extrapolables a
sistemas localizados dentro de un contexto mas
fisioldgico como son las mitocondrias. Para ello se
seleccionaron varios compuestos organicos que
introducian en su férmula anillos aromaticos (ver
figura 43) y se estudiaron sus efectos sobre la
UCP1 expresada en levaduras. Incluimos también
en el estudio al acido retinoico, que activa la
transcripcion del gen de la UCP1 de hamster y que
en nuestro laboratorio se descubrié que activa la

UCP1 de mitocondrias de TAP [Rial et al, 1999].

o
/\/\/\/\/\/\/\)LOH Acido palmitico

o
/\/\/\/©)L0H Acido 4-heptil-benzoico
Acido 6-fenil-hexanoico

o o L
W‘\OH Acido todo-trans retinoico
©:>)(DH Acido 2-naftoico

[o]

TTNPB

\/@J\OH Acido 4-etil-benzoico

@—C _®_2 Acido a- fenil-o-toluico
H2 OH
-, 2 J’:;"l"_-l
ijr AM580
- -
A

Figura 43 Formula molecular de los distintos
compuestos seleccionados para su estudio en
mitocondrias de TAP.

Como control de los experimentos se

empled acido palmitico y mitocondrias control. De este modo, se aislaron mitocondrias de
levaduras por el método convencional descrito en la seccidon 2.2 de Material y Métodos y
se analizd su comportamiento respiratorio en un medio de respiracion estandar con SAB
1.6 uM (0.15 mg/ml de proteina; NADH 1mM; pH 6.8).

Los resultados se recogen en las figuras 44 y 45. En ellas se observa que el
activador mas potente de la UCP1 es el TTNPB (figura 44). Tan solo se requiere una
concentracion de 4.8 uM para que se duplique la tasa respiratoria de las levaduras que
expresan UCP1. Esta concentracién no debe considerarse en valor absoluto y debe

2.2 q

P TTNPB

N
o
1

AN
-

:
1
i
\ ~
|
\
\
\
[T\

Estimulacién de la respiracion (veces)
N o
1 1

B
oS

-
o

e
0 1 2 3 4 5 6 32 40 48

Concentracién de efector(uM)

Figura 44 Efecto provocado en la respiracion de
/ o o mitocondrias que expresan UCP1, del todo-trans
i Acido retinoico retinoico, del TTNPB y del AM580. £/ sustrato
- - “i respiratorio fue NADH 1 mM y el medio contenia 1.6 uM
- de seroalbumina a pH de 6.8. Los resultados se presentan
como el incremento de la respiracion en estado 4
provocado por los distintos compuestos. Los datos
/ representan la media de tres a seis experimentos
/ Control independientes realizados como minimo por duplicado.
/E Las barras de error representan el error estandar medio

(ESM) de las medidas.
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2.2 1 .
2 Acido 4-heptil-benzoico

2.0

// Figura 45 Efecto provocado sobre
la respiracion de mitocondrias de
J/ levaduras que expresan UCP1 del
Ve resto de los compuestos
estudiados. Llas condiciones de los
i 78 experimentos fueron las mismas que las
14 ¢ , ael  experimento  anterior con la
/1/ Acido 6-fenil-hexancico  diiferencia que el medio de respiracion
s 1_-;.——-—1 Acido o-fenil-o-toluico  ap este caso contenia SAB 16uM. Al
Acido 4-stil-benzoico fgual que en la grdfica anterior, los
) __ ___-m- Control aatos representan la media acompafiada
10 { B e L ——r del ESM de al menos tres experimentos
0 10 20 30 40 50 independientes realizados como minimo

por duplicado.

AN
<]

Estimulacion de la respiracién (veces)
()]
1

Concentracion efector(uM)

entenderse mas bien desde un punto de vista cualitativo, ya que del efector afnadido
Unicamente una parte se unird a la membrana mitocondrial y actuara sobre la UCP1
[Gonzalez-Barroso et al, 1998]. En general se asume, que a las concentraciones
empleadas en nuestros estudios, el valor absoluto de las concentraciones de efectores que
actuaran sobre la UCP1 variaran siempre en un rango del orden de nanomolar, si bien una
estimacion mas precisa desde el punto de vista cuantitativo, requeriria de un estudio
detallado de su interacciéon con la albumina. Es muy notable también el efecto activador
que provocan tanto el acido retinoico como el acido 4-heptil benzoico y el acido palmitico
(figuras 44 y 45). En el caso de los dos Ultimos acidos, la adicidon de 50 uM ocasiona un
aumento de la tasa respiratoria por encima del 80% de la respiracion basal. Mientras, el
acido retinoico tiene un efecto cuantitativamente menor, pero destaca la baja
concentracion requerida (6.4 uM) para obtener un incremento en la respiracion basal del
61% (figura 44). Considerando que para clasificar un compuesto como activador de la
UCP1, el efecto estimulador de la respiracion debe situarse por encima del 20% de la
respiracion basal que se observa en las mitocondrias control, el estudio de los demas
compuestos no reveld ningun efecto significativo sobre la respiracion. Nuestros datos
sefalan que, al contrario de lo que afirmaron Klingenberg y colaboradores [Klingenberg &
Huang, 1999] y de acuerdo con lo observado por Jezek y su grupo [Jezek et al., 1997b], la
UCP1 expresada en mitocondrias no es estimulada por el acido acido 6-fenil hexanoico
(figura 45). En las condiciones de experimentacion utilizadas en este trabajo, tampoco se
observa un efecto sobre las mitocondrias UCP1 del resto de los compuestos analizados, ya
sea el acido o-fenil-o-toluico, el acido 4-etil benzoico o el retinoide AM580. Es mas, en el
caso de este Ultimo retinoide, se observa una inhibicion de la respiracion a partir de
concentraciones superiores a 40 uM (figura 44).

Un estudio mas detallado de los efectos de los acidos palmitico y retinoico en
las mitocondrias de levaduras que expresan UCP1, reveld que la cinética de activacion de
ambos compuestos era diferente. A partir de la figura 44 se observa que el acido todo-
trans retinoico muestra una cinética de alta afinidad y rapida saturabilidad, mientras que
en la activacion por palmitato no se observa una saturacion tan rapida y se alcanza un
nivel de estimulacion sensiblemente superior al obtenido con retinoico. Este efecto
activador de la respiracion de los retinoides, al igual que el provocado por el palmitato, se
muestra inhibible por GDP por lo que en principio podria tener una relevancia fisioldgica
como via alternativa a la estimulacion de la UCP1 por acidos grasos (ver seccion 3.3.4 de
Introduccion).
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A partir de estos resultados se puede
observar que la incorporacion de un anillo
voluminoso u aromatico en una posicion alejada del
grupo carboxilo no impide la activacion del
transporte de protones a través de la UCP1 ya que
tanto el acido todo-trans retinoico como el TTNPB
lo poseen en su formula y son unos potentes
activadores de la respiracién. Estas observaciones
no encajan con la teoria del ciclaje de los acidos
grasos propuesta por Garlid y colaboradores [Jezek
et al, 1997a] ya que, en principio, la estructura
quimica de estos retinoides activadores no les
permitiria hacer fljp-flop a través de la membrana
interna mitocondrial y no deberian activar la
respiracion en estas mitocondrias.

2.1.- SINERGISMO ENTRE LOS ACIDOS
RETINOICO Y PALMITICO

Al observar el efecto desacoplante
provocado por ambos reguladores de la UCP1, uno
de los primeros aspectos que habia que resolver
era saber si el acido retinoico y el acido palmitico
presentaban efectos sinérgicos o aditivos. Para ello
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Figura 46 Estudio del efecto de adiciones
conjuntas de acido palmitico y acido
retinoico sobre la tasa de respiracion de
mitocondrias de levaduras que expresan
UCP1. £/ sustrato respiratorio era NADH 1 mM y
el medio contenia 1.6 uM de seroalbumina a un
pH de 6.8. Los histogramas muestran el valor
medio + ESM obtenido después de dos
preparaciones independientes de mitocondrias en
las cuales los experimentos se realizaron al menos
por duplicado.

se analizd el efecto de distintas adiciones conjuntas de retinoico y palmitato. Los
resultados se recogen en la figura 46, a partir de la cual, se llegd a la conclusion de que
tras la adicion de retinoico 1.6 uM (o relacién molar 1:1 respecto a la albimina) y obtener
una estimulaciéon cercana a la maxima, la adicién de palmitato 3.2 puM incrementaba la
tasa de consumo de oxigeno de manera adicional, pero no hasta un nivel superior al que
se obtendria tras una adicion molarmente equivalente de palmitato (3:1). Lo mismo
ocurria en el caso de estimular la mitocondrias con acido palmitico 3.2 uM; la adicion de
acido retinoico a la preparacion en concentraciones crecientes incrementaba la tasa de
resPiracién, pero nunca a un nivel superior al obtenido con acido palmitico 3:1 (figura 47).
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Figura 47 Estudio del efecto de adiciones sucesivas
de acido retinoico en presencia o ausencia de
palmitato 3.2 yM en mitocondrias que expresan
UCP1. Como en el experimento anterior el sustrato
respiratorio fue NADH 1 mM y el medio de respiracion se
preparé con 1.6 uM de seroalbumina a pH 6.8. Los
resultados se presentan como el incremento de la
respiracion en estado 4 en funcion de la relacion molar de
dcido retinoico respecto de la seroalbumina. Los datos
representan la media + el error estandar medio (ESM) de
tres a seis experimentos independientes realizados como
minimo por duplicado.
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Figura 48 Efecto del acido palmitico y acido retinoico sobre la tasa de
respiracion mitocondrial de mitocondrias de levaduras que expresan UCP1,
UCP2 y mitocondrias control. Los experimentos se realizaron de modo andlogo a los
previamente realizados, en un medio de respiracion estandar a un pH de 6.8 y con una
concentracion de SAB de 1.6 uM. Los datos mostrados representan la media de al menos
tres experimentos independientes realizados como minimo por duplicado e incluyen los
errores estandar de las medidas (ESM).

La representacion en la misma figura de la diferencia de estimulacién provocada por las
distintas adiciones confirma que la estimulacion por palmitato es cuantitativamente mayor
a la provocada por el retinoico y que ambas estimulaciones nos son aditivas ni sinérgicas.
Todos estos resultados sefialan hacia un posible sitio de uniéon en la UCP1 comudn para
ambos reguladores en el cual interaccionaran con una determinada afinidad provocando
un mayor o menor efecto activador de la respiracion.

2.2.- ACTIVACION DE LA UCP2 POR ACIDO RETINOICO

El hecho que el acido retinoico sea un potente activador tanto de la expresion
de la UCP1 como de su actividad (ver Introduccién), hizo que se estudiase su posible
efecto sobre las nuevas proteinas homdlogas a la UCP1 descubiertas recientemente [Rial
et al, 1999]. Para ello, se aislaron mitocondrias de levaduras control, UCP1 y UCP2, y se
analizo el comportamiento de estas mitocondrias que incorporan UCP2 en presencia de los
distintos reguladores fisioldgicos descritos para la UCP1 (figuras 48 y 49). De este modo
se observo que, bajo las mismas condiciones de experimentacion, las mitocondrias UCP2
no se comportaban de la misma forma que las UCP1, ya que no respondian ni a palmitato
ni eran inhibidas por nucledtidos. Los resultados obtenidos al estudiar el efecto del acido
palmitico y retinoico se muestran en la figura 48. La repeticion del experimento a pH
fisioldgico (7.3) reveld una situacidon bastante distinta y se muestra en la figura 49 de la
pagina siguiente. A este pH, mientras que el acido palmitico seguia sin mostrar efecto
sobre la tasa de respiracion de mitocondrias de levaduras que expresaban el gen de la
UCP2 (datos no mostrados), el acido retinoico provocaba un aumento en la respiracion en
un nivel incluso superior al que se observaba en la UCP1 [Rial et a/, 1999]. Este
descubrimiento es la base para el desarrollo de este trabajo ya que, teniendo en cuenta la
alta homologia de secuencia que existe entre la UCP1 y la UCP2, ambas muestran una
regulacion muy diferente.
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Figura 49 Efecto del acido retinoico sobre la tasa de respiracion mitocondrial de
mitocondrias de levaduras que expresan UCP1, UCP2 y mitocondrias control a los
distintos pHs. Las condiciones de los experimentos son las mismas que se muestran en la figura
48 salvo que el medio de respiracion en la figura de la izquierda se ha preparado a pH 6.8 y la de la
derecha a 7.3. Los datos mostrados son la media de al menos tres experimentos independientes
realizados como minimo por duplicado y van acompaiiados del ESM.

3.- MUTAGENESIS DIRIGIDA DE LA UCP1

La mutagénesis dirigida es una técnica muy valiosa que nos permite estudiar
las relaciones estructura funcién de las proteinas, y con ello, obtener informacién acerca
de su posible mecanismo molecular. La ausencia de genes homdlogos a las UCPs en el
genoma de levaduras hizo que desde un primer momento estos microorganismos fueran
escogidos como un sistema mas fisioldgico para el estudio de la actividad de la proteina.
En nuestro laboratorio, esta aproximacién se ha utilizado desde hace mas de una década,
y fruto de ello los resultados han sido numerosos [Arechaga et al., 1993; Gonzalez-Barroso
et al., 1996, 1997; 1998; 1999]. Por ello, al comienzo de este trabajo se decidié continuar
con esta linea y se proyectd generar por mutagénesis dirigida mutantes del gen de la
UCP1 que incorporaran residuos de la UCP2.

3.1.- ELECCION DE LOS MUTANTES DE LA UCP1

Como se citd en el apartado de Introduccidn, los transportadores de
membrana interna mitocondrial presentan una estructura tripartita (seccién 2.2). En el
caso de las UCPs, y segln se observa en la figura 29, esta estructura se caracteriza por
presentar un elevado grado de conservacion de secuencias. A pesar de su alta homologia,
la expresion de la UCP1, UCP2 y UCP3 en mitocondrias de levaduras y el estudio de estas
proteinas en sistemas reconstituidos han demostrado que su regulacién es diferente. Para
tratar de explicar este fendmeno, algunos autores trataron de establecer la importancia de
los dominios de la UCP1 mediante la realizacién de quimeras formadas por una mezcla de
dominios de la UCP1 y UCP3 [Hagen & Lowell, 2000]. Tras la generacion de varios
mutantes y su posterior estudio en levaduras, estos autores afirmaron que el segundo
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dominio de la UCP1 es vital para que la proteina en presencia de palmitato muestre una
tasa de transporte de H* acelerada y que el tercero es imprescindible para la regulacion
por nucledtidos de la proteina. Un ano después, Chomiki et al [2001] realizaron un
trabajo similar intercambiando el tercer dominio de la UCP1 por el dominio homdlogo
correspondiente de la UCP2 y viceversa. Tras sobreexpresar estas proteinas en bacterias y
reconstituirlas en liposomas, analizaron su comportamiento y observaron que la quimera
generada con los dos primeros dominios de la UCP1 y el tercer dominio de la UCP2 (Q-
112) mostraba tanto activacion por acidos grasos como regulacién por nucleétidos. Por el
contrario, la quimera inversa (Q-221) no presentaba ni activacion por palmitato ni
inhibicion nucledtidos, pero mantenia su capacidad de activacién por acido retinoico. Un
posterior estudio por RPE mostrd que la exposicion a ATP de la UCP1, UCP2 y las quimeras
de ambas, provocaba cambios estructurales en todas ellas. Esto indicaba que los
nucledtidos se unian, y les llevo a afirmar que tanto la UCP1 como la UCP2 presentan un
sitio de unidn al nucledtido en su extremo N-terminal, pero que la inhibicién del transporte
de H* mediada por estas proteinas solo es observada cuando los dos primeros dominios
de la UCP1 estan presentes [Chomiki et a/., 2001].

En los comienzos de esta tesis, el disefio de mutantes no se enfocd hacia un
dominio en concreto de la proteina, y se basd principalmente en el anadlisis de la
conservacion de los residuos tanto en la UCP1 como la UCP2. La eleccion de las
mutaciones, se basd en el estudio las secuencias disponibles del gen de la UCP1 y de la
UCP2 que, si bien presentaban una homologia de secuencia del 59%, su expresion en
levaduras originaba proteinas que mostraban un mecanismo de regulacién muy distinto.
Para obtener todas las secuencias se utilizd un sistema informatico de consulta con los
bancos de datos SwissProt + PIR +GenBank + EMBL + PDT [Altschul et al, 1997]. Se
extrajeron del servidor Expasy (http.//us.expasy.org/sprot/) la secuencia de seis de las
especies de UCP1 y UCP2 y se realizd un alineamiento de ellas con el programa
informatico Multalin [Corpet, F., 1988]. El resultado se refleja en la figura 50. Se
analizaron y se trataron de seleccionar residuos susceptibles de ser importantes para la
regulacion de la UCP1, apoyandonos en su naturaleza quimica, grado de conservacion y
en su ausencia en las secuencias de las UCP2 (resaltados en verde en la figura 50). De
este modo se disefiaron tanto mutantes puntuales como de varios aminoacidos que
sustituyeron residuos conservados de la UCP1 por los residuos conservados de la UCP2
localizados en una posicion homdloga.

Sin embargo, a partir de la publicacion de los trabajos de Lowell, Warden y
colaboradores, nuestro trabajo de mutagénesis se dirigié hacia el segundo dominio de la
UCP1 ya que habia mostrado ser importante para la actividad de la proteina [Hagen &
Lowell, 2000; Chomiki et al, 2001]. La primera de las cuestiones que era necesario
contrastar era si lo observado por Lowell y su grupo con la UCP1 y UCP3 era extensible a
quimeras generadas a partir de UCP1 y UCP2, y de ser asi, intentar localizar los residuos o
regiones del segundo dominio de la UCP1 que podian determinar su actividad. En todos
los casos, para escoger las mutaciones en el segundo dominio de la UCP1 se tomaron
como modelo las secuencias conservadas del segundo dominio de la UCP2 y se fueron
introduciendo progresivamente hasta conseguir una quimera de la UCP1 con el segundo
dominio completo de la UCP2.

El disefio de los mutantes se fue desarrollando segun los resultados obtenidos
en los sucesivos experimentos pero para una mayor comprension, para la redaccion
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de esta memoria se muestran agrupados en cuatro grupos de quimeras. Fueron los
siguientes:

« Mutantes mayores. Se incluyeron aqui los mutantes denominados Q-121 y
Q212. Ambos mutantes se realizaron sobre la UCP1 y UCP2
respectivamente segun el protocolo previamente descrito en el apartado de
Materiales y Métodos (seccion 1.6.2). Consistieron en el cambio completo
del segundo dominio de ambas proteinas. En el caso de Q-121 se
sustituyeron los aminoacidos 97-203 de la UCP1 por los aminoacidos 102-
206 de la UCP2. (figura 51) y en Q-212 el cambio realizado fue el inverso,
del aminodacido 104 al 211 de la UCP2 por los aminoacidos del 99 al 208 de
la UCP1.

» Mutantes del loop II. Constituyen el grupo mayoritario de los mutantes de
este trabajo. Se integran en este grupo los mutantes puntuales Glu134Asp
y Met140Phe y los mutantes de varios residuos Lp2_A, Lp2_B, Lp2_C,
Lp2_D, Lp2_AB, Lp2_ABC, Lp2_ABCD, Lp2_ABCDE y Q-Lp2. Todos ellos
fueron incorporando progresivamente mutaciones en el /oop 11 de la UCP1
hasta convertirlo completamente en el /oop II de la UCP2 (figura 52). Para
comprobar alguno de los resultados obtenidos tras el estudio de estas
quimeras, se disefiaron algunos mutantes sobre la UCP2. Al igual que para
la UCP1, las mutaciones se escogieron seleccionando residuos conservados
en la UCP2 y se sustituyeron por sus correspondientes en la UCP1. De este
modo, aparte de la quimera mayor Q-212, se realizaron tres quimeras, dos
puntuales como U2Asp138Glu y U2Phel44lLeu y otra que incluia ambas
mutaciones y que se denomind U2Lp2_A. Todas ellas se situaron en la
region del /oop 11 de la proteina (figura 55).

e Mutantes transmembrana. Las quimeras incluidas en este grupo se
disefiaron para cambiar progresivamente los segmentos transmembrana
del segundo dominio de la UCP1 hasta convertirlos en los segmentos
transmembrana de la UCP2. Aqui se incluyeron mutantes del segmento
transmembrana III como Gly124Ala y Gly130Ala (puntuales) o Hx3_A y Q-
Hx3 (varios aminoacidos), y del segmento IV como Q-Hx4. Las mutaciones
introducidas por todos ellos se reunieron en la quimera Q-Hx3/Hx4 de
modo que esta proteina constituye una UCP1 quimera con los segmentos
transmembrana III y IV de la UCP2 (figura 53).

» Mutantes estructurales y quimeras de los dominios I y III de la UCPI.
Fueron las primeras quimeras que se generaron. Dentro de este grupo se
incluyeron proteinas quimera UCP1/UCP2 y otros mutantes puntuales como
Gly175Leu (/foop 11, figura 52), Pro178Val (transmembrana 1V, figura 53)
Thr259Arg o Ala264Arg (/oop III), que se realizaron para terminar una
serie de experimentos de mutagénesis iniciados previamente en nuestro
laboratorio [Gonzalez-Barroso et a/, 1999]. Al igual que en los grupos
anteriores, las quimeras se disefiaron atendiendo al andlisis de las
secuencias mostradas en la figura 50, y siempre sustituyeron regiones
conservadas en los dominios I o III de la UCP1, por las secuencias
homologas de la UCP2. De este modo, en el primer tercio de la UCP1 se
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2.7 kb
2.6 kb

Figura 54 (A) Chequeo de la amplificacion del ADN tras la PCR realizada con pUC19-UCP1 y
los cebadores mutagénicos. Como control se empled una muestra de molde con una concentracion de
ADN equivalente a la afiadida a la mezcla de PCR. (B) Chequeo de la escision del ADNc mutado del
vector de clonacion y linearizacion del vector de expresion. Posteriormente se cortaron las bandas
de 0.9 y 7 kb y se purificaron.

generd la quimera puntual Pro78Val (regidon de la hélice o transmembranal II) y las de
varios aminoacidos Lp1_A y Lp1_B (/oop). Finalmente se disefaron Lpl_A/Lp2_C , que
reunid las mutaciones introducidas en las quimeras Lp2_C del /oop I1 y Lp1_A, y Lp3_A,
que se diseind sobre el /oop del tercer tercio de la proteina (figura 55).

3.2.- MUTAGENESIS DIRIGIDA

Para la generacién de todos los mutantes se emplearon las diversas técnicas
que se describen en Materiales y Métodos. Segun el molde empleado se utilizaron unas u
otras técnicas por lo que el proceso de mutagénesis vario ligeramente.

3.2.1.- MUTANTES REALIZADOS A PARTIR DE PUC19

A partir del vector de expresién pUC19 con el ADNc de la UCP1 se realizaron
varias quimeras puntuales como Pro78Val, Ala264Arg y Thr259Arg. El mismo molde se
empled también para la construccion de algunas de las quimeras de varios aminoacidos de
este trabajo, entre las que se encuentran Lp2_A, Lp2_B, Lp1_B y Lp3_A. Lp2_AB se
incluye también en este grupo, pero tiene la particularidad de que el molde usado en este
caso, en vez de pUC19-UCP1, fue pUC19-Lp2_A. El proceso de mutagénesis se describe
detalladamente en Material y Métodos (seccion 1.6.1.1). En todos los casos, la primera de
las comprobaciones necesarias tras la PCR con los cebadores mutagénicos, fue chequear
la amplificacion del ADN en gel de agarosa al 0.7% tenido con bromuro de etidio. Una vez
observada la presencia de una banda amplificada de 3.6 kb como se observa en la figura
54.A y tras secuenciar y amplificar la muestra en E.coli XL1-Blue, se digiri6 con EcoRI
tanto pYeDP vacio como el vector de clonacion con las formas mutadas de la UCP1. Se
separaron las digestiones y se purificaron las bandas de 0.9 kb y 7 kb que correspondian
al ADNc mutante y al vector de expresion linearizado. A continuacién se unieron los
fragmentos purificados y se introdujo el vector de expresion con el ADNc mutante
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generado en TGla para amplificar las muestras.
Se incubaron en medio con antibidtico y, de los
clones crecidos, se seleccionaron varios para
analizar el patrén de migracion de su contenido
celular tras un proceso de lisis acida (figura 56).

Tras seleccionar los clones que
migraban en gel de agarosa al 0.7% de modo
similar a pYeDP-UCP1, se aisl6 su ADN plasmidico |~
y se digiri6 con Ncol. Este enzima presenta |
dianas Unicas en pYeDP y en la UCP1 (o en los

- ] vk d ok
mutantes) por lo que, segun la orientaciSn enque [ % T f T
el ADNc mutante se hubiera insertado, Ila t - s Bk .
digestion generaba dos posibles patrones de

bandas (figura 57): Figura 56 Chequeo de la migracién del ADN
total de los clones seleccionados tras lisis

. ., . acida del contenido celular bacteriano. Por

. Orientacion correcta o codificante: comparacion con el patron de migracion de pYeDP-

Una banda de 6606 pb y otra de 1336 pb UCP1, se sefialan con flechas rojas los clones
" seleccionados como probables positivos

. Orientacion Incorrecta o no
codificante. Segun el nimero de fragmentos insertados y la orientacion en que lo
hiciesen aparecian bandas variadas, pero las mas usuales eran de 2199 y 5743
(insercién de un fragmento en orientacién invertida).

Finalmente los plasmidos que originaban la banda de 1.3 Kb se seleccionaron

(figura 57), secuenciaron, y se introdujeron en W303 por electroporacidon como se
describe en Materiales y Métodos (seccién 1.5.1).

3.2.2.- MUTANTES REALIZADOS A

PARTIR DE pYeDP Q* 8 &
Qoée & §’(b

Al comenzar este trabajo se §Q§a§o\ (}o°§°“
pensd que el realizar la mutagénesis S —A——
directamente a partir del vector de @ 2 - | Orientacién
expresion pYeDP era un proceso bastante codificante
arriesgado. El tamafio del vector con la
UCP1 inserta era bastante considerable 5.7 kb PPRLAR
(casi 8 kb) por lo que, a pesar que el ¢y, [F "TI
enzima PfuTurbo® aseguraba introducir o e

un nimero muy bajo de mutaciones al
azar, se deseché esta metodologia. Sin |—4
embargo, las numerosas manipulaciones
necesarias para conseguir los mutantes a
partir de pUC19 también podian constituir
una importante fuente de mutaciones. Figura 57 Chequeo de la orientacién de insercién del
Por ello después de realizar nuestros ADNc mutado en el vector de expresion. Los clones que

. ! ider6 | tras la digestion con Ncol originaban una banda de 1.3 kb eran
primeros mutanteg, _ S€ TeconsIdero 1@ consigerados positivos y  seleccionados para la  posterior
situacion y se decidid comprobar si era transformacion de levaduras.

Orientacion
invertida
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bt

viable adoptar esta metodologia. Asi pues, se tomd
como molde pYeDP-UCP1 y se comprobd la efectividad
del proceso con uno de los nuevos mutantes disefiados.
Tras un proceso de mutagénesis con algunas
modificaciones como se describe en Materiales vy
Métodos (seccion 1.6.1.2) se chequed la amplificacion
del ADN mutado y se comprobd que, si bien se observa
una menor amplificacién debido a una mayor longitud
del molde a replicar, el ADN mostraba una
concentracion suficiente como para continuar el proceso
(figura 58). De este modo, tras transformar £. coli XL1-
Blue y amplificar el vector, se llevd la muestra a
secuenciar y se comprobd tanto que la mutaciéon se
habia incorporado como que el resto del gen de la UCP1
. . . .y Figura 58 Chequeo de |Ia

se encontraba inalterado. La posterior introduccion en  ;nmpiificacién del ADN tras la PCR
levaduras mediante transformacién con acetato de litio  realizada con pYeDP-UCP1 y los
nos permitié crecer levaduras y analizar la expresion de ~ cebadores mutagénicos.  Como

, . K . control se empledo una muestra de
la proteina en las mitocondrias. Los resultados obtenidos  apne moide (ucp1) equivatente a Ia
reflejaron unos niveles de expresion similares a los de  cantidad de ADN antes de amplificar.
las quimeras preparadas a partir de pUC19, por lo que
consideramos que el proceso era valido.

A partir de entonces, con esta metodologia se realizaron la mayoria de las
quimeras generadas en este trabajo. En un gran nimero de ellos el molde empleado fue
pYeDP-UCP1, salvo en el caso de U2Asp138Glu, U2Phel144Leu y U2Lp2_A donde se partid
del ADNc de la UCP2 inserto en pYeDP. Dentro de las quimeras que emplearon como
molde pYeDP-UCP1 hay que citar mutantes puntuales como Gly124Ala, Gly130Ala,
Pro178Val, Gly175Leu, Glu134Asp o Met140Phe y mutantes multiples como Hx3_A, Q-Hx4,
Lp2_A, Lp2_B o Lp2_C. El resto de las quimeras realizadas también utilizaron pYeDP como
molde, pero con el ADNc de la quimera de la cual derivan inserto (ver tabla 9 de
Materiales y Métodos).

3.2.3.- CONSTRUCCION DE LOS MUTANTES Q-121 Y Q-212

En el afo 2000 Lowell y colaboradores afirmaron que la segunda repeticién de
la UCP1 era la responsable de la activacion del transporte de H* por palmitato. Para llegar
a esta conclusion realizaron una quimera de la UCP3 que tenia sustituido su segundo
dominio por el dominio homdlogo correspondiente de la UCP1 y la introdujeron en
levaduras. El estudio de estas mitocondrias en un electrodo de oxigeno mostré que la
adicion de palmitato regeneraba en la proteina quimera un incremento en la respiracion
gue no se observaba en las mitocondrias que expresaban UCP3. Este descubrimiento nos
parecié muy interesante por lo que decidimos investigar si ocurria lo mismo al introducir el
segundo dominio de la UCP1 en la UCP2, o si al realizar el proceso inverso, la UCP1 se
convertia en una proteina carente de regulacion.

Para la construccion de estas quimeras, lo primero que se hizo fue estudiar la
secuencia de ambos genes para comprobar si los enzimas de restriccion PAMI y ThAIl
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presentaban dianas en los genes
de la UCP1 y Ila UCP2 &
respectivamente.  Comprobado
que asi es, se disenaron los
cebadores correspondientes para

. A 3 C
crear una diana 7AAIL en la  vepp.ytqaL1z’ " pYeDP-U1Q2L12"
UCP1 y una A/MI en la UCP2 sin dominio Il | sin dominio Il

(seccion 1.6.2 de Materiales y 7.6 kb —» “«— 7.6kb
Métodos). Seguidamente, se
realizd la mutagénesis de
pYeDP-UCP1 y pYeDP-UCP2 con

. . . B D
el kit de mutagenesis y se dominio Il dominio Il
chequeo la correcta  pYeDP-U1Q2L12 pYeDP-U1Q2L12"
amplificacion  (figura 58). A 0.3 kb 0.3 kb

continuacién, los ADNc quimeras

se introdujeron en £. coli XL1- Figura 59 Generacién de los mutantes Q-121 y Q-212. Como paso
Blue y posteriormente en £ coli intermedio se generaron dos plasmidos quimera U1Q2L12°y U1Q2L12"°
‘ I que se digirieron con PF1 y PAML. Los productos de esta digestion son los
SCSllO'_ Se genero asl un _A,‘DNC cuatro fragmentos de la fotografia. La union de los fragmentos A y D
no metilado que se dIgIrIO de generd el mutante Q-121 y la de los fragmentos B y C el mutante Q-212.

modo secuencial con APfMI

(sensible a la metilacion dcm) y 7A4IL. Los fragmentos originados se separaron por
electroforesis en gel de agarosa al 0.7% y se purificaron para posteriormente unir el
dominio central de pYeDP-UCP2 (fragmento D) con los dominios I y III de la UCP1
(fragmento A) y generar Q-121. Los fragmentos B (dominio II de la UCP1) y C (dominios I
y III de la UCP2) se unieron del mismo modo y dieron lugar a la otra de las quimeras
mayores que se denomind Q-212 (figura 59).

3.2.4.- CONSTRUCCION DEL MUTANTE Lp1_A

El andlisis de las secuencias de la UCP1 y la UCP2 de la figura 50 nos reveld
que en las UCP2 descritas existia una region del primer /oop (SQGLVRTAR) que se
conservaba en varias de las especies, mientras que en las UCP1 se mostraba ausente (ver
figura 50). Para comprobar si esta regiéon podia ser importante en la regulacién de la UCP1
se decidié generar un mutante de la UCP1 que incluyese esta region.

Debido a la complejidad de la mutacidon a generar (cambio de 9 aminoacidos),
no se pudo emplear el kit de Stratagene por lo que se tuvo que disefiar una estrategia de
mutagénesis. Esta estrategia se basd en la descrita por Di Donato et a/ [1993] y el
protocolo se describe detalladamente en Materiales y Métodos (seccion 1.6.3). Para
esquematizar el proceso se muestra la figura 60, que describe desde la amplificacion y
generacién del fragmento quimera F1, hasta la de obtencion del vector de clonacién
intermedio pUC19-F1. Todos los pasos sucesivos y comprobaciones realizadas para
obtener la quimera Lp1_A inserta en pUC19 se muestran graficamente en la figura 61 de
la pagina 114. Llegados a este punto se procedié de forma andloga a lo descrito en el
punto 3.2.1: se escindid Lp1_A de pUC19, se introdujo en pYeDP, se seleccionaron los
clones positivos por digestién con Ncdl y, tras secuenciar, pYeDP-Lp1_A se introdujo en
levaduras por electroporacion.
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Figura 60 Esquema de la generacion y chequeos de los vectores intermedios pUC19-F1 y pUC19-F2. £stfos
vectores constituyen un paso intermedio para la generacion de Lpl_A y Lp2_C respectivamente.

3.2.5.- CONSTRUCCION DEL MUTANTE Lp2_C

En 1998 Klingenberg y colaboradores afirmaron que el transporte de H*
mediado por la UCP1 dependia del par de histidinas 145 y 147 que se localizan en la
region del /oop II de la proteina [Bienengraeber et a/, 1998]. La ausencia de ambos
residuos en la UCP2 y la presencia de Unicamente la histidina 145 en la UCP3 hizo que
estos autores afirmasen que estas proteinas no transportaban H*. Estos llamativos
resultados se obtuvieron a partir de UCP1 reconstituida en liposomas por lo que era
necesario contrastarlos en un sistema de estudio mas fisioldgico como son las
mitocondrias de levaduras.

Para ello, se generd una quimera de la UCP1 que sustituyo la region del /oop
de las UCP1 donde se localizaban ambas histidinas (SHLEGIKP) por la region homologa
correspondiente de la UCP2 (ARAGGGRR) Yy que, curiosamente, también se mostraba muy
conservada (figura 50). Esta quimera, en total cambid 7 de los aminoacidos del /oop 11 de
la UCP1 por lo que para realizarla tampoco se pudo emplear el 4it de mutagénesis. Para
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realizar esta quimera se disefid un cebador que contenia la secuencia de la regién mutada
y se amplificd por PCR. Se generd asi un fragmento de ADN (F2) que se introdujo en
pUC19 para originar un vector intermedio que se denomind pUC19-F2 (figura 60). Una vez
obtenido este vector, se desarrolld el protocolo descrito en la seccion 1.6.4 de Materiales y
Métodos y que se esquematiza en la figura 63. Se obtuvo de esta forma la quimera Lp2_C
inserta en pUC19 que posteriormente se introdujo en pYeDP mediante un proceso idéntico
al descrito en la secciéon 3.2.1. Finalmente pYeDP_Lp2_C se introdujo en levaduras por

electroporacion.

3.2.6.- CONSTRUCCION DEL MUTANTE Lp1_A/Lp2_C

Esta quimera reunié las
mutaciones introducidas en Lpl_A y
Lp2_C. Se construyd a partir del ADNc
de ambas quimeras inserto en pUC19
(pUC19-Lp1_A y pUC19-Lp2_C). Tras
la doble digestion del ADNc de ambos
plasmidos con los enzimas de
restriccion AMNI y Bsml, se generaron
cuatro fragmentos de ADN de diferente
tamafio que se separaron por
electroforesis en gel de agarosa al
0.7%. Tras visualizar con bromuro de
etidio al 1% las bandas generadas, se
seleccionaron las de 2.3 y 1.3 kb que
provenian de de Lpl_A y Lp2_C
respectivamente  (figura 62). A
continuacién se unieron con ADN
ligasa de T4 y se origind de este modo
un plasmido quimera con Lp1_A/Lp2_C
inserto. El protocolo seguido se
describe detalladamente en Materiales
y Métodos (secciébn 1.6.5) y el
esquema del proceso se muestra en la
figura 62. Con el vector de clonacién
quimera generado (pUC19-
Lpl_A/Lp2_C), se realizaron las
mismas comprobaciones y chequeos
descritos en el punto 3.2.1. Se obtuvo
asi pYeDP-Lp1_A/Lp2_C, que se
introdujo en levaduras mediante
electroporacion.

[ Lot_aipz ¢ gl
- 3e0eKL A

SR
L
L]

Figura 62 Construccion de pUC19-Lp1_A/Lp2_C. Se sefialan
los enzimas empleados en las distintas etapas asi como las bandas
generadas y escogidas para generar el ADNc quimera. Las
digestiones se separaron por electroforesis en gel de agarosa al
0.7% tefiido con bromuro de etidio al 1%. Se adjunta la imagen de
los fragmentos obtenidos tras la separacion.
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4.- ESTUDIOS /n situ CON LEVADURAS
4.1.- ESTANDARIZACION DE VALORES DE LAS CEPAS REFERENCIA

4.1.1.- COMPORTAMIENTO BAJO CONDICIONES RESPIRATORIAS DE LAS
MITOCONDRIAS REFERENCIA

En nuestro laboratorio, durante mucho tiempo se han estudiado los
parametros bioenergéticos que caracterizan la respiracion mitocondrial de levaduras
control, UCP1 y UCP2, y se ha demostrado que presentan caracteristicas que permiten
diferenciarlas. Los distintos valores de los parametros bioenergéticos se recogen en la
tabla 18 y se representan en las figuras 64, 65 y 66.

El denominado estado 4 de la respiracion mitocondrial es la respiracion basal
que se observa tras la adicidn del sustrato NADH a las mitocondrias estudiadas (figura
64). Al comparar los estados 4 de las mitocondrias referencia se observan las primeras
diferencias. Las mitocondrias UCP1 presentan un mayor valor de consumo de oxigeno en
estado 4 (217+5 nmoles’O’'min? mg?) que las mitocondrias UCP2 (156+6
nmoles' O 'min™ mg™), y éstas a su vez uno mayor que las mitocondrias control (13645
nmoles O ‘min™ mg™).

La respiracion en presencia de un desacoplante inespecifico como el FCCP
(carbonilcianuro p-trifluorometoxifenilhidrazona), va a producir un colapso en el potencial
de membrana y, por tanto, nos va a dar una idea de la capacidad respiratoria maxima de
estas mitocondrias (figura 64). La relacion FCCP/estado 4 nos muestra el grado de
acoplamiento de las mitocondrias estudiadas, y = wcez contrsi uces
refleja la existencia de “fugasO de protones :
(del inglés /eaks) en la membrana interna
mitocondrial que permiten la reentrada de los
H* a la matriz. Analizando nuestras cepas
referencia, se observa que la adicién de
desacoplante provocaba un incremento en la
velocidad de la respiracion en todas las
mitocondrias, pero este incremento era mayor
en mitocondrias control (5.84+0.16) y UCP2
(5.15+0.13) que en las UCP1 donde Ila
estimulacion era la menor (3.72+0.14). Este
efecto es debido a la presencia de la UCP1,
cuya expresion provoca un mayor valor de
estado 4, y por lo tanto, el desacoplamiento
que provoca el FCCP es aparentemente menor.

K&OH L mM

ADP 0.2 mM

3 s

100 meeed 0"

Figura 64 Trazado representativo de Ila
respiracion, en el electrodo de oxigeno y en
presencia de NADH y ADP, de las mitocondrias de
levaduras empleadas como cepas referencia en los
experimentos. La respiracion se inicio con la adicion de
1 mM de NADH. El RCR se calculo dividiendo la velocidad
de respiracion inducida por la adicion de ADP 0.2 mM por

Al anadir ADP 0.1 mM tras la

adicion del sustrato, el potencial de membrana
disminuye y la respiracion se estimula en todas
las mitocondrias (figura 64) pasando al
llamado estado 3 de la respiracién. Conforme
el ADP se va fosforilando en la ATPsintasa, la

la velocidad de respiracion basal (estado 4). La adicion
de FCCP 10 uM nos mostro la capacidad respiratoria
maxima de esas levaduras. La SAB se empled a una
concentracion de 10 uM. Las figuras representan las
tasas respiratorias en nmoles 'O ‘min™* mg™.
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mitocondria va recuperando tanto el potencial de membrana como la velocidad de
respiracion basal. El control respiratorio (RCR del inglés respiratory control ratio) es el
cociente entre el consumo de oxigeno en el estado 3 y el estado 4, y representa el grado
de acoplamiento entre la respiracion y la sintesis de ATP. En otras palabras, el RCR nos da
una idea de la eficiencia del proceso de fosforilacion oxidativa. Por lo tanto, la capacidad
de respuesta de las mitocondrias a la adicion de ADP depende también de su grado de
acoplamiento ya que a mayor cantidad de “fugasQ menor rendimiento energético.
Légicamente en este caso, las mitocondrias control fueron las que mostraron el mayor
valor (3.02+0.05) (figura 64) de las tres cepas control. Mientras, las mitocondrias UCP2
presentaron un valor intermedio de 2.39+0.03, sensiblemente menor a las control, pero
superior a las mitocondrias UCP1, que presentaron el RCR mas bajo de los tres
(1.974£0.06). Estos resultados indicaron que las levaduras que expresaban UCP1
presentaban un rendimiento energético menor que las otras dos cepas referencia.

Si se aflade GDP 1mM a estas mitocondrias, la velocidad de respiracion
mostraba un ligero incremento tanto en el caso de las mitocondrias control (8+3.7%)
como en el de las mitocondrias UCP2 (10+4.7%) (figura 65.A). Este incremento de la
velocidad de respiracion basal es provocado por el efecto residual del GDP sobre la
citocromo c-oxidasa [Prieto et al 1995]. Por el contrario, en mitocondrias UCP1 el GDP
ocasionaba una disminucién de la velocidad de respiracion del 29 +2.1%. Esta
disminucion es consecuencia de una inhibicion de la actividad de la UCP1, y por lo tanto
del transporte de H* hacia la matriz mitocondrial. Los valores obtenidos en nuestros
experimentos concuerdan con los obtenidos en nuestro laboratorio en estudios anteriores
[Gonzalez-Barroso et al., 1998].

Como se comentd en la seccion 3.3 de la Introduccion, tanto el acido palmitico
como el acido retinoico son otros dos de los reguladores de la actividad de la UCP1. Esto
no es extensible a la UCP2, ya que mientras el acido palmitico no afecta su actividad, el
retinoico si lo hace, aunque de modo dependiente al pH [Rial et a/, 1999]. Para los
ensayos, y de acuerdo con lo observado en estudios anteriores, se emplearon unas
concentraciones de reguladores en una relaciéon molar 3:1 frente a SAB del medio (10uM).
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Figura 65 Trazado representativo de la respiracion de las cepas referencia en presencia de GDP y palmitato
en el electrodo de oxigeno. Las condiciones de ambos experimentos fueron las mismas que la de la figura 64. (R) La
adicion de GDP 1 mM provoca la inhibicion de la respiracion unicamente en el caso de las mitocondrias UCP1. En las
mitocondrias control y UCP2 se observa un ligero efecto activador. (B) De igual modo, la adicion de palmitato 30 uM activa
la respiracion dnicamente en mitocondrias UCP1. Las figuras representan las tasas respiratorias en nmoles 'O ‘min™ mg”.
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Esta proporcion era adecuada para observar un efecto desacoplante cercano al maximo
(figura 65.B), pero sin llegar a ocasionar efectos inespecificos (ver figuras 48 y 49). El
estudio de las cepas controles confirmd que acido palmitico no provocaba una
estimulacion de la velocidad de la respiracion ni en las mitocondrias control (1.02+0.04) ni
en las UCP2 (1.03+0.04), sin embargo, en mitocondrias UCP1 ocasionaba un incremento
de la velocidad de respiracion de 1.68 + 0.04 veces (figura 65.B). Un efecto similar se
observaba al anadir acido todo-trans retinoico a estas mitocondrias en un medio de
respiracion a pH 6.8 (figura 66.A). Mientras que en mitocondrias control (0.98+0.06) y
UCP2 (0.93+0.05) la respiracion no sélo no se estimulaba sino que se mostrada
ligeramente inhibida, en el caso de mitocondrias UCP1 la velocidad de respiracion se
incrementaba, de modo reversible por GDP, hasta 1.72+0.05 veces el valor del estado 4.
Estos valores, si bien no pueden considerarse iguales a los obtenidos en TAP, permanecen
en un mismo rango (ver figura 40).

Sin embargo, como antes citamos, la respuesta a la adicion de acido fodo-
trans retinoico a mitocondrias UCP2 variaba segun el pH del medio de respiracion [Rial et
al, 1999] (figura 49). Las mismas adiciones de acido retinoico a pH 7.3, provocaban un
incremento en la velocidad de respiracion de estas mitocondrias de 1.72+0.04 veces. Este
efecto no se observaba ni en mitocondrias control, donde permanecia una ligera inhibicion
cercana al 10%, ni en mitocondrias UCP1 donde se mantenia una activacién de la
velocidad de respiracién, aunque en este caso, como consecuencia de un incremento en el
estado 4, con valores aparentemente menores (1.34+0.06) (figura 66.B).

Todos estos datos, se recogen en la tabla 18, y nos permitieron establecer
unos valores controles o referencia con los que se analizaron los efectos de las distintas
mutaciones sobre las caracteristicas bioenergéticas de la UCP1. Todos los mutantes se
analizaron de modo andlogo a los controles, estudiando su comportamiento en el
electrodo de oxigeno.
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Figura 66 Trazado representativo del comportamiento en el electrodo de oxigeno de las cepas referencia en
presencia de acido retinoico a diferentes pHs. Las condiciones de ambos experimentos fueron las mismas que la de la
figura 64. (A) A pH 6.8, la adicion de retinoico 30 uM tnicamente estimulaba la respiracion de las mitocondrias UCP1, en
las otras dos cepas o no se observaba efecto o se observaba una ligera inhibicion. La adicion de GDP a las mitocondrias
UCP1 revierte el efecto estimulador del retinoico. (B) A pH 7.3, mientras que las mitocondrias UCP1 y control se comportan
cualitativamente del mismo modo que a pH 6.8, las UCP2 muestran un incremento de respiracion de hasta el 75% su tasa
de respiracion basal. Las figuras representan las tasas respiratorias en nmoles 'O ‘min mg”.
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4.1.2.- EFECTO DE LA EXPRESION DE PROTEINAS MITOCONDRIALES
EXOGENAS SOBRE EL CRECIMIENTO DE LEVADURAS

La actividad de la UCP1, de la UCP2 o de las quimeras puede modificar el
crecimiento de las cepas que las expresan [Gonzalez-Barroso et a/., 1999]. Para estimar el
efecto que causaba la expresion de las quimeras disefadas, se estudid el crecimiento de
las cepas referencia en medio con galactosa y se establecieron unos valores de tasa de
generacién que nos permitieron una posterior comparacion con los datos obtenidos para
las quimeras. Un caso extremo que ejemplifica esta modificacion del crecimiento es el de
la quimera UCPA9 caracterizada en nuestro laboratorio [Bouillaud ef a/, 1994]. Su
expresion retrasa de modo severo el crecimiento de las levaduras, y alcanza el maximo
efecto entre las 4 y 6 horas posteriores a la induccion con galactosa. A partir de las 7
horas de crecimiento en medio con galactosa, el tiempo de generacion en estas levaduras
disminuye. Este fendmeno sdlo ha sido observado en esta cepa y es consecuencia de una
pérdida selectiva del plasmido que provocaba la aparicion de revertientes en el medio de
cultivo [Bouillaud et a/., 1994].

La incubacién e induccion de la expresion de las proteinas se realizd como se
describe en Materiales y Métodos (seccion 2.1). Como paso previo para estimar los
posibles efectos se calculd la tasa de generacién en presencia de la glucosa inicial, es
decir, sin expresién de las proteinas referencia. Este valor indicaba el estado general de la
cepa estudiada y nos servia para detectar cualquier anomalia en el crecimiento de la cepa
que no era atribuible a la expresidn de las proteinas insertas en nuestro vector de
expresion. Para su célculo, se realizaron las medias aritméticas de los valores obtenidos 30
min antes y 30 min después de la adicion de la galactosa y, teniendo en cuenta el valor
obtenido para las 34 cepas de levaduras estudiadas, se establecié que su valor promedio
era de 3.25 £0.07 h (n=30).
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Figura 67 Efecto de la induccion de la expresion con galactosa en el crecimiento de las levaduras. (A)
Variacion en el numero de células por ml en levaduras control, UCP1 y UCP2. £/ crecimiento se determind a partir
de la lectura de la absorbancia de los cultivos cada 5 minutos, la galactosa se afadio en el tiempo 0. (B) Efecto de la
expresion de la UCP1, UCP2 y del control en el tiempo de generacion de las levaduras. Los datos mostrados
pertenecen a uno de los 11, 6 o 4 experimentos independientes realizados en cada caso y representan los valores
corregidos segun las expresiones mostradas en el apartado de Materiales y Métodos (ver texto para mas detalles).
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La induccidn con galactosa tenia lugar tras aproximadamente dos horas de
crecimiento en medio con glucosa muy diluida, y se monitorizaba durante 7 horas. La
figura 67 muestra el crecimiento de las tres cepas de levaduras controles y la variacion de
la tasa de generacién con el tiempo (ver seccion 2.1 de Material y Métodos para una
explicacion de su calculo). A partir de estas grdficas se definieron los tiempos de
generaciéon “galactosaQ que se calcularon como la media de las tasas de generacién
obtenidas entre las 4,5 y 5,5 horas después de la induccién. La tasa de generacion
obtenida con la cepa control (3.60+0.09 horas) nos indicd que el crecimiento de estas
levaduras en un medio con galactosa se retrasa independientemente de la expresiéon de
las UCPs. Sin embargo, comparando los tiempos obtenidos para las tres cepas referencia,
se observd que la expresion de la UCP1 (3.94+0.03 horas) o UCP2 (3.84+0.12 h)
provocaba un crecimiento mas lento que el que se apreciaba en las cepas control
(3.60+0.09 horas). Estos resultados concuerdan con lo afirmado por otros autores
[Bathgate et al, 1992], e indican que el rendimiento de la fosforilacién oxidativa de estas
células UCP1 o UCP2 debe haber disminuido. Estos valores fueron considerados como los
valores de referencia que nos permitieron estimar el efecto que, sobre el crecimiento,
provocaba la expresion de las distintas quimeras.

4.2.- ESTUDIO FUNCIONAL DE LAS QUIMERAS MAYORES
4.2.1.- ANALISIS DE LOS PARAMETROS BIOENERGETICOS

Tal y como se describe en Materiales y Métodos, como paso previo a cualquier
estudio bioenergético con mitocondrias aisladas, siempre se chequed por Western Blotting
la correcta expresion de las proteinas en las mitocondrias (seccién 1.5.3). La figura 68
muestra la inmunodeteccion con anticuerpos anti-UCP1 y anti-UCP2 de las cepas
referencia. La presencia de una ligera sefial en la muestra de mitocondrias UCP2 cuando
se emplea anticuerpo anti-UCP1 (figura 68.A), y su ausencia en el experimento inverso
(figura 68.B), es consecuencia de la naturaleza de los anticuerpos. Anti-UCP2 es un
anticuerpo generado contra un péptido de 14 aminoacidos especifico de la UCP2 por lo
que no es de esperar que reconozca hinguna region de la UCP1. Por el contrario, anti-
UCP1 se genera contra la proteina completa y ello implica que, debido a la gran homologia
de ambas proteinas, probablemente existan anticuerpos que reconozcan regiones
presentes en ambas. En la figura 69 se muestra la inmunodeteccidn conjunta de las cepas
referencia y las quimeras mayores. Una vez descartado cualquier posible defecto en la
expresion de las proteinas, se estudid su comportamiento en el electrodo de oxigeno de
modo analogo al empleado para caracterizar las cepas referencia y se establecieron sus
caracteristicas bioenergéticas. Los datos
obtenidos, junto con los de las cepas
control, UCP1 y UCP2 se recogen en la tabla
18.

El andlisis de la actividad
transportadora basal de las quimeras
generadas junto con las proteinas controles
viene representados en la gréﬁca 71.A. En Figura 68 Patron de expresion estudiado por Western

f - blotting de las cepas control. (A) Con anticuerpo anti-
ella se observa que las mitocondrias que (B) Con anticuerpo anti-UCP2.
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£5]
expresan UCP1 y Q-212 muestran el valor de
a estado 4 mas elevado. Q-121 por su parte se
~N S v v ™ caracteriza por un estado 4 de valor intermedio
!
& OQ 6 ‘-'\7 ,i\' entre el mostrado por las mitocondrias control
S O S 0" 0" y las mitocondrias UCP2.
_- = =

La figura 71.B muestra que los
valores de RCR oscilan entre el mayor,
Figura 69 Inmunodeteccién conjunta de las cCaracteristico de las mitocondrias control, y el
cepas referencia y de las quimeras mayores con menor mostrado por las UCP1. En un valor
anticuerpo anti-UcP1. intermedio se sitGan las UCP2 y muy cerca de
ellas las mitocondrias de la quimera Q-121. Las mitocondrias de la otra de las quimeras
mayores, Q-212, presentan un RCR inferior al de las mitocondrias control y UCP2.

A partir de la gréfica C de la figura 71 se observa que Unicamente las
mitocondrias UCP1 presentan una regulacién por nucledtidos. En ambas quimeras
mayores la regulacion por nucleétidos desaparece.

La dltima de las graficas de la figura 71 (D), retne los efectos que los
activadores de la UCP1 y UCP2 provocan sobre las cepas que expresan las quimeras
mayores y las proteinas referencia. Llama la atencion el fenotipo que muestra la quimera
Q-212 ya que, aunque no muestre sensibilidad a GDP, esta proteina derivada de la UCP2
adquiere una capacidad de respuesta a retinoico y palmitico muy parecida a la UCP1. En la
otra quimera mayor (Q-121) ocurre lo contrario y adopta un fenotipo tipico de la UCP2
caracterizado por una capacidad de respuesta a acido retinoico mayor a pH 7.3 que a 6.8.

Finalmente el andlisis de la tasa de generacion en presencia de galactosa de
las levaduras que expresan las quimeras
mayores reveld un ligero incremento en los 8

valores de la tasa de crecimiento. } 1 b
g J Galactosa <A> 801221
4.2.2.- CARACTERIZACION DE LAS £ ¢ i © oz
QUIMERAS MAYORES S 5:
©
Los resultados obtenidos hasta % 4
el momento nos habian indicado que, para § |
la UCP1 y UCP2, la sustitucion de su o 3
segundo dominio provocaba la pérdida de § 1
su fenotipo caracteristico. Sin embargo, 2
para ponderar la importancia de las 1
mutaciones introducidas era necesario 1 T
determinar si se habian generado unas 2 0 2 4 6
proteinas inactivas o0 quimeras con Tiempo (horas)

caracterls_tlc,as senj,ejantes _a_ _Ia UCP1 o Figura 70 Efecto de la expresion de la UCP1, UCP2,
UCP2. Existia también la posibilidad de que, antisentido de la UCP1 y de las quimeras Q-121 y Q-

como ocurrid en su momento con los 212 en el tiempo de generacion de las levaduras. Los

214 Valores mostrados son representativos y muestran los datos
mutantes  UCPA9 o G|y76A [Gonzalez corregidos segun las expresiones descritas en la seccion

Barroso et al,, 1997; 1999], 1.5.3 de Materiales y Métodos.
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Figura 71 Representacion de los principales parametros bioenergéticos que caracterizan la funcionalidad de las cepas referencia y las quimeras mayores Q-121 y
Q-212. (A) Estados 4 en presencia de NADH 1mM. (B) Cociente de control respiratorio (RCR) calculado en presencia de ADP 0.2 mM. (C). Capacidad de inhibicion
de los nucleétidos. Los valores se expresan como un porcentaje de inhibicion respecto al estado 4 tras la adicion de GDP 1mM., (D) Estimulacién por acido palmitico y retinoico
30 uM. Todos los experimentos se realizaron en un medio de respiracion que contenia SAB 10 uM. Los datos mostrados representan la media de al menos 6 experimentos
Independientes realizados por duplicado. Las barras de error representan el error estandar medio (ESM).

Estado 4 Inhibicion Respir_acién Respir_acién Estimulacion R;::ilr:zf::gn R;:Eilr:zfégn Est!mL!Iacién Est!mL!Iacién Tasa d_e p
n pH 6.8 RCR GDP Palmitato | Palmitato Palmitato 3:1 311 3:1+GDP Retinoico 3:1 | Retinoico 3:1 | generacion

3:1 3:1+GDP pH 6.8 pH 6.8 pH6.8 pH7.3 (horas)
Control | 15| 136/+ 4.8/3.02 +£/0.05| -7.8/+| 3.7 139/+ 5.6| 145/+ 6.1 1.02 + 0.04| 134 + 12.6| 132/+  18.1| 0.98/+ 0.06| 0.84/+ 0.05/3.39 + 0.09
UCP1 13| 217 £ 4.8/1.97 £/0.06| 28.8/+ 2.1| 365+ 11.6| 156 = 5.3| 1.68 £| 0.04| 373/ + 18.3| 141/+ 8.1| 1.72 £ 0.05| 1.34/+ 0.06|/3.84 £ 0.12
UCP2 9157 £ 5.6/2.39 £/0.03| -9.8/ £+ 4.7| 161 £ 7.5|170 £ 8.8| 1.03 £ 0.04| 145 + 10.3| 159/+ 12.4| 0.93/+ 0.05[ 1.72/+ 0.04|3.94/+ 0.03
Q121 13| 145/+ 5.2(/2.50 £ 0.04| -3.7 £ 4.0 146 +| 5.7/ 148/+ 5.5| 1.01/+  0.04| 157 £ 8.0( 158 £ 9.7| 1.08 £ 0.05| 1.26 £ 0.07|4.36 £ 0.10
Q-212 6| 195/+ 9.1(2.21 + 0.10| -5.3 +| 4.8 253 + 11.1| 248 + 15.2| 1.30 + 0.05| 286 + 13.5| 266 £+ 8.7 1.46 = 0.06 1.52/ + 0.03|4.47 = 0.20

Tabla 18 Resumen de los principales parametros bioenergéticos que caracterizan la funcionalidad de las cepas referencia y las quimeras mayores Q-121 y Q-212.
Los valores de respiracion y de estado 4 vienen expresados en nmoles ‘O 'fﬁ/’ﬂ'I mg’de proteina. La inhibicion por GDP representa el porcentaje de inhibicion de la respiracion en estado
4. Todos los datos mostrados en la tabla representan la media de los "nOexperimentos independientes realizados como minimo por duplicado y van acompaiados del error estandar

medio (ESM).
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las quimeras realizadas originasen proteinas o tipo poro o tipo “desreguladoQ Por ello fue
necesario realizar un analisis exhaustivo de los datos y tratar de definir las caracteristicas
de los distintos fenotipos para, de este modo, poder clasificar las quimeras generadas.

4.2.2.1.- Definicion de los fenotipos bioenergéticos posibles

A modo de resumen y a partir de los resultados obtenidos en nuestros
experimentos, las mitocondrias referencia bioenergéticamente se definen por las
siguientes caracteristicas:

Mitocondrias UCP1

« Presentan un elevado estado 4 inicial, o lo que es lo mismo, una elevada
actividad desacoplante basal en comparacion con las mitocondrias UCP2 y
control. Esto se refleja también en un RCR bajo.

 La actividad de la proteina es inhibible por nucleétidos de purina.

« Muestran una activacién de la respiracion en presencia de acido palmitico y
retinoico a pH 6.8. Esta activacién se caracteriza por ser sensible a
nucledtidos.

Mitocondrias UCP2

« La tasa de respiracion basal o estado 4 inicial que muestran es similar al de
las mitocondrias control, y por tanto, se caracterizan por un RCR alto.

+ No sblo no muestran inhibicién por nucledtidos de purina sino que, en
presencia de éstos, incluso muestran una ligera estimulacion de Ila
respiracion.

« No se activan por el acido palmitico. En presencia de acido retinoico a pH
6.8 la respiracién se muestra parcialmente inhibida, pero a 7.3 se activa de
manera clara y no sensible a GDP.

Mitocondrias que expresan proteina inactiva (control)

» Muestran un estado 4 bajo, y por tanto, un RCR muy alto.

« Carecen de inhibicidn por nucledtidos y puede incluso observarse una
estimulacion de la respiracion en presencia de ellos.

« En presencia de acido retinoico la respiracion se muestra parcialmente
inhibida y con palmitico la respiracion se ve ligeramente activada pero de
un modo no sensible a GDP.
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Estas caracteristicas permitieron clasificar los fenotipos que mostraron las
distintas cepas quimera, pero la generacion de mutantes podia originar otro, el llamado
fenotipo “desreguladoQ Este fenotipo fue caracterizado en nuestro laboratorio tras la
generacion de varios mutantes del tercer tercio de la UCP1 [Gonzalez-Barroso et al,
1999]. Un ejemplo de mitocondrias que presentan este fenotipo son las que expresan el
mutante Gly76A, y que se caracterizan por:

« La respiracion basal de estas proteinas es elevada y por lo tanto muestran
un RCR muy bajo.

» No muestran regulacién por nucleétidos o si lo hacen esta inhibicién es muy
baja.

« Debido a su elevada respiracion basal y a la falta de regulacion por
nucledtidos, los tiempos de generacidon de estas levaduras se incrementan
claramente por encima de las 5 horas [Gonzalez-Barroso et al., 1999].

4.2.2.2.- Clasificacion del fenotipo de las quimeras mayores

Definidas las caracteristicas bioenergéticas de las mitocondrias de las cepas
referencia, los resultados obtenidos para las quimeras mayores se analizaron para tratar
de clasificarlas.

La representacion de la inhibicion por GDP vy los estados 4 de cada cepa (figura
72.A) indicé que las dos quimeras mayores presentaban una tasa de respiracion basal
menor que la UCP1. Ambas quimeras no mostraron un estado 4 regulado por nucleétidos.
Las tasas de generacion observadas en ambas quimeras son mayores que las de las cepas
referencia, pero no tanto como las que se obtienen en quimeras que muestran un fenotipo
desregulado (figura 72.B) [Gonzalez-Barroso et al., 1999].
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Figura 72 (A) Relacion entre los valores obtenidos de inhibicion por GDP y del estado 4 de la respiracion
(B) Relacion entre la inhibicion por GDP y la tasa de generacion de las cepas referencia y quimeras
mayores. Los valores mostrados representan la media de al menos tres experimentos independientes realizados como
minimo por duplicado. Las barras de error representan el error estandar medio (ESM) de ambas medidas.



Gl Resultados Experimentales 126
400 7 La figura 73 analiza la respuesta
450 ] a _palmitato y acido retinloigo. De las dos

o 1 / quimeras  mayores,  Unicamente las
g 300 ya mitocondrias Q-212 muestran una elevada
= ] @/ tasa de respiracion en presencia de ambos
& ey y acidos. Sin embargo, el andlisis de esta
% 1 activacion (figura 74.A) indicO que esta
£ 200 / activacion no se encontraba regulada por
g - / GDP, y que sdlo las mitocondrias UCP1
150 | /f@ presentan un componente sensible a
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Figura 73 Relacion de la respiracion mitocondrial en
presencia de acido palmitico y retinoico de las cepas
referencia y quimeras mayores. La /eyenda de los
simbolos empleados es la misma que la de las figuras 72 y
74. Los valores representados vienen expresados en nmoles
‘0" mim'mg? y son la media de al menos tres
experimentos independientes realizados por duplicado. Las
barras de error muestran el ESM de las medidas.

La propiedad caracteristica de las
mitocondrias UCP2 es la estimulacion por
retinoico a pH 7.3. La figura 74.B representa
las diferencias de estimulacién por retinoico
a pH 6.8 y 7.3 frente al componente sensible
a GDP y muestra que la quimera Q-121, que
no respondia a retinoico ni palmitato a pH
6.8, si que es estimulada a pH 7.3. Esto no
se observa en las mitocondrias control.

Todos estos datos sefialaban que el segundo dominio de la UCP1 es clave para
la regulacién de la proteina. Su cambio por el dominio homdlogo de la UCP2 en la quimera
Q-121, genera una proteina que pierde el fenotipo UCP1 acercando su comportamiento al

de las mitocondrias UCP2 (adquiere una

estimulacion por retinoico a pH 7.3). Sin

embargo, el fenotipo UCP1 no reside Unicamente en este segundo dominio, ya que el
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Figura 74 (A) Representacion de la relacion entre el componente sensible a GDP que muestra la

estimulacion por acido palmitico y retinoico. Los

valores mostrados se expresan en nmoles ‘O ‘min‘mg”. (B)

Relacion entre el cociente de la estimulacion inducida por acido retinoico a pH 7.3 y 6.8 y el componente
sensible a GDP. Los datos muestran los valores medios de al menos tres experimentos independientes realizados

como minimo por duplicado y van acompafiados del error

estandar medio (ESM) de ambas medidas.



=i Resultados Experimentales 127
EX]

cambio analogo del segundo dominio de la UCP2 por este dominio de la UCP1 (Q-212)
genera una nueva quimera con alguna de las caracteristicas propias de la UCP1, como la
capacidad de estimulaciéon por acido retinoico y palmitico a pH 6.8, pero no restaura la
sensibilidad a nucledtidos.

4.3.- ESTUDIO FUNCIONAL DE LOS MUTANTES DEL LOOP 11 DE LA UCP1
y UCP2

Una vez observado que el segundo dominio era clave para el comportamiento
de la proteina, era importante tratar de determinar si dentro del segundo tercio de la
UCP1 habia alguna region determinante de la respuesta a acidos grasos y retinoico. Para
investigar este punto se fueron realizando una serie de quimeras que fueron cambiando
progresivamente regiones del tercio central de la UCP1 por las regiones homdlogas del
segundo tercio de la UCP2 (ver figura 50). En esta seccion se presenta el analisis de la
region del /oop (figura 52). Finalmente, y para comprobar los resultados obtenidos en el
analisis de la quimera Lp2_D, se realizd la quimera reciproca en la UCP2 (figura 55).

4.3.1.- ANALISIS DE LOS PARAMETROS BIOENERGETICOS

Al igual que para los mutantes mayores, lo primero que se analizd fue la
correcta expresion de las quimeras por Western-Blotting. De este modo, para las quimeras
realizadas a partir de la UCP1 o UCP2 se utilizd anticuerpo anti-UCP1 o anti-UCP2
respectivamente. Los resultados se muestran en la figura 75.A y 75.B. Posteriormente, se
analizd el comportamiento de todas las mitocondrias en el electrodo de oxigeno, y de
modo analogo al descrito para las anteriores quimeras, se calcularon los parametros
bioenergéticos necesarios para caracterizarlos. Los valores y la representacion de algunos
de ellos se recogen en las figuras 76, 77 y 78 de las paginas siguientes.

El analisis de la actividad transportadora basal se muestra en la figura 76.A. El
estudio de la grafica refleja que Lp2_A, Lp2_B y Lp2_C tienen valores de estado 4 incluso
mayores que los caracteristicos de la UCP1, mientras que Lp2_D, Q-Lp2, U2Asp138Glu,
U2Phel44Leu y U2Lp2_A, los tienen muy parecidos a los propios de la UCP2. Entre éstos,
el resto de los mutantes muestran unos valores intermedios; unos mas préximos a
mitocondrias UCP1 (Glu134Asp, Met140Phe, Lp2_AB y Lp2_ABC) y otros con valores mas
relacionados con la UCP2 (Lp2_ABCD y Lp2_ABCDE).
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Figura 75 Inmunodeteccion de las quimeras del /oop II. (A) Mutantes UCP1. Para e/ proceso de inmunodeteccion
se empled anticuerpo anti-UCP1. (B) Mutantes UCP2. Detectados con anti-UCP2. Como cepas de control positivo se
emplearon las cepas UCP1 o UCP2 (segun el caso) y la cepa control.
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N ) 3:1+GDP ) pH 6.8 +GDP-pH 6.8 pH 6.8 pH7.3 (horas)
Control 15| 136/% 4.8/ 3.02+ 0.05| -7.8zx 3.7 139 = 5.6 145+ 6.1| 1.02/= 0.04| 134/ 12.6] 132+ 18.1| 0.98 £ 0.06 0.84 £ 0.05| 3.39+ 0.09
UCP1 13| 217|+ 4.8 1.97 £ 0.06] 28.8=x 2.1 365+ 11.6] 156+ 5.3| 1.68 £+ 0.04| 373+ 18.3| 141 + 8.1 1.72/= 0.05| 1.34+ 0.06| 3.84+ 0.12
UCP2 9| 157 £ 5.6 2.39+ 0.03] -9.8+ 4.7 161 = 7.5| 170 £ 8.8 1.03/= 0.04| 145/ 10.3| 159 £ 12.4| 0.93 £ 0.05( 1.72 £ 0.04| 3.94+ 0.03
Glu134Asp 4 193 = 3.2| 2.14+ 0.07| 20.8 =% 2.1 324+ 15.1] 159 2.3| 1.68/= 0.05| 318/ 7.0 96 £ 7.0/ 1.64/= 0.03] 1.25+ 0.05[ 3.67 £ 0.11
Met140Phe 3| 197 £ 11.5| 1.97 £ 0.03] 17.4/+ 6.0] 333 £ | 43.4| 182+ 0.8 1.69= 0.14| 316/ 4.8| 113+ 4.8/ 1.60/= 0.04] 1.39+ 0.09( 3.73 £ 0.19
Lp2_A 3| 223+ | 40.9] 2.00+ 0.06] 22.6/+ 16.2|] 356 + 45.2| 166+ 31.6| 1.60+ 0.19| 363/ 60.4| 167 £ 35.3| 1.63+ 0.23| 1.39+ 0.20| 3.50+ 0.03
Lp2 B 3| 237 £ 79| 1.86+ 0.04] 23.8<+ 3.9 361+ 26.1 181 +| 15.8/ 1.52+ 0.07| 361+ 15.4| 175+ 14.1] 1.52/= 0.05| 1.30+ 0.04| 4.30 £ 0.09
Lp2_C 3] 239+ 11.8] 1.81 £ 0.04] 33.4|/x 4.0 383+ 30.1f 157 % 7.6 1.60+ 0.09| 406/ 56.3] 141+ 11.5( 1.70+  0.14 1.43 £ 0.12| 3.82+ 0.37
Lp2_ D 4 156 = 3.0 2.65+ 0.10 4.0/+ 2.3| 244+ 32.2| 159+ 9.6| 1.57 £ 0.11| 292 % 5.1 111 + 5.1 1.87+ 0.03] 1.44+ 0.09( 3.57 £ 0.07
Lp2_AB 3] 191+ 4.6 2.21 £ 0.16] 24.0 3.5 314+ 154 149 % 9.1 1.64+ 0.05| 327 £ 26.9| 150+ 13.6| 1.71/= 0.08| 1.48+ 0.07[ 3.64+ 0.06
Lp2_ABC 4 209+ 11.0f 2.15+ 0.08| 19.2/+ 6.1 317+ 38.1| 171 +| 17.7| 1.52+ 0.12] 358 £ 16.2| 166+ 11.7| 1.71/= 0.07| 1.24+ 0.19( 4.58 £ 0.05
Lp2_ABCD 4 175+ 12,9 2.26 £ 0.09 1.5/ 8.2| 215+ 20.3| 173 +£| 15.9| 1.23+ 0.09] 237 £+ 17.2| 169+ 13.6/ 1.36/= 0.09| 1.23+ 0.08| 4.16 £ 0.05
Lp2_ABCDE 4] 182+ 17.7| 2.37 £ 0.14] -2.6/= 10.5| 204+ 14.4| 188+ 20.9| 1.12+| 0.09| 210 % 8.0| 182 = 22.0| 1.15% 0.07| 0.90+ 0.05( 3.77 £ 0.05
Q-Lp2 4 162 = 8.7 241+ 0.14] -2.1z 5.9| 171+ 11.7 160+ 12.8| 1.06 = 0.06| 171 % 3.5| 159 + 47| 1.06/= 0.04] 1.03+ 0.06| 3.78 £ 0.12
U2Asp138Glu | 4/ 169+ 10.7[ 2.15+ 0.02] -10.9 £ 59| 177+ 10.7] 185+ | 10.5| 1.05+ 0.06] 140+ 10.0] 139 + 79 0.83+ 0.06) 1.52+ 0.11] 3.76 & 0.12
U2Phe144Leu| 4| 150/ 3.6] 2.38+ 0.13] -12.4 % 2.2| 163 £ 2.6| 170 4.0/ 1.09+ 0.02] 125+ 3.1 124 + 1.4 0.84+ 0.02] 1.38+ 0.09] 3.65*+ 0.10
U2Lp2_ A 4] 169 = 6.6] 2.11+ 0.07] -11.4 % 5.2| 184+ 9.8 196+ | 16.9] 1.09+ 0.05 144+ 16.9) 155+ 19.2| 0.85+ 0.07| 1.52/+ 0.02[ 3.91+ 0.14

Figura 76 Representacion de los principales parametros bioenergéticos y tabla resumen de los valores que caracterizan la funcionalidad de las cepas control y de
las quimeras del /oop II de la UCP1. (A) Estados 4 en presencia de NADH 1mM. (B) Cociente de control respiratorio (RCR) calculado en presencia de ADP 0.2 mM.
(C) Capacidad de inhibicion de los nucleétidos en presencia de GDP 1mM. 7odos los experimentos se realizaron en un medio de respiracion que contenia SAB 10 uM. Los
valores de respiracion y de estado 4 vienen expresados en nmoles ‘O “minmgde proteina. La inhibicion por GDP representa el porcentaje de inhibicion de la respiracion en estado
4. Todos los datos mostrados van acompariados de los errores estandar medios (E.S.M.).
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En la figura 76.B de nuevo se observa que los datos de RCR se relacionan de
un modo inverso con los del estado 4. Atendiendo a su valor, Lp2_D y Q-Lp2 presentan el
RCR mas alto de todos, mientras que los menores valores los muestran Lp2_B y Lp2_C. El
andlisis de la grafica indica que, segun el RCR, se pueden establecer dos grupos de
quimeras definidas: uno con valores de RCR iguales o inferiores al de mitocondrias UCP1
(Met140Phe, Lp2_A, Lp2_B y Lp2_C) y el otro con valores superiores a ésta (Glu134Asp,
Lp2_AB, Lp2 ABC, Lp2 ABCD, Lp2_ABCDE, Q-Lp2, U2Asp138Glu, U2Phel44lLeu vy
U2Lp2_A).

A partir de la gréfica C de la figura 76 se ve que algunas de las mutaciones
introducidas en el /oop II de la UCP1 provocan la pérdida de la sensibilidad a nucledtidos
de estas quimeras. Se vuelven a observar dos subgrupos de mutantes: los que tienen una
muy baja sensibilidad a nucledtidos o carecen de ella (Lp2_D, Lp2_ABCD, Lp2_ABCDE, Q-
Lp2, U2Asp138Glu, U2Phel44Leu y U2Lp2_A) y los que retienen una sensibilidad muy
parecida a la mostrada por la UCP1 (Glul34Asp, Met140Phe, Lp2_A, Lp2_B, Lp2_C
Lp2_AB y Lp2_ABC). Analizando la grafica, se ve que la capacidad de inhibicién por
nucledtidos de la UCP1 disminuye un 86% cuando se introduce en la UCP1 el cambio de
los residuos glutamico 134 por un aspartico y de la metionina 140 por una fenilalanina
(Lp2_D). La incorporaciéon de estas mutaciones a quimeras que retenian la capacidad de
inhibicion por GDP (Lp2_ABC) provoca el mismo efecto deletéreo observado en Lp2_D.
Esto indica que esta mutacién provoca un efecto no compensable y que su incorporacién a
las quimeras con sensibilidad a GDP provoca la pérdida de la regulacion por nucleétidos de
éstas (Lp2_ABCD, Lp2_ABCDE y Q-Lp2). Es importante sefialar que cuando la mutacién
del glutdmico 134 (Glu134Asp) y de la metionina 140 (Met140Phe) es individual, no se
afecta de un modo sensible a la regulacién por nucleétidos de la UCP1, y es sin embargo
cuando se introducen conjuntamente, cuando se provoca una reduccion drastica en la
capacidad de inhibicién por GDP.

El andlisis de los datos correspondientes a la estimulacién por palmitato y
retinoico que se muestra en la figura 77 revela que la mayoria de las quimeras de la UCP1
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Figura 77 Representacion del efecto en la respiracion de los acido palmitico y retinoico 30 uM. Los valores de
estimulacion muestran la media de al menos tres experimentos independientes realizados cada uno de ellos como minimo
por duplicado. Las barras de error muestran el error estandar medio de las medidas (ESM).
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Figura 78 Representacion de la diferencia de
estimulacion de las quimeras del /oop II por acido
retinoico 30 pM a los diferentes pH. Los valores de
respiracion (estimulacion) muestran la media de al menos
tres experimentos independientes realizados cada uno de
ellos como minimo por duplicado (+ E.S.M).

son estimuladas tanto por acido palmitico
como por retinoico a pH 6.8. De éstas,
Unicamente Lp2_ABCDE y Q-Lp2 muestran
una estimulacion por acido palmitico vy
retinoico practicamente residual. Las otras
quimeras de la UCP2, U2Asp138Glu,
U2Phel44Leu y U2Lp2_A, muestran por su
parte, el comportamiento caracteristico de la
UCP2. En presencia de retinoico a pH 7.3, en
las quimeras de la UCP1 el efecto observado
es el mismo que a pH 6.8, pero en todos los
casos el valor absoluto disminuye como
consecuencia del incremento en el estado de
respiracion basal. No ocurre lo mismo en los
mutantes U2Asp138Glu, U2Phel44Leu vy
U2Lp2_A, donde la respiracién observada a
pH 7.3 se incrementa hasta un 52% (ver
tabla de datos en figura 76). De este modo,
la representacion de la diferencia de
estimulacion por retinoico a pH 7.3 y 6.8 de

la figura 78 muestra que las quimeras del /oop II presentan valores negativos o positivos
segun deriven de la UCP1 o de la UCP2 respectivamente.

Por ultimo, se analizd el posible efecto que la expresion de todas estas
quimeras causaba en el crecimiento de las levaduras (figura 79). Las tasas de generacién

obtenidas indicaron que las mutaciones
introducidas no provocaban la creacién de
ninguna proteina de gran efecto nocivo para
el crecimiento de las levaduras. Los valores
de los tiempos de generacién de estas
quimeras son similares y oscilan entre las
3.5y 4.6 horas. Todos ellos se muestran en
la tabla de la figura 76.

4.3.2.- CARACTERIZACION DE LAS
QUIMERAS DEL LOOPII DE LA UCP1 Y
ucpP2

4.3.2.1.- Clasificacion del fenotipo de
las quimeras del /oop 11

La representacion de la relacion
entre la inhibicion por GDP y la tasa de
respiracion basal de las quimeras del /oop 11
se muestra en la figura 80.A y relne al
conjunto de mutantes en dos grandes
grupos: el de las quimeras con un estado 4
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Figura 79 Curvas de crecimiento obtenidas para las
cepas Lp2_ABC, Q-Lp2 y cepas referencia. Se omite la
representacion de las curvas de crecimiento del resto de
mutantes por presentar unos tiempos de generacion
comprendidos entre los mostrados. Los valores para el
resto de las cepas se reflejan en la tabla de la figura 76.
Los datos mostrados pertenecen a uno de los al menos 4
experimentos independientes realizados en cada caso.
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Figura 80 (A) Relacion entre los valores de inhibicion por GDP obtenidos y el estado 4 de la respiracion (B)
Relacion entre la inhibicion por GDP y la tasa de generacion de las cepas estudiadas. Los valores mostrados
representan la media de al menos tres experimentos independientes realizados como minimo por duplicado. Las barras de
error representan el error estandar medio (ESM) de ambas medidas.

elevado caracterizado por una regulacion por nucledtidos muy parecida a la observada en
las mitocondrias UCP1 (Lp2_A, Lp2_B, Lp2_C, Lp2_AB, Lp2_ABC), y por otro, el del resto
de quimeras que muestran una tasa de respiracion basal superior a la que se observa en
las mitocondrias control, pero con una sensibilidad a nucleétidos muy baja o nula (Lp2_D,
Lp2_ABCD, Lp2_ABCDE y Q-Lp2). Estos resultados indican que es la sustitucion de la
region D (Lp2_D) la que conlleva los cambios mas importantes. Todas las tasas de
generacion de las quimeras estudiadas en
este grupo (figura 80.B), muestran unos

500 1 500
valores similares a los de las cepas ] -
referencia y lejanos a los caracteristicos de 450_; ;450
un fenotipo desregulado. o 400 ] 400

B ) 5 350 3 350
La respiracion en presencia de +— . s
acido palmitico y retinoico se representa en “8’ 300 5 e 300
la figura 81 y revela una correlacién en la 'S 250 3 / "250
respuesta a los dos activadores en los % ] ;? z
distintos mutantes. De nuevo, un analisis = 2% 7 200
detallado nos indica que la mutacién en la 150 3 [150
UCP1 de los residuos glutamico 134 y 100;m.m.m.m.m.m.m5100
metionina 140 (Lp2_D) provoca un 100 150 200 250 300 350 400 450
descenso en la tasa de respiracion

observada con ambos activadores. La
incorporacion de esta mutacién en las
quimeras progresivas (Lp2_ABCD,
Lp2_ABCDE y Q-Lp2) disminuye aun mas
la activacion de la respiracion llegando en
Q-Lp2 a valores similares a los observados
en las cepas UCP2 y control. Hay que

Palmitato 3:1 pH 6.8

Figura 81 Relacion entre los valores de estimulacion
por acido palmitico y del retinoico de las cepas
referencia y quimeras del /oop II de la UCP1. /la
equivalencia de los simbolos empleados es la misma que se
refleja en la figura 80. Los valores representados vienen
expresados en nmoles ‘O~ mim'mg?. y son la media de al
menos tres experimentos independientes realizados por
duplicado. Las barras de error muestran el ESM de las
medidas.
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sefialar, sin embargo, que aunque en Lp2_D la tasa de respiracién en presencia de
palmitico o retinoico es significativamente mas baja que en UCP1, el factor de estimulacion
frente a la respiracion basal es similar al de la UCP1 y al de mutantes como Lp2_A, Lp2_B
o Lp2_C. Esto puede interpretarse como que Lp2_D tiene una regulacién normal, pero
constituye una proteina con una actividad intrinseca menor. La baja respiracién basal
(similar a UCP2) y la baja inhibicién por GDP de la respiracion basal confirmarian esa
interpretacion.

El posterior estudio del componente sensible a GDP de la activacion por
palmitico y retinoico reveld que Lp2_A, Lp2_B, Lp2_C, Lp2_D, Lp2_AB y Lp2_ABC tienen
una activacion inhibible por nucledtidos. La inhibicién es muy baja en Lp2_ABCD y nula en
Lp2_ABCDE y Q-Lp2 (figura 82.A). Finalmente, ninguna de las quimeras que no responden
a palmitico o retinoico a pH 6.8 (Lp2_ABCDE y Q-Lp2) muestran una respuesta a retinoico
a 7.3 por lo que no puede decirse que tengan un fenotipo UCP2 (ver figura 82.B).

El importante efecto de la quimera Lp2_D, que implica las sustituciones
Glu134Asp y Met140Phe, llevd a la preparacion de cinco nuevos mutantes. Los mutantes
puntuales Glu134Asp y Met140Phe en UCP1 y los reciprocos en UCP2 (U2Asp138Glu y
U2Phe144Leu) asi como el doble mutante en UCP2 (U2Lp2_A).

La caracterizacion funcional de estos mutantes reveld que todas ellas retienen
las caracteristicas funcionales de la proteina de la que provienen. Asi Glul34Asp vy
Met140Phe muestran una respiracion basal, que aunque es algo menor que UCP1, es
sensible a nucledtidos y responden a los acidos palmitico y retinoico a pH 6.8. La situacion
para los mutantes sobre UCP2 (U2Asp138Glu, U2Phel44Leu y U2Lp2_A) es analoga.
Todos mantienen el fenotipo UCP2, mostrando una tasa de respiracion basal similar a
UCP2 e insensible a nucledtidos, asi como una activacion por acido retinoico sélo a pH 7.3
(figuras 80, 81 y 82).

Todos los datos obtenidos nos permiten afirmar que el /oop II de la UCP1 es
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imprescindible para el funcionamiento de la proteina, y que su cambio por el /oop II de la
UCP2 no convierte a la proteina en una quimera con fenotipo UCP2, sino que provoca la
generacién de una proteina inactiva. El analisis de las quimeras Lp2_ABCDE y Q-Lp2 asi lo
confirma ya que, si bien se caracterizan por unos valores de estado 4, RCR y de
estimulacion por palmitato que se acercan a los propios de mitocondrias UCP2, no se
regenera la capacidad de estimulacion de la respiracion por retinoico a pH 7.3 (figura
82.B). Esta inactivacion de la proteina tiene lugar de un modo progresivo ya que es la
acumulacién de mutaciones la que termina por destruir su actividad. Esto se apoya en la
observacion de que las quimeras Glu134Asp, Met140Phe, Lp2_A, Lp2_B, Lp2_C, Lp2_AB,
Lp2_ABC no muestran alteradas las caracteristicas propias de la UCP1, y es sin embargo a
partir de la sustitucion conjunta del glutamico 134 y de la metionina 140 por un aspartico
y una fenilalanina respectivamente (Lp2_D), cuando se genera una proteina con las
caracteristicas UCP1 sensiblemente modificadas. Su incorporacién en Lp2_ABC provoca la
inactivacion casi total de la proteina (Lp2_ABCD) y la acumulacién de mas mutaciones es
la que termina por destruir la actividad (Lp2_ABCDE y Q-Lp2).

4.4.- ESTUDIO FUNCIONAL DE LOS MUTANTES TRANSMEMBRANA DE LA
UCP1

El cambio completo del /oop II de la UCP1 por su homodlogo correspondiente
en la UCP2 no habia regenerado el comportamiento mostrado por la quimera mayor Q-
121. Por ello, era necesario determinar si las responsables del fenotipo de Q-121 eran las
regiones transmembrana de la UCP1. Para conseguir este objetivo, y al igual que lo
realizado con la regidon del /oop, se fueron realizando una serie de quimeras que
sustituyeron progresivamente las regiones transmembrana de la UCP1 por las regiones
transmembrana de la UCP2 (ver figura 53).

4.4.1.- ANALISIS DE LOS PARAMETROS BIOENERGETICOS

Como en los mutantes anteriores, lo primero que se analizo tras la generacion
de las quimeras fue su expresion en las mitocondrias de levaduras. Su estudio se muestra
en la figura 83 y descartd cualquier anomalia en la expresion de estas proteinas. Los
valores de los parametros bioenergéticos de estas quimeras se muestran en la tabla 19, y
se representan en la figura 84.

El estudio de los distintos estados 4 se muestra en la figura 84.A y refleja que
todas ellas muestran una tasa de

N . o o ¥
respiracion basal elevada y superior a s § 5 < &
la que presentan las mitocondrias s & Q& FFFF
control. La mayoria de los valores se S ¢ & & o ¢ o o
sittan en torno a los Vvalores e — i S i I —

caracteristicos de las mitocondrias

UCP1. o incluso superiores Las Figura 83 Inmunodeteccion con anticuerpo anti-UCP1 de las
, . ! . e quimeras de los segmentos transmembrana III y IV de la
unicas excepciones la constituyen Q- proteina. Como cepas controles se emplearon las cepas UCPL y la

Hx3 y Q-Hx3/Hx4 que presenta un cepa control.
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Estado 4 pH o Respiracién Respir_'acién Estimulacién Refpir:acic’m Refpir:acic’m F.st!mu_lacién F.st!mu_lacién Tasa d_e'
n 6.8 RCR Inhibicion GDP Palmitato 3:1 Palmitato Palmitato 3:1 Retinoico 3:1{ Retinoico 3:1 | Retinoico 3:1 | Retinoico 3:1 | generaciéon

3:1+GDP pH 6.8 +GDP-pH 6.8 pH 6.8 pH73 (horas)
Control 15/ 136/ 4.8/ 3.02 £ 0.05| -7.8x 3.7/139+ 5.6|145+ 6.1(1.02+ 0.04| 134+ 12.6( 132+ 18.1(0.98 £ 0.06| 0.84 £  0.05/3.39 = 0.09
UCP1 13| 217/ 4.8/ 1.97 £ 0.06| 28.8 = 2.1/365+ 11.6/ 156+ 5.3[1.68 £ 0.04| 373 = 18.3| 141 = 8.1/ 1.72/ £ 0.05|1.34 + 0.06|3.84 + 0.12
ucpP2 9[157 £ 5.6/2.39+ 0.03] -9.8+| 4.7/161+ 7.5/170+ 8.8/1.03 + 0.04| 145+ 10.3| 159 £ | 12.4/0.93 £ 0.05|1.72 = 0.04/3.94 =+ 0.03
Gly124Ala 41276 £ 6.9/ 1.58 £ 0.03| 27.7/£ 3.0/442 +|35.2|205+ 8.1/1.60+ 0.08(421 + 32.1| 212 £ 14.4{1.52 £ 0.07(1.11 +| 0.04| 3.74/+ 0.04
Gly130Ala 51231+ 7.7{1.79 £ 0.05| 10.9+ 5.9/365+ 21.0|213 £ 22.0{1.58 £ 0.06| 367 = 23.0( 173 £ 52.5(1.59 + 0.07|1.34 £+ 0.03|3.69 = 0.17
Hx3_A 3217/ 9.9/ 2.06 £ 0.06| 24.5+ 8.4/349 + 279|162+ 16.4|1.61 £ 0.11| 338+ 8.6 164+ 10.71.56 + 0.07| 1.35 £+  0.06/4.09 = 0.07
Q-Hx3 3186+ 9.2{2.34+ 0.12| 5.7+ 7.5/227 + 38.0({175+ 32.3]1.22 + 0.19| 226 + | 33.8( 171/+ 31.3(1.22 +|0.18(1.02 + | 0.18[ 3.70 +  0.05
Q-Hx4 4] 231+ 9.3/1.95+  0.08/ 21.7 + 5.1|340+  23.1| 184 + 26.9(1.47 + 0.09| 347/+ 15.4| 182 + 10.6| 1.50/ + 0.07| 1.50 =+ 0.09|4.34 + 0.08
Q-Hx3/Q-Hx4 3167+ 7.4{2.40+ 0.02| -1.9+ 6.8/217+ 13.1{175+ 18.4/1.30 + 0.09| 195+ | 16.1| 135+ 15.4( 1.17 +| 0.10( 1.00 = | 0.05[ 4.74 + 0.11

Tabla 19 Resumen de los principales parametros bioenergéticos que caracterizan la funcionalidad de las cepas control y

las quimeras de

los segmentos

transmembrana de la UCP1. Los valores de respiracion y de estado 4 vienen expresados en nmoles 'O ,'m/'n"mg" de proteina. La inhibicion por GDP representa el porcentaje de
Iinhibicion de la respiracion en estado 4. Todos los datos mostrados en la tabla representan la media de los "nOexperimentos independientes realizados como minimo por duplicado y van
acompanados del error estandar medio (ESM).
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estado 4 mas proximo al de las mitocondrias UCP2. Logicamente, los valores de estado 4
mostrados por estas mitocondrias se correlacionan de un modo inverso con sus RCRs. Asi,
Q-Hx3 y Q-Hx3/Hx4 presentan el RCR mas elevado mientras que Gly124Ala y Gly130Ala
tienen RCR mas bajo.

La grafica C de la figura 84 nos muestra que Unicamente Q-Hx3/Hx4, pierde la
regulacion por nucledtidos caracteristica de la UCP1. Es importante sefialar que tanto
Gly130Ala como Q-Hx3 (que incluye a Gly130Ala) presentan una respuesta a nucleétidos
claramente disminuida, mientras que ni Gly124Ala, ni Q-Hx3_A, que cambia los primeros
aminoacidos del segmento transmembrana III (ver figura 53), presentan ninguna
diferencia de sensibilidad a nucledtidos comparandola con la UCP1.

La regulacion de la actividad de estas quimeras por acido palmitico y retinoico
(grafica D de la figura 84) reveld que todas ellas son activadas por los dos acidos a pH
6.8, si bien se observa que estas activaciones, en las quimeras Q-Hx3 y Q-Hx3/Hx4 son
bastante menores. Finalmente, la expresion de estas quimeras sobre la tasa de generacion
de las levaduras no mostrd ningun efecto drastico sobre el crecimiento de éstas (tabla 19).

4.4.2.- CARACTERIZACION DE LAS QUIMERAS TRANSMEMBRANA DE LA UCP1

4.4.2.1.- Clasificacion del fenotipo de las quimeras transmembrana

El andlisis comparativo de la respuesta de estas quimeras a la adicién de los
diferentes reguladores de la UCP1 se muestra en las figuras 85,86 y 87. Los datos revelan
que las quimeras transmembrana Q-Hx3 y Q-Hx3/Hx4 tienen una actividad basal y una
inhibicion por nucledtidos muy por debajo de lo observado en la UCP1 (figura 85.A). De
igual modo, la respuesta a retinoico y palmitato de estos dos mutantes es muy inferior a la
de la UCP1 (figura 86). El estudio comparado del componente sensible a GDP de estas
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Figura 85 (A) Relacion entre los valores de inhibicion por GDP y el estado 4 de la respiracion obtenidos para
las quimeras transmembrana (B) Relaciéon entre la inhibicion por GDP y la tasa de generacion. Los valores
mostrados representan la media de al menos tres experimentos independientes realizados como minimo por duplicado. Las
barras de error representan el error estandar medio (ESM) de ambas medidas.
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activaciones por retinoico y palmitico nos
indica que, a pesar de lo observado en la
figura 85.A, todas las quimeras mantienen
una sensibilidad a nucledtidos, aunque en
Q-Hx3 y Q-Hx3/Hx4, ésta se encuentra muy
disminuida (pero existe) (figura 87.A).
Finalmente, ninguna de las quimeras
generadas en los segmentos
transmembrana muestra una respiracion en
presencia de retinoico mayor a pH 7.3 que
a pH 6.8.

Resulta evidente que los efectos
de las mutaciones en Q-Hx3 se encuentran
en el origen del comportamiento de la
quimera Q-Hx3/Hx4. Para un estudio mas
detallado del papel del segmento
transmembrana III, se generaron tres
nuevos mutantes. Los dos primeros
analizaron por separado el efecto de las
sustituciones de los residuos de glicina
(Gly124Ala y Gly130Ala) mientras que el
mutante Hx3_A incluia 5 sustituciones

(figura 53). De modo analogo a la que se observd en la seccion anterior con el estudio de
la Lp2_D, ninguno de los nuevos mutantes explicaba por si solo el comportamiento de Q-
Hx3. Conviene destacar, por otra parte, que el mutante Gly130Ala muestra una respuesta
a nucledtidos casi tan baja como la que se observa en Q-Hx3 (figura 84.C). Sin embargo,
su respuesta a palmitato y retinoico es muy parecida a la observada en la UCP1 (figura

86).
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Figura 87 (A) Representacion de la relacion entre el componente sensible a GDP que muestra la estimulacion
por acido palmitico y retinoico. Los valores mostrados se expresan en nmoles ‘O ‘min‘mg?. (B) Relacién entre el
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sensible a GDP. Los datos muestran los valores medios de al menos tres experimentos independientes realizados como
minimo por duplicado. Las barras de error representan el error estandar medio (ESM) de ambas medidas.
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La interpretacion de los datos de estas quimeras sefiala que todas ellas
presentan un fenotipo UCP1 mas o menos modificado. Es importante sefalar que el
segmento transmembrana IV de la UCP1 es practicamente idéntico al de la UCP2 (figura
53), por lo que no debe sorprender que los resultados observados en Q-Hx4 revelen que
este segmento no es clave en el fenotipo de la proteina. No ocurre lo mismo con el
segmento transmembrana III. Las mutaciones introducidas en las quimeras Gly124Ala y
Hx3_A no implican un cambio drastico en el fenotipo UCP1, pero la sustitucion de la
Gly130Ala si parece ser importante ya que muestra una aparente reduccion en la
sensibilidad a nucledtidos. Esta disminucion no es del todo real ya que esta quimera sigue
mostrando un elevado componente sensible a GDP tras su activacién por retinoico o
palmitico por lo que puede considerarse como tipo UCP1. Es sin embargo cuando se
reunen todas las mutaciones anteriores, y ademas se sustituyen la valina 125, de la
fenilalanina 128 y de la isoleucina 129 por una leucina, alanina y valina respectivamente
(Q-Hx3), cuando si que se provoca una clara disminucion en la sensibilidad a GDP y la
consecuente pérdida de la actividad. La inclusion de este segmento III en la quimera Q-
Hx4 produce una proteina practicamente inactiva, con lo cual se demuestra que la pérdida
de la actividad es progresiva y depende en gran medida del segmento transmembrana III
de la UCP1.

4.5.- ESTUDIO FUNCIONAL DE MUTANTES ESTRUCTURALES Y QUIMERAS
DE LOS DOMINIOS 1Y III DE LA UCP1

La publicaciéon por parte de Lowell, Warden y colaboradores de los resultados
que implicaban al segundo dominio en la activacién de la UCP1 por acidos grasos, hizo
que nos centrdsemos en esa region [Hagen & Lowell, 2000; Chomiki et a/, 2001]. Sin
embargo, antes de esto, nuestro trabajo de mutagénesis también buscod residuos
importantes en los otros dos dominios de la proteina. Asi, las primeras quimeras disefiadas
en esta tesis apuntaron hacia la region del /oop I, donde se realizaron dos mutantes,
Lp1_Ay Lp1_B asi como la combinacién de Lp1_A con Lp2_C (quimera Lp1_A/Lp2_C).

También se disefiaron mutantes en el /oop III de la UCP1. En concreto
Thr259Arg y Ala264Arg. Ambas quimeras puntuales suponian la sustitucion de los residuos
treonina 259 y alanina 264, residuos que previamente habian sido identificados por
fotoafinidad como implicados en la interaccion con el nucledtido [Mayinger & Klingenberg,
1992; Winkler & Klingenberg, 1992]. Para comprobar si la introduccién de estos dos
residuos cargados que se conservaban en la UCP2, eran la causa de la ausencia de
regulacion por nucledtidos, se disefiaron estos dos mutantes.

Finalmente, en esta primera etapa también se realizaron tres mutantes
puntuales con el fin de completar una serie de trabajos de mutagénesis que se estaban
llevando a cabo en nuestro laboratorio [Gonzalez-Barroso et al, 1999]. En estos trabajos
se habian revelado una gran importancia de los residuos que se encuentran en el extremo
N-terminal de las hélices II, IV y VI. En particular, la presencia de un residuo de glicina
que se encuentra conservado de modo estricto en toda la familia de transportadores
parecia clave para la formacién de un giro B. La delecién de estos residuos de glicina en el



Resultados Experimentales 138

bt

N-terminal de la sexta y s o W‘,’ o
cuarta hélice o habian L. & X 5 S 8 é"’

i g & L g T @ ° & &
demostrado cambios s & & 5 L J o~ & F T
funcionales drasticosenla § ¢ & & & L & & & T &
UCP1 [Gonzalez-Barroso — -— s

et al, 1999]. Con el fin de

eSt!"ldlar el papel de_ los Figura 88 Inmunodeteccion con anticuerpo anti-UCP1 de las quimeras
residuos que determinan estructurales y de los dominios I y III de la UCP1. Como cepas controles de
la presenci a de este giro B ambos experimentos se emplearon las cepas UCP1 y control.

se realizaron los mutantes

Pro78Val, Gly175Leu y Pro178Val.

4.5.1.- ANALISIS DE LOS PARAMETROS BIOENERGETICOS

Del mismo modo que para las quimeras antes estudiadas, como método de
chequeo de la correcta expresion de las quimeras, se inmunodetectaron por Western-
Blotting. Los patrones de bandas obtenidos con anticuerpos anti-UCP1 se muestran en la
figura 88, y confirman que todas ellas se expresan adecuadamente. Posteriormente se
procedio al aislamiento de las mitocondrias y a su estudio en el electrodo de oxigeno. Los
resultados se muestran en las figuras 89, 90 y 91.

El estudio de la actividad transportadora basal y el RCR de estos mutantes
(figura 90.A) muestra que, salvo Pro78Val, todos los mutantes (Glyl75Leu, Pro178Val,
Lp1_A, Lp1_B, Lp1_A/Lp2_C, Thr259Arg, Ala264Arg y Lp3_A) tienen una elevada actividad
respiratoria basal y en algun caso incluso por encina de los valores caracteristicos de la
UCP1. La respuesta a nucledtidos revela que el mutante Gly175Leu es la Unica proteina
que no presenta una regulacion de su actividad basal por GDP mientras que Pro78Val
parece tener una sensibilidad a GDP disminuida (figura 90.C).

El andlisis de la estimulacion de la respiracion obtenida tras la adicién de
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Figura 89 Representacion del efecto provocado por la adicion de acido palmitico y retinoico 30 uM en la
respiracion. Los valores de estimulacion muestran la media de al menos tres experimentos independientes
realizados cada uno de ellos como minimo por duplicado. Las barras de error representan el ESM de las medidas.
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UCP2 9| 157+ 5.6/2.39+ 0.03] 9.8+ 4.7(161+ 7.5/170/+ 8.8/1.03 £ 0.04| 145+ 10.3| 159 £ 12.4{0.93 + 0.05|1.72/= 0.04(3.94 £ 0.03
Gly175Leu 4| 241/ 9.4[/1.80+ 0.05| -3.2+ 4.0/260+ 8.6/248+ 11.7]1.08+ | 0.04[182+ 8.2| 192/+ | 11.4/0.76 £ 0.04|0.92 + 0.06]5.96 + | 0.21
Pro178Val 41267/ 7.6[1.68 £ 0.05| 26.3+ 2.7|413+ 28.2/203 + 9.1]1.55+|0.07[403 £ 31.4| 207 £ | 13.5/1.51 £ 0.07|1.09 + 0.03|3.92/+ | 0.17
Pro78Val 4| 183|+ 21.8[2.40 +£ 0.06| 12.7 + 11.7|272/+ 35.5/157 + 22.0|1.48 + | 0.16( 322 + 41.4| 170+ | 27.9/1.76 £+ 0.17|1.52 + 0.11] 3.35/+ | 0.07
Lp1_A 3|222 +£10.3| 1.89 £ 0.10| 25.2+ 4.7[389+ 38.6|/167|+ 5.1f1.75+ 0.11|353 + 16.2| 137+ 7.2/1.59 + 0.06| 1.15/+ 0.08(3.88 £ 0.14
Lp1_B 6| 263+ 29.7|1.76 £ 0.08| 20.8+ 11.1{355+ 54.8|192|+ 29.2(1.35+ 0.16| 374+ 60.8| 193+ 33.0/1.42+ 0.17|1.41/+ 0.17(3.92+ 0.10
Lp1_AlLp2_C | 4236+ 5.2/1.82/+ 0.05 29.4/+ 1.8/387 + 37.8/162+ 6.2|1.64+ 0.09/380 £ 20.8 139 + 5.4/ 1.61 £ 0.06] 1.38/= 0.05(3.04 £ 0.04
Thr259Arg 4| 227|+  25.0{2.02/+  0.07| 26.5+ 9.2|356+ 44.1/169 + 18.3| 1.57 + | 0.15[358 + 46.4| 167 + | 22.3|1.58 + 0.16|1.35+ 0.14]3.94/+ | 0.10
Ala264Arg 41240/ 4.2(1.86+ 0.07| 26.9+ 2.6|364+ 21.4/177+ 9.8/1.52+0.05(374+ 11.1] 172/+| 8.7/1.56 £ 0.03| 1.32 + 0.03| 3.52/= | 0.05
Lp3_A 4| 256/ 36.6 1.76 £  0.14| 34.7 £ 12.5/406 = 72.4|173 + 30.0| 1.59 £ | 0.21{432 + 81.0| 178+ | 32.0|1.69 £ 0.23|1.41 + 0.20] 3.51/+ | 0.07

Figura 90 Representacion de los principales parametros bioenergéticos que caracterizan la funcionalidad de los mutantes y quimeras de los dominios I, II y III de
la UCP1. (A) Estados 4 en presencia de NADH 1mM. (B) Cociente de control respiratorio (RCR) calculado en presencia de ADP 0.2 mM. (C) Capacidad de inhibicion
de los nucleétidos. Los valores se expresan como un porcentaje de inhibicion respecto al estado 4 tras la adicion de GDP 1mM. Todos los experimentos se realizaron en un medio de
respiracion que contenia SAB 10 uM. En la tabla, los valores de respiracion y de estado 4 vienen expresados en nmoles ‘O ‘min’mg’de proteina. La inhibicion por GDP representa el
porcentaje de inhibicion. Todos los datos mostrados en la tabla representan la media de los "nO experimentos independientes realizados como minimo por duplicado y van

acompanados del error estandar medio (ESM).
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palmitico y retinoico viene mostrado en la 8

figura 89, y nos indica que practicamente 1

todos los mutantes, excepto Glyl75Leu, _ 71

muestran una activacion por palmitato, y £ Galactosa

retinoico independientemente del pH (figura < 6 l/ VoVvv7,,
89). Gly175Leu constituye la excepcion, y :§ 5: A

muestra a una proteina que no es regulada g | v

ni por palmitato ni por retinoico. Ademas, S 4] v VAVA mﬁ@%‘g (adGAA
es destacable su comportamiento en g | #5 ﬁﬂ ate nalanes
presencia de retinoico a pH 6.8 ya que la 3 5 | aaad Vyaad “
inhibicion de la respiracion basal que esta § ] ° 83‘;20'

quimera muestra es de casi el 25%. 2 v Gly175Leu
Curiosamente, el mutante Glyl75Leu junto 1 : gr‘f;g\/al

con la quimera Lpl_B muestran una mayor 1 —_—
respuesta a retinoico a pH 7.3 que a 6.8. 2 0 2 4 6

Tiempo (horas)

El andlisis del efecto de la . .
.z d t tant | Figura 91 Curvas de crecimiento obtenidas para las
expr_es_lon € @&stos  mutantes , en ¢ cepas Glyl75Leu, Pro78Val y cepas referencia. Se
crecimiento de las levaduras reveld que el omite la representacion del resto de curvas por presentar

mutante GIy175Leu mostraba un severo Ys valores similares a los mostrados por las cepas
referencia. Todos sus valores se muestran en la figura 90.

retraso en el crecimiento (5-96i0-21 Los datos mostrados son representativos y pertenecen a
horas). El resto de las mutaciones no wno de los al menos 4 experimentos independientes

causaron ninglin efecto sensible sobre el /e@/Zados en cada caso.
crecimiento (figura 91).

4.5.2.- CARACTERIZACION DE LOS MUTANTES ESTRUCTURALES Y DE LAS
QUIMERAS DEL LOOPI1Y III DE LA UCP1

4.5.2.1.- Clasificacion del fenotipo de las quimeras de la UCP1

La figura 94.A representa la relacién entre la inhibicibn por GDP vy la
respiracion basal de las quimeras de esta seccion. Su analisis muestra que la mayoria de
ellas se caracterizan por un estado 4 elevado y una inhibicién por nucleétido muy similar a
la de mitocondrias UCP1 (Pro178Val, Lp1_A, Lpl_B, Lp1_A/Lp2_C, Thr259Arg, Ala264Arg
y Lp3_A). Las excepciones las constituyen Gly175Leu y Pro78Val. En el caso de la primera
se observa que mientras mantiene un estado 4 similar al de UCP1 no muestra ninguna
regulacion por nucledtido. Esta observacién, junto con su alta tasa de generacion que
muestra, implica que nos encontramos con una proteina de fenotipo desregulado (figura
94.B). Pro78Val, por su parte, presenta una menor inhibicién por GDP pero concordante
con un estado 4 sensiblemente inferior al de las mitocondrias UCP1, y con una tasa de
generacioén similar (figura 94).

El estudio de la relacién entre las respiraciones en presencia de retinoico y
palmitico nos reveld unos resultados analogos a los anteriores (figura 92). La mayor parte
de los mutantes tienen una respuesta normal a ambos reguladores mientras que
Gly175Leu se desvia de este patron. Los datos de la figura 92 son, en este caso, algo
enganosos ya que en éstos la aparente alta respiracion en presencia de palmitato se debe
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fundamentalmente a una alta respiracién
basal (figura 90.A). Destacar que Pro78Val
muestra una respuesta a palmitico y
retinoico que es sensible a GDP por lo que
los efectos antes descritos reflejaban
exclusivamente una disminucién de la
actividad basal de la proteina y por lo tanto
su fenotipo puede considerarse como UCP1
(figura 95.A). Este mismo fenotipo es el de
los mutantes Prol78Val, Thr259Arg,
Ala264Arg y las quimeras Lpl_A, Lp1_By
Lp1_A/Lp2_C.

Segun los resultados obtenidos
es claro que Glyl75Leu, tiene wun
importante papel estructural en la UCP1 ya
que la sustitucién en este caso de la glicina
por una leucina, o su delecién en el caso
de los trabajos previos del laboratorio,
provoca una proteina activa pero carente
de regulaciéon y con un fuerte efecto
deletéreo [Gonzalez-Barroso et al, 1999].
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Figura 92 Relacion entre los valores de estimulacion
de la respiracion del acido palmitico y del retinoico
de las cepas controles y quimeras estudiadas en este
grupo. La /eyenda de los simbolos empleados es la misma
que la utilizada en la figura 92. Los valores representados
vienen expresados en nmoles ‘0~ minmg? y son la media
de al menos tres experimentos independientes realizados
por duplicado. Las barras de error muestran el ESM de las
medidas.

De igual modo, se demuestra que los residuos marcados por fotoafinidad treonina 259 y
264 (alanina 264 en la UCP1 de rata) no son esenciales para la unién del GDP a la UCP1
ya que su sustitucion por los residuos homologos de la UCP2 no destruye ni modifica
sensiblemente, a pesar de introducir un resido cargado, la regulacion por nucledtidos de la

proteina.

200 7
150 -
100 -

50

Diferencia estimulacion a pH 7.3/6.8
(nmoles ‘'O" min”! mg'1)

Figura 93 Representacion de la diferencia de
estimulacion por retinoico 30 pM a los diferentes pHs
de las quimeras de los dominios I, II y III de la
UCP1. Los valores de respiracion muestran la media de al
menos tres experimentos independientes realizados cada
uno de ellos como minimo por duplicado.

El resto de las quimeras
generadas no provocaron ningun efecto
drastico sobre la actividad de la proteina.
Unicamente Pro78Val generd una proteina
con un aparente menor sensibilidad a GDP,
pero la observacion de wun elevado
componente sensible a GDP hace que se la
considere como una UCP1 con un bajo
estado 4. Esto explicaria su aparente menor
sensibilidad a GDP. Finalmente Lpl_A,
Lp1_B, Lp1_A/Lp2_C, y Lp3_A son quimeras
que mantienen de un modo claro el fenotipo
UCP1 por lo que no pueden considerarse
como claves para las propiedades
caracteristicas de la UCP1.
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Figura 94 (A) Relacion entre los valores de inhibicion por GDP y el estado 4 de la respiracion obtenidos
para los mutantes estructurales y las quimeras de los dominios I, II y III de la UCP1 (B) Relacion entre la
inhibicion por GDP y la tasa de generacion de las cepas estudiadas. Los valores mostrados representan la media
de al menos tres experimentos independientes realizados como minimo por duplicado. Las barras de error representan
el error estandar medio (ESM) de ambas medidas.
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Figura 95 (A) Representacion de la relacion entre el componente sensible a GDP que muestra la
estimulacién por acido palmitico y retinoico. Los valores mostrados se expresan en nmoles ‘O ‘min‘mg?. (B)
Relacion entre el cociente de la estimulacion de la respiracion inducida por acido retinoicoa pH 7.3y 6.8
y el componente sensible a GDP. Los datos muestran los valores medios de al menos tres experimentos
Iindependientes realizados como minimo por duplicado. Las barras de error representan el error estandar medio (ESM)
de ambas medidas.
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1.- LA ACTIVIDAD DE LA UCP1 EN AUSENCIA DE ACIDOS GRASOS

Los primeros experimentos que muestran que las mitocondrias de TAP aisladas
presentan una respiracion desacoplada datan de finales de los 50 [Lepkovsky et a/. 1959],
pero no fue hasta 1966 cuando se correlaciond este desacoplamiento con la actividad
termogénica del TAP [Smith et a/, 1966]. Poco después se demostrd que el factor
causante de esta menor eficiencia afectaba especificamente al TAP [Lindberg et a/., 1967]
y que no era consecuencia de una pérdida de la maquinaria de fosforilacion oxidativa
[Guillory & Racker, 1968; Pedersen et al, 1968; Aldridge, 1968]. Todos estos
experimentos ya sefialaban una mayor sensibilidad a acidos grasos de las mitocondrias de
TAP en comparacion con las de higado o cerebro y remarcaban la necesidad de la adicion
de albumina para remover los restos de acidos grasos libres. Un afio después se demostro
que en presencia de albumina era necesaria la adicion de ATP o GDP a las incubaciones de
mitocondrias de TAP para que la eficiencia de la fosforilacion oxidativa de estas
mitocondrias fuese dptima [Rafael et a/., 1969].

La principal funcidn del TAP es la de llevar a cabo el proceso de termogénesis,
proceso que se ha asociado histdricamente a la movilizacién y oxidacion de los acidos
grasos [revision Smith & Howitz, 1969]. Hacia finales de los 60, la rica inervacion
simpatica del TAP hizo que se propusiera una probable regulacién hormonal de la
termogénesis. Asi, la termogénesis se desencadena tras la estimulacién del sistema
nervioso simpatico por situaciones de frio, dieta rica en lipidos... Esto provoca la liberacion
de noradrenalina en las terminales nerviosas que se encuentran en el TAP donde se unira
a los receptores B de la membrana de los adipocitos. Se activa entonces una secuencia de
reacciones enzimaticas que desencadenan una cascada lipolitica y la produccion de calor
(ver seccién 1.2.3 de Introduccidn). La demostracién de la correlacion directa entre la
conductancia a H* de las mitocondrias de TAP y la concentracion de acidos grasos fue la
prueba final de que los acidos grasos eran reguladores fisioldgicos de la UCP1 [Locke et
al., 1982a; 1982b; Cunningham et al., 1986]. La consecuencia final de la accion de los
acidos grasos en los adipocitos del TAP, sera el desacoplamiento de la respiracion de las
mitocondrias que expresen UCP1, lo que permitird una oxidaciéon mas rapida de los
mismos Y la liberacion de energia en forma de calor.

La capacidad de los acidos grasos de desacoplar la fosforilacion oxidativa en
todo tipo de mitocondrias fue observada por primera vez por Pressman y Lardy [1952].
Estos primeros resultados mostraron que las altas concentraciones de acidos grasos
provocaban un efecto detergente sobre las mitocondrias, sin embargo, disminuyendo su
concentracion parecia que ejercian un efecto protondforo similar al que muestran los
desacoplantes clasicos [revision Wojtczak, 1976]. Este efecto protondforo requeria de un
movimiento a través de la membrana interna (#ljp-flop) en el cual la forma protonada del
acido graso pasaba de la cara citosolica a la matricial liberando un H* y después regresaba
en forma anidnica a la cara citosdlica. Sin embargo, mientras que el fljp-flop de la forma
protonada es extremadamente rapido, la tasa de fljp-flop de la forma anidnica es bastante
lenta [revision Hamilton, 1998] por lo que este mecanismo no podia explicar el
desacoplamiento provocado por los acidos grasos.

Un importante descubrimiento tuvo lugar en 1988 cuando Skulachev vy
colaboradores observaron que el carboxiatractilato podia inhibir parcialmente el
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desacoplamiento inducido por el palmitato en mitocondrias de higado [Andreyev et al.,
1988; 1989]. Esto fue interpretado como una participacién del AAC en el mecanismo de
desacoplamiento de modo que el transportador facilitaria el movimiento de la forma
anionica del acido graso a través de la membrana [Skulachev, 1991]. Poco después se
describié que otros transportadores mitocondriales como el DiC [Wieckowski & Wojtzack,
1997] el AGC [Smartsev et a/., 1997] o el PiC [Zackova et al, 2000] también podian
facilitar la translocacion de este anién. Todos estos datos se han interpretado como una
indicacion de que este desacoplamiento mediado por los transportadores podria intervenir
en procesos fisiologicos como la termorregulacién [Skulachev, 1991] o el control de la
produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) [Korshunov et al, 1998]. La
propuesta original de Skulachev [1991] se plasmd en lo que se ha denominado “teoria del
ciclaje de los acidos grasosQ que propone que la forma protonada de los acidos grasos
liberaba un H* en la matriz tras hacer fljp-flop y que los transportadores mitocondriales
facilitaban el regreso de la forma anidnica a la cara citosdlica (figura 15). La elevada
permeabilidad a haluros y otros aniones de la UCP1 (ver secciéon 3.3.1 de Introduccion),
inhibible por nucledtidos, asi como la considerable homologia de esta proteina con el resto
de transportadores mitocondriales, hizo que el modelo del mecanismo de ciclaje se
extendiese también a la UCP1 [Jezek & Garlid, 1990].

Como se ha dicho anteriormente, experimentos de los afios 60 ya habian
revelado una mayor sensibilidad de las mitocondrias de TAP a los acidos grasos. Los
grupos de Nicholls y Rial han mostrado en varios trabajos la correlacion existente entre la
presencia de UCP1 y el aumento de la sensibilidad a los acidos grasos [Locke et al.,
1982b; Rial & Nicholls, 1984; Cunningham et al, 1986; Gonzalez-Barroso et a/., 1998]. Asi,
por ejemplo, se ha demostrado que en mitocondrias de levaduras que expresan UCP1 se
requerian concentraciones nanomolares de acidos grasos para inducir un aumento de la
respiracion, mientras que para obtener el mismo efecto mediante el transporte de acidos
grasos dependiente de los transportadores (mitocondrias control sin UCP1) las
concentraciones eran dos o tres ordenes superiores (micromolares) [Gonzalez-Barroso et
al., 1998].

Niveles elevados de 4acidos grasos son complicaciones generales de
enfermedades como la obesidad, diabetes, etc. Su acumulacion provoca efectos tdxicos
que causan la interrupcion de los procesos celulares normales y pueden eventualmente
desembocar en el inicio de la cascada apoptdtica (lipoapoptosis) [Schonfeld &
Bohenensack, 1997; De Pablo et a/, 1999]. Tradicionalmente se ha ligado la lipoapoptosis
a una ruta dependiente de ceramida, pero la oxidacion de los acidos grasos incrementa los
niveles de ROS y esto también puede desembocar en la apoptosis. Recientemente se ha
demostrado que los acidos grasos son capaces de inducir la apertura del poro de
transicion de la permeabilidad (PTP). Este efecto es sensible a ciclosporina y no requiere la
accion protonofora de los acidos grasos [Bernardi et al., 2002]. Conviene recordar (ver
seccion 3.6 de Introduccidon) que los transportadores mitocondriales tienen la capacidad
de transformar su mecanismo transportador a otro con propiedades tipo poro/canal
[revision Arechaga et al., 2001]. La demostracién de la induccion de la apertura del PTP
por los acidos grasos abre la posibilidad de que el transporte de acidos grasos que
observan algunos autores al estudiar estos transportadores sea debido, mas que al
transporte especifico de la forma anidnica, a la transformacion del mecanismo de estas
proteinas a una cinética de tipo poro [Rial & Gonzalez-Barroso, 2001]. Asi, estos
transportadores actuarian en la mitocondria como sensores de concentraciones elevadas
de sustancia daninas para la célula (ROS, NO, acidos grasos,...) o de situaciones
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energéticamente criticas (bajo potencial de membrana, disminucién de los niveles de ATP,
alcalinizacién de la matriz, aumento de los niveles de Ca2+...) provocando la apertura del
PTP y el comienzo de la apoptosis [Ledesma & Rial, 2004].

La actividad transportadora de la UCP1 en ausencia de acidos grasos es una
cuestion de gran importancia debido a sus profundas implicaciones en el mecanismo
molecular de transporte. Si el desacoplamiento observado en las mitocondrias del TAP
residiese en la actividad transportadora de acidos grasos de la UCP1, en su ausencia, no
deberiamos observar desacoplamiento. Si por el contrario, la UCP1 es un transportador de
H* y los acidos grasos son simplemente su activador, no serian esenciales para la
actividad de la proteina. Como antes citamos, Rafael y colaboradores sefialaron en 1969
que para obtener mitocondrias acopladas no sélo era necesario retirar los acidos grasos de
las preparaciones de TAP, sino que ademas habia que afiadir nucledtidos. Sin embargo, en
1998 Garlid y colaboradores afirmaron que la observacion de mitocondrias de TAP
parcialmente desacopladas en presencia de albimina y en ausencia de nucledtidos, era
indicativo de la existencia residual de &cidos grasos unidos a las membranas
mitocondriales. Estos acidos grasos se unen presumiblemente a las mitocondrias durante
la homogenizacion y, debido a un fendmeno de histéresis, la albimina era incapaz de
eliminarlos a posteriori. Estos autores defendieron que, si se mantenia albimina durante la
homogenizacién y el aislamiento, el desacoplamiento de estas mitocondrias se hacia
indetectable [Garlid et al, 1998]. Los datos que apoyaban estas afirmaciones no se
presentaron en este trabajo y una publicacion que citaban tampoco los contenian [Jezek
et al., 1994]. Tampoco hacia referencia a investigaciones que datan de los afos sesenta
en las cuales se habian realizado aislamientos de mitocondrias de TAP en presencia de
hasta 25 mg/ml de albdmina sin haber obtenido un incremento significativo en el
rendimiento de la fosforilacion oxidativa de esas mitocondrias [Smith & Howitz, 1969].

Los experimentos descritos en esta memoria, en los que se han empleado
durante la homogenizacidon concentraciones de albumina de hasta 50 mg/ml y se han
tomado precauciones adicionales para minimizar la presencia de acidos grasos enddgenos,
revelan que las mitocondrias de TAP en ausencia de nucledtidos muestran una tasa de
respiracion muy similar a la que se observa en presencia de FFCP. La tasa de respiracion
inicial observada dependera de la concentraciéon de UCP1. Para nuestros experimentos
utilizamos hamsteres mantenidos a 6°C durante 10-14 dias antes de su sacrificio, por lo
que su contenido en UCP1 debe encontrarse en torno a 1 nmol/mg de proteina [Rial et al.,
1983]. Los bajos niveles de desacoplamiento referidos por Garlid y colaboradores podrian
explicarse si, como parece, hubieran empleado hamsteres mantenidos a temperatura
ambiente.

Estos experimentos revelan un aspecto critico sobre la actividad de la UCP1
que debe ser entendido completamente. La tasa de respiracion observada en ausencia de
nucledtidos es, como antes dijimos, casi idéntica a la tasa de respiracién observada en
presencia de un desacoplante. Seria posible que, incluso después de un aislamiento en
presencia de elevadas concentraciones de albumina, hubiéramos sido incapaces de
eliminar las Ultimas trazas de acidos grasos. Sin embargo, la pregunta importante en este
caso seria por qué la actividad respiratoria es maxima. Dos posibilidades podrian
responder a esta cuestion:

1-. Que los restos de acidos grasos representen todavia una concentracidon saturante y



sl Discusion 146

=

ésto cause que la UCP1 refleje una actividad maxima

De ser este el caso, surgirian dos nuevos interrogantes: cual es la &, de los
acidos grasos y por qué estos acidos grasos no se equilibran con la albimina. La respuesta
podria ser que la afinidad acido graso-UCP1 es tan alta que los acidos grasos permanecen
unidos a la UCP1 y no se equilibran con la fase lipidica de la membrana por lo que
tampoco pueden ser eventualmente retirados por la albumina. Esta explicacion haria dificil
entender la regulacion fisioldgica de la termogénesis en el TAP en la que los acidos grasos
juegan el papel de segundos mensajeros de la noradrenalina. Ademas, este hecho
contradeciria directamente la “teoria del ciclaje de los acidos grasosQ ya que se precisa un
equilibrio entre el acido graso y la membrana para que se pueda producirse el fljp-flop. En
cualquier caso, esta A, tan extremadamente baja no se corresponde con los valores
experimentales obtenidos [Cunningham et a/., 1986].

2.-. Que en ausencia de nucledtidos anadidos la UCP1 tenga una elevada conductancia a
protones que sea independiente de la presencia de acidos grasos

Esta posibilidad es la que se deduce de los resultados de los primeros
experimentos con mitocondrias de TAP en los que se observa una elevada conductancia a
H* que tiene un comportamiento 6hmico [Nicholls, 1977]. Nuestro laboratorio ha
defendido esta propiedad de la UCP1 desde hace afos. Destacar, sin embargo, que si bien
el transporte de H* independiente de los acidos grasos es un proceso mecanisticamente
importante, fisioldgicamente es irrelevante ya que en condiciones fisioldgicas el citosol del
adipocito pardo presenta unos niveles de nucledtidos que mantienen inhibido el transporte
de H* a través de la UCP1. Sélo en presencia de acidos grasos habra termogénesis.

La magnitud del componente sensible a GDP de la tasa respiratoria puede
utilizarse para analizar la actividad de la proteina. Asi, en hamsteres adaptados al frio, sus
mitocondrias muestran una concentracion de 1 nmol de UCP1/mg de proteina mitocondrial
que es responsable de una actividad respiratoria de 300 nmoles "0 minmg™ (media de
los valores presentados en la tabla 16). La estimacion de la actividad transportadora de
protones de estas mitocondrias es de 40 umoles H* minmg™ a una temperatura de 30°C,
valor que probablemente se encuentre subestimado ya que la tasa respiratoria esta
limitada por la actividad de la cadena respiratoria y en ausencia de nucleétidos el potencial
de membrana que se observa es menor. De hecho, la tasa respiratoria en presencia de
FCCP es la misma [Nicholls, 1974a; Rial & Nicholls, 1984]. De acuerdo con esta
afirmacion, Rial et a/. demostraron que en conejillos de indias mantenidos a 28°C el
contenido de UCP1 es de 0.10 nmoles/mg, y que pasa a 0.73 nmoles/mg tras 18 dias
mantenidos a 6°C. En las mitocondrias de TAP de los conejillos de indias adaptados al frio,
la actividad de la UCP1 es de 70 pmoles H* min"mg™ y pasa a 120 pmoles H* minmg™
en los animales no adaptados donde el contenido de UCP1 es menor, el potencial de
membrana se mantiene mas alto y la oxidacién de sustrato no sera limitante.

La existencia de una actividad basal (en ausencia de acidos grasos) en la UCP1
expresada en levaduras fue cuestionada por parecer muy baja [Garlid et a/, 1998]. S.
cerevisiae habia sido elegida por nuestro grupo como sistema modelo para el estudio de la
actividad basal de la UCP1 debido a que las levaduras no contienen depdsitos de
triglicéridos que podrian interferir en experimentos en los que se persiguiese estudiar la
actividad de la UCP1 en ausencia de acidos grasos [Gonzalez-Barroso et al., 1998]. La
concentracion de UCP1 presente en las mitocondrias de las levaduras recombinantes que
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usamos rutinariamente en nuestros experimentos se encuentra en torno a 0.17
nmoles/mg de proteina [Arechaga et al, 1993]. Cuando afiadimos GDP a estas
mitocondrias la disminucion de la tasa respiratoria que se observa es de 62 + 5 nmoles
"0 ’minmg™, lo que se corresponde con una actividad de la UCP1 de 33 pmoles H™ min’
'mg™ a 20°C. Esta actividad, aunque es menor, no se encuentra demasiado lejos de la
determinada en TAP y si tenemos en cuenta las diferencias en la temperatura de los
ensayos, los valores se hacen aln mas equiparables.

2.- NATURALEZA DEL SITIO DE UNION DE LOS ACIDOS GRASOS EN LA
UCP1

La investigacién de la especificidad de los activadores de la UCP1 puede
aportar una valiosa informacién que ayude a revelar el mecanismo de activacién de la
UCP1. En principio, los requerimientos estructurales de los activadores de la UCP1 no
parecen ser muy exigentes. Cualquier compuesto anidnico monovalente con una
hidrofobicidad suficiente que le permita una cierta solubilidad en medio lipidico puede
activar la UCP1 [Rial et al, 1983, revision Klingenberg & Huang, 1999]. Sin embargo,
existen discrepancias en los datos de las sustancias activadoras publicadas hasta el
momento. Un segundo carboxilato en posicién w parece ser tolerado en manos de algunos
autores [Klingenberg & Huang, 1999], pero no en las de otros [Jezek et al, 1997]. Lo
mismo ocurre al analizar la presencia de anillos aromaticos en la molécula. Existe
consenso en que se permite la presencia de grupos voluminosos a lo largo de la molécula
pero no ocurre lo mismo si éstos se encuentran al final de la cadena. Por un lado Jezek et
al. mostraron que el 4-heptil-benzoico incrementaba el transporte de H* mediado por la
UCP1 en liposomas, mientras que el 6-fenil-hexanoico no lo hacia [Jezek et al., 1997]. Sin
embargo, Klingenberg et al., trabajando también con liposomas, observaron que el 6-fenil-
hexanoico mostraba un transporte de protones moderado, que se incrementaba al
emplear el 8-fenil-octanoico [Klingenberg & Huang, 1999]. Finalmente nuestro grupo ha
demostrado que el acido fodo-trans retinoico es un potente activador de la UCP1 a pesar
de la presencia de un anillo lejos del carboxilato [Rial et al, 1999]. En la presente
memoria, hemos analizado la activacién de la UCP1 con una serie de compuestos que
poseen grupos aromaticos en mitocondrias aisladas de TAP. Confirmamos la tolerancia a la
presencia de un anillo aromatico préximo al carboxilo (4-heptil-benzoico) y su falta de
actividad cuando se encuentra en el extremo opuesto (6-fenil-hexanoico). Sin embargo, el
patron no es tan sencillo ya que, como se ha dicho anteriormente, tanto el acido todo-
trans retinoico como el retinoide TTNPB son potentes activadores de la UCP1 a pesar de
que poseen grupos voluminosos alejados del grupo carboxilo (ver figura 43).

La necesidad del carboxilo libre ha sido observada por diferentes grupos y se
interpreta como reflejo de una implicacién directa de éste en el mecanismo de transporte
de H™ de la UCP1 [Rial et al, 1983; Winkler & Klingenberg, 1994; Jezek et al, 1997].
Recientemente Echtay et a/. [2003] han propuesto un nuevo mecanismo de regulacion
que implica la modificacion covalente de la proteina. Estos autores han sugerido que la
activacién por compuestos como el acido retinoico o el TTNPB se debe a la reaccién del
grupo funcional 2-alquenal con algun residuo de la proteina que hace que aumente su
conductancia a H*. Para estos autores, el 4-hidroxi-2-nonenal y el retinal también son
activadores a pesar de no contar con un carboxilo libre. Los efectos no son especificos
sobre la UCP1 y se observan también en la UCP2, UCP3 e incluso sobre el AAC. Cabe
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pensar que, de nuevo, nos encontramos con efectos que pueden implicar cambios en las
propiedades nativas de todos estos transportadores.

Existe una cierta tolerancia hacia la inclusiéon de grupos hidrofilicos en la
estructura del activador, siempre que se mantenga la solubilidad en el medio lipidico
[Winkler & Klingenberg, 1994; Jezek et al, 1997]. Sin embargo, la observacion presentada
en esta memoria de que la sustitucién del propenilo central del TTNPB por un grupo amida
en el AM580 lleva a una pérdida total de la capacidad de activacion (ver estructura en la
figura 43), pareceria entrar en contradiccion. Posiblemente la rigidez de estos retinoides
impide que, en este caso, el grupo polar introducido pueda ser acomodado en el centro de
union.

En 1997 Jezek et al. estudiaron la correlacion entre la capacidad de activacion
de la UCP1 y capacidad de esos mismos compuestos de hacer fljp-flop en liposomas
carentes de proteinas. Observaron que aquellos que eran incapaces de activar el
transporte de H* a través de la UCP1 tampoco hacian fljp-flop. Remarcaron el hecho de
que la presencia de uno o mas anillos de benceno lejos del carboxilo impedia el fijp-flop y
lo interpretaron como consecuencia de su considerable volumen. Un ano después,
Wojtczak et al apoyaron estas afirmaciones [1998]. Estos experimentos parecian
confirmar la “teoria del ciclaje de los acidos grasosOcomo mecanismo de activacion de la
UCP1. Los datos presentados en esta memoria que demuestran una potente activacion de
la respiracién observada al afadir TTNPB y retinoico, compuestos que presentan anillos
voluminosos, parece contradecir estas afirmaciones. Debe resefiarse también que
Klingenberg & Huang [1999] han encontrado que el acido w-glucopiranosil-palmitico activa
la UCP1 vy, debido a la voluminosidad de su sustituyente, éste tampoco deberia realizar
flip-flop.

Debemos mencionar aqui, resultados recientes obtenidos en nuestro
laboratorio que demuestran que el undecanosulfonato (C11S) activa la UCP1 [Rial et al,
2004]. Los alquilsulfonatos habian sido considerados como una de las principales pruebas
a favor de la teoria del ciclaje, debido a que son compuestos que presentan un elevado
parecido a los acidos grasos, pero al ser el pA; del grupo sulfénico mucho menor que el del
grupo carboxilo, no se protonan a pH fisioldgico y por tanto son incapaces de hacer fijp-
flop. Estos autores demostraron que en proteoliposomas que contienen UCP1, el C11S es
transportado pero no se aumenta la permeabilidad a H* [Garlid et a/, 1996]. Apoyando
estas observaciones, realizaron experimentos en condiciones de respiracion con
mitocondrias de TAP en los que afirmaron que en presencia de propranolol el
undecanosulfonato formaba un par idnico neutro que era capaz de atravesar la membrana
permitiendo el transporte de H*. Sdlo asi el undecanosulfonato conseguia completar el
ciclo protonoférico y provocar por tanto el desacoplamiento de la respiracion [Jaburek et
al, 2001]. Sin embargo, estos autores no mostraron los resultados obtenidos con el C11S
en ausencia de propranolol. Nuestro grupo repitid estos experimentos y demostraron que
la adicién Unica de C11S, sin necesidad de propranolol, era capaz de inducir la
permeabilidad a H* sensible a GDP [Rial et &/, 2004]. Como es evidente que el C11S no
puede hacer fljp-flop, la “teoria del ciclaje de los acidos grasosO no puede ser el
mecanismo de activacion de la UCP1

La hipdtesis alternativa para el mecanismo de activacion de la UCP1 sefala a
los acidos grasos como un grupo prostético de la UCP1 necesario para la estimulacién del
transporte de H* a través de la UCP1. En este modelo el grupo carboxilo del acido graso
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seria el encargado de ceder los H™ captados en el lado citosdlico a otro residuo situado
dentro de la UCP1, desde el cual se produciria la translocacion al lado matricial [Winkler &
Klingenberg, 1994]. Este seria un mecanismo de transporte de H* que recordaria al
descrito en la bacteriorodopsina [Lanyi, 1993].

Finalmente, la naturaleza quimica de algunos de los activadores de la UCP1
puede sugerir algunas caracteristicas que deberia presentar su sitio de unidn. Asi,
compuestos activadores de la UCP1 como el acido retinoico o el TTNPB son moléculas que
se caracterizan por un perfil hidrofébico claro y una gran rigidez. Cabe imaginar que el
acceso al sitio de union deberia producirse desde la membrana lipidica por un proceso de
difusién lateral y requeriria la existencia de un bolsillo de unién de cémo minimo 15 A de
largo. El descubrimiento de la ubiquinona como un cofactor esencial para la activacion de
la UCP1 [Echtay et al, 2000b] asi como la observacion de su capacidad facilitadora de la
union del acido retinoico a la proteina [Tomas et a/,, 2002] son argumentos que apoyan la
idea del acceso al centro de unidn desde la fase lipidica de la membrana interna
mitocondrial.

3.- REGIONES DE LA UCP1 IMPLICADAS EN LA REGULACION DE SU
ACTIVIDAD TRANSPORTADORA

Las proteinas desacoplantes (UCPs) son proteinas de membrana que
constituyen una subfamilia dentro de la familia formada por los transportadores
mitocondriales de metabolitos (ver Introduccion) [Palmieri, 2004]. Como se dijo
anteriormente, muestran una estructura tripartita compuesta por tres repeticiones de unos
100 residuos conectadas por cortos /oops, cada una de las cuales contiene dos segmentos
transmembrana y un /oop matricial donde se encuentra el motivo caracteristico de los
transportadores mitocondriales. Los extremos N-terminal y C-terminal de la proteina se
encuentran orientados hacia el espacio intermembranal. Dentro de la subfamilia de las
UCPs se han identificado en mamiferos cinco proteinas homodlogas [Ledesma et al.,
2002b]. La homologia existente entre las tres proteinas mas estudiadas (UCP1, UCP2 y
UCP3) llevo a proponer en un principio una funcion desacoplante similar para todas ellas
pero con una distribucidon peculiar en los distintos tipos celulares lo que conllevaria una
funcion especifica segiin su contexto fisioldgico. Hoy en dia el papel fisiologico esta
todavia sujeto a discusion (ver seccion 4.4 de la Introduccion).

El trabajo presentado en esta memoria se ha centrado en el estudio de la
UCP1 pero se han utilizado las divergencias con la secuencia de la UCP2 para poder
estudiar regiones en la UCP1 que pudieran estar implicadas en conferir sus propiedades
especificas. Mientras que la regulacién de la UCP1 por retinoides, acidos grasos y
nucledtidos es un aspecto bien establecido, no ocurre lo mismo en el caso de la UCP2. La
tendencia generalizada sittia a la UCP2 como una proteina desacoplante, aunque a la hora
de establecer sus posibles reguladores los datos existentes son contradictorios.

Existen un numero creciente de trabajos que apuntan un papel desacoplante
de la UCP2. Esto se ha demostrado en estudios realizados con proteoliposomas [Jaburek
et al, 1999; Echtay et al, 2001], en mitocondrias de levaduras aisladas [Fleury et al,
1997, Rial et al, 1999], en células intactas [Krauss et al, 2002], en mitocondrias de
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mamifero [Fink et a/, 2002] e incluso en células INS transfectadas con el gen de la UCP2
[Hong et al, 2001] (ver seccién 4.4.1 de Introduccidon). También se ha visto que su
expresion incrementa la termogénesis en hepatocitos [Paulik et al, 1998]. Su funcién
desacoplante hace que se la haya situado como mediadora en la proteccidon contra las
ROS [Arsenijevic et al., 2000] y en la regulacion del ATP intracelular [Cheng, et al., 2003].
En las células B del pancreas el desacoplamiento provocado por la UCP2 disminuye el
rendimiento de la produccién de ATP a partir de glucosa, lo cual provoca una inhibicidon de
la secrecidn de la insulina estimulada por glucosa [Zhang et a/., 2001; Chan et a/., 2001].
Paralelamente se ha visto que en mitocondrias de higado de ratones diabéticos ob/0b la
UCP2 se encuentra sobreexpresada [Chavin et al, 1999; Zhang et al, 2001] y que los
niveles de la UCP2 en los islotes pancreaticos estan incrementados en situaciones de
hiperglicemia [Patane et al, 2002; Laybutt et a/, 2002]. Del mismo modo, se ha
observado que la inactivacion del gen de la UCP2 en los ratones ob/ob restaura en un
primer lugar la secrecidén de insulina, incrementa los niveles de insulina en el suero y
finalmente disminuye drasticamente los niveles de glicidos en estos ratones [Zhang et al.,
2001]. No existe el mismo acuerdo a la hora de establecer si la UCP2 se encuentra
regulada por nucledtidos y acidos grasos. Respecto a la activacidon por acidos grasos de la
UCP2, algunos autores han observado que al reconstituir la UCP2 en liposomas a partir de
cuerpos de inclusion y afadir acidos grasos se observa una estimulacién del transporte de
H* que es sensible a GDP de modo similar al observado en la UCP1 [Jaburek & Garlid,
2003]. En la misma linea, pero sefialando la adicién de ubiquinona (CoQ;) como
imprescindible para observar ese mismo transporte sensible a GDP, se encuentran
Klingenberg y su grupo [Echtay et a/, 2001b]. Otros por el contrario, con la UCP2
expresada en levaduras [Fleury et al, 1997, Gimeno et al. 1997, Rial et al., 1999], o con
mitocondrias aisladas de células de mamifero (células INS-1) [Fink et a/, 2002], no han
conseguido observar ni este efecto activador del trasporte en presencia de acidos grasos
ni la sensibilidad a GDP. Varios experimentos han demostrado la unién del nucleétido a la
UCP2 en liposomas [Chomiki et a/, 2001; Jaburek et al, 1999; Jekabsons et al, 2002] y
en mitocondrias de rifidn [Echtay et a, 1999], pero es sin embargo importante, sefalar el
hecho de que la unién no implica necesariamente una inhibicion del transporte de H*
[Chomiki et al., 2001].

En 1999 se propuso la existencia de otros dos reguladores para la UCP2, las
especies reactivas del oxigeno [Echtay et a/, 1999] y el acido retinoico [Rial et a/, 1999].
En presencia de acidos grasos, y de modo sensible a nucledtidos, las ROS incrementan la
conductancia a protones de las mitocondrias que expresan UCP1, UCP2 y UCP3. La
activacion tiene lugar tras la interaccion directa de los radicales superoxido con la proteina
por su lado matricial [Echtay et a/, 2002]. El acido todo-trans retinoico también se ha
demostrado que regula el transporte de H* mediado por la UCP2. Su efecto sobre la
proteina es muy sensible al pH, menos saturable y cuantitativamente mayor que el que
provoca sobre la UCP1 (figura 49) [Rial et al, 1999].

3.1.- RESIDUOS IMPLICADOS EN LA REGULACION DE LA UCP1 POR
NUCLEOTIDOS

En la busqueda de los residuos responsables de la regulacién de la UCP1, los
implicados en la inhibicién por nucleétidos de la UCP1 han sido los mas estudiados. Los
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ensayos realizados han sido numerosos y las técnicas empleadas van desde la
modificacion con reactivos quimicos de la proteina [Lin & Klingenberg, 1982; Rial et al.,
1986; Kopecky et al., 1987; Rial & Nicholls, 1986], a ensayos de unién con analogos de
nucledtidos de purina [Mayinger et al, 1989; Mayinger & Klingenberg, 1992; Winkler &
Klingenberg, 1992; Huang & Klingenberg, 1995], o mas recientemente experimentos de
mutagénesis dirigida [Arechaga et al, 1993; Bouillaud et a/, 1994; Chomiki et al., 2001;
Echtay et al, 1997, 1998, 2000a, 2001a; Modriansky et al, 1997, Murdza-Inglis et al.,
1994; Gonzalez-Barroso et al, 1996, 1997, Hagen & Lowell, 2000; Urbankova et a4/,
2003]. Reuniendo los datos mostrados en todos ellos, e incluyendo los obtenidos en esta
memoria, los residuos senalados como esenciales para la union de los nucleétidos a la
UCP1 se recogen en las siguientes secciones.

3.1.1.- ARGININAS Y UNION DEL NUCLEOTIDO

El caracter anidnico del nucleétido debe implicar la interaccién con residuos
cargados positivamente para su estabilizacion en el centro de unidn. Se ha demostrado
que las argininas 83 y 182, situadas en posiciones homdlogas en los segmentos
transmembrana II y IV, son esenciales para la union del nucledtido y la regulacion del
transporte [Murdza-Inglis et al, 1994; Mondriansky et al, 1997]. Los datos existentes
acerca de la arginina 276 (region transmembrana VI) son algo mas contradictorios ya que
mientras algunos autores la sefialan como esencial tanto para la regulacién de la inhibicién
por nucledtidos como para su union [Echtay et a/, 2001a], otros autores afirman que
Unicamente influye en la inhibicidn [Modriansky et a/., 1997]. La hipdtesis mas probable es
que las cadenas laterales de los tres residuos interaccionan con los fosfatos del nucleétido.
Se ha propuesto que estas argininas miran hacia el interior de la proteina [Ledesma et a/.,
2002a] en una disposicion compatible con la estructura resuelta del AAC [Pebay-Peyroula
et al., 2003]. La disposicion del nucledtido que permite la interaccion con estos residuos
de arginina es compatible con la interaccion del anillo de purina con las regiones del tercer
Joop identificadas por fotoafinidad como prdximas al nucledtido [Ledesma et a/.,, 2002a].
La implicacién en la unién del nucledtido de residuos de los tres dominios es un primer
dato a tener en cuenta a la hora de hacer consideraciones sobre el centro de unién y tiene
ademas un mayor significado a la vista de la estructura del AAC. En cualquier caso, la
participacion de los tres dominios ya quedd patente tras el estudio de las glicinas 76, 175
y 269 (en los segmentos transmembrana II, IV y VI) que parecen tener un importante
papel estructural [Gonzalez-Barroso et al., 1999, Ledesma et al,, 2002b].

Del resto de argininas de la UCP1, sdlo se ha demostrado que la 91 afecta de
un modo indirecto a la regulacién de la proteina, interviniendo en la afinidad de la unién
del nucledtido a la proteina y regulando la sensibilidad al pH de la unién [Echtay et &/,
2001a].

3.1.2.- LAS TRES REPETICIONES LA UCP1 Y SU IMPORTANCIA EN LA
REGULACION POR NUCLEOTIDOS

En el afo 2000, Hagen & Lowell realizaron un estudio pionero en el que
mediante mutagénesis dirigida crearon una serie de proteinas quimera para tratar de
adscribir a alguno de los tres dominios las caracteristicas transportadoras que presenta la
UCP1. Este estudio sefiald que las diferencias de regulacién por nucledtidos entre la UCP1
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y la UCP3 no residian en el primer dominio y propuso que el tercer dominio de la UCP1
confiere una capacidad de inhibicién del transporte mucho mayor que la que aporta en la
quimera el dominio homdlogo de la UCP3. También, y aunque no lo demostraron,
intuyeron una probable importancia del segundo dominio de la UCP1 en la inhibicion por
GDP [Hagen & Lowell, 2000]

Un afo después Chomiki et a/ [2001] llevaron a cabo experimentos similares
de intercambio de dominios, pero tomando como moldes la UCP1 y la UCP2, y con la
proteina quimera reconstituida en proteoliposomas a partir de cuerpos de inclusion. Estos
autores demostraron, mediante estudios de RPE, que el nucleétido no sélo se unia a la
UCP1, sino que también a la UCP2, aunque en ésta no provocaba una inhibicion del
transporte de H*. De este modo postularon que en el tercer domino de ambas proteinas
tenia lugar la unién del nucledtido, pero que la capacidad de la inhibicién por GDP del
transporte de H* residia en algin aminoacido o region situada dentro de los dos primeros
dominios de la UCP1 [Chomiki et a/, 2001].

El trabajo presentado en esta memoria no ha analizado la uniéon de los
nucledtidos a las distintas quimeras sino que se ha estudiado su papel en el control del
transporte. Nuestra visién es concordante con la propuesta de Chomiki et a/. que sugiere
que los nucledtidos se unen a la UCP2 sin influir en el transporte. La pérdida del efecto del
GDP en la actividad basal en la quimera Q-121 confirma que el segundo dominio es
esencial para que se haya regulacion por nucledtidos del transporte de H*. Sin embargo
no es suficiente ya que en Q-212 la estimulacién por acidos grasos o retinoico es
insensible al nucledtido. Conviene recordar en este momento que las argininas esenciales
correspondientes a las posiciones 83, 182 y 276 de la UCP1 se encuentran conservadas
tanto en la UCP2 como en la UCP3.

3.1.3.- EL DOMINIO II DE LA UCP1 ES ESENCIAL PARA LA INHIBICION POR
NUCLEOTIDOS

Los resultados que acabamos de citar revelan que el segundo dominio tiene
una relevancia notable ya que su pérdida elimina la capacidad de la proteina para ser
regulada por nucledtidos. En este trabajo se han tratado de localizar dentro de este
dominio las regiones o residuos esenciales para que la inhibicion tenga lugar. Los datos
obtenidos en nuestros experimentos de mutagénesis indican que, tanto la regién del /oop
IT como la regidn transmembrana III, son esenciales para que la inhibicion por GDP del
transporte tenga lugar. En concreto, de las quimeras realizadas, hemos encontrado dos
regiones que parecen especialmente importantes. Una de ellas es la quimera del /oop
Lp2_D (cambio del glutdmico 134 y de la metionina 140 por un aspartico y una
fenilalanina) y la otra el mutante puntual transmembrana Gly130Ala. Ambos provocan un
descenso sensible en la inhibicion por nucledtidos de la UCP1 (figuras 76.C y 84.C). La
region transmembrana IV de la UCP1 presentaba gran homologia con la correspondiente
de la UCP2 hasta el punto de Unicamente requerir el cambio de 4 residuos para
transformarla. Esto explicaria que su modificacion no afecte a la actividad de la proteina ni
a su regulacion.

Llama la atencién el hecho de que el glutamico 134 sea un residuo totalmente
conservado en todas las UCP1 descritas (figura 97), mientras que en el resto de UCPs en
esta posicién siempre se conserve un aspartico. Tal sustitucién no parece en principio ser
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Figura 96 Representacion de la degradacion progresiva de la regulacion por nucleétidos de la
UCP1. £n el panel de la izquierda, se muestra la degradacion progresiva de la inhibicion segun se acumulan
mutaciones en el loop del segundo dominio de la proteina. La flecha indica el punto donde se inicia el cambio
drastico en la sensibilidad a nucledtidos. En el panel de la derecha se muestran el efecto de las mutaciones
individuales. Los residuos mutados en cada una de las quimeras pueden observarse en la figura 52.

muy relevante para la regulacion de la proteina, pero es el cambio adicional de la
metionina 140 (caracteristica de la UCP1) por una fenilalanina (presente exclusivamente
en UCP2 y UCP3) lo que lleva a una pérdida muy notable de la inhibicion del transporte
por nucledtidos (figura 76.C). Destacar que la incorporacion de estos residuos
caracteristicos de la UCP1 en la UCP2 (U2Lp2_A) no confiere a la UCP2 sensibilidad a
nucledtidos.

El cambio en la hélice o transmembrana III de la glicina 130 por una valina,
nos indica que ese residuo tiene una importancia estructural en la proteina. Los residuos
de glicina se localizan frecuentemente en regiones donde hay giros . En la estructura de
la AAC en las hélices 1, 3 y 5 hay un giro entorno a la prolina que forma parte de uno de
los motivos caracteristicos de la familia de los transportadores P-x-(D/E)-x,-(K/R). En la
hélice III de la AAC de buey esta prolina es el residuo 132 y en esa misma posicion de la
UCP1 de rata encontramos ese mismo residuo. Pebay-Peyroula y colaboradores [2003]
han especulado que estas prolinas

actuarian como bisagras durante el 1
ciclo catalitico que conlleva el proceso SV (UL R—————
de la translocacion de los sustratos. EI & - v
hecho de que la sustitucién Gly130Val ‘g 20 “ o 30:14
cause un cambio en la regulacion dela & - v oA
UCP1 puede entenderse como § 10 4 : 815153212
resultado de un condicionamiento a la £ < © Q-H3
geometria del giro B. e T o x 8;:'::‘23/”"4
El resto de las mutaciones -10 A
T T T T T T T T

introducidas en este dominio no

provocaron por si mismas una pérdida Mutantes Transmembrana

Figura 98 Efecto sobre la regulacion por nucleétidos de la
UCP1 de la incorporacion progresiva de mutaciones en los
segmentos transmembrana III y 1IV. Los residuos mutados en
cada una de las quimeras pueden observarse en la figura 53.
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BtUCP1 SLGSKISAGLMTGGVAVFIGQPTEVVKVRLOAQSHLHGPK--PRYTGTYN
CfUCP1 SLGSRISAGVMTGGAAVFIGQPTEVVKVRLOAQSHLHGRK--PRYTGTYN
HsUCP1 SLGSKILAGLTTGGVAVFIGQPTEVVKVRLOAQSHLHGIK--PRYTGTYN
RMUCP1 oo AQSHLHGIK--PRYTGTYN
MaUCP1 TLGNRISAGLMTGGVAVFIGQPTEVVKVRLOAQSHLHGIK--PRYTGTYN
MmUCP1 SLGNKISAGLMTGGVAVFIGQPTEVVKVRMOAQSHLHGIK--PRYTGTYN
OcUCP1 SLGSKISAGLTTGGVAVFIGQPTEVVKVRLOAQSHLHGLK--PRYTGTYN
PsUCP1 TLVNRISAGLMTGGVAVFIGQPTEVVKVRLOAQSHLHGIK--PRYTGTYN
RnUCP1 SLGSKISAGLMTGGVAVFIGQPTEVVKVRMOAQSHLHGIK--PRYTGTYN
BtUCP2 GIGSRLLAGSTTGALAVAVAQPTDVVKVRFOAQARAGAGR---RYQSTVE
BrUCP2 GIGSRLMAGCTTGAMAVAVAQPTDVLKVRFQOAQVSAGASK---RYHSTMD
CfUCP2 GIGSRLLAGSTTGALAVAVAQPTDVVKVRFOAQARAGSG---RRYQSTVD
CcUCP2 GIGSRLMAGCTTGAMAVALAQPTDVVKVRFQAQNSAGANK---RYHGTMD
HsUCP2 SIGSRLLAGSTTGALAVAVAQPTDVVKVRFQAQARAGGG---RRYQSTVN

RmUCP2 SIGSRLLAGSTTGALAVAVAQPTDVVKVREQAQARAGGG---RRYQSTVE
MmUCP2 GIGSRLLAGSTTGALAVAVAQPTDVVKVRFQAQARAGGG-~--RRYQSTVE

PsUCP2 NVLIRILAGCTTGAMAVSFAQPTDVVKVREQAQSNLDGVA---RYTGTMQ
RNUCP2 GIGSRLLAGSTTGALAVAVAQPTDVVKVRFOAQARAGGG---RRYQSTVE
SsUCP2 GIGSRLLAGSTTGALAVAVAQPTDVVKVRFOAQARAGGG---RRYQSTVE
BtUCP2 GIGSRLLAGSTTGALAVAVAQPTDVVKVRFOAQARAGGG---RRYRSTVD
BtUCP3 SIITRILAGCTTGAMAVTCAQPTDVVKIRFOASMHTGLGGN-RKYSGTM
CfUCP3 SITTRILAGCTTGAMAVSCAQPTDVVKVRFQAS THLGAGSN-RKYSGTM
EmUCP3 GLAPRLLAGCTTGAVAVACAQPTDVVKVRFOAHGAMPEST--RRYNGTL
GgUCP3 GLLARLLAGCTTGAVAVTCAQPTDVVKVRFOALGALPESNR-R-YSGTV
HsUCP3 SLTTRILAGCTTGAMAVTCAQPTDVVKVRFQASIHLGPSRSDRKYSGTT
MmUCP3 SLTTRILAGCTTGAMAVTCAQPTDVVKVRFQASIHLGSSGSDRKYSGTV
MgUCP3 GLLARLLAGCTTGAVAVTCAQPTDVVKVRFOALGALPESN--RRYSGTV
MmUCP3 SVAIRILAGCTTGAMAVTCAQPTDVVKVRFQAMIRLGTGGE-RKYRGTM
PsUCP3 SIAIRILAGCTTGAMAVTCAQPTDVVKVRFQAMIRLGTGGE-RKYKGTM
RnUCP3 SVAIRILAGCTTGAMAVTCAQPTDVVKVRFQAMIRLGTGGE-RKYRGTM
SsUCP3 SITTRILAGCTTGAMAVTCAQPTDVVKVRFQAS THAGPRSN-RKYSGTM

PLWKSVIGGMMAGVIGQFLANPTDLVKVOMOMEGKRKLEGKPLRFRGVD
PLWKSVIGGMMAGVIGQFLANPTDLVKVOMOMEGKRRLEGKPLRFRGVD

TLLINMICGVVSGVISSTIANPTDVLKIRMOAQGSLFQGSMIGSFIDIY
TLLINMICGVVSGVISSTIANPTDVLKIRMOAQGSLFQGSMIGSFIDIY
TLLINMICGVVSGVISSTIANPTDVLKIRMOAQGSLFQGSMIGSFIDIY

AtUCP1 PLSKKILAGLTTGALGIMVANPTDLVKVRLOAEGKLAAGA-PRRYSGAL
AtUCP2 PLYQKILAALLTGAIAIIVANPTDLVKVRLOSEGKLPAGV-PRRYAGAV
LeUCP PLSKKILAALTTGALGITVANPTDLVKVRLOAEGKLPAGV-PRRYSGAL
OsUCP1 SLFAKILAALMTGVIAIVVANPTDLVKVRLOADGKATTVK--RHYSGAL
OsUCP2 PLTKKIAAGFTTGAIAISIANPTDLVKVRLOAEGKLAPGA--RAYAGAM
StUCP PLSKKILAALTTGALGITIANPTDLVKVRLOAEGKLPAGV-PRRYSGAL
SrUCP PLSKKILAGLTTGALAIIVANPTDLVKVRLOSEGKLPPGV-PRRYSGAL
TaUCP TLMNKILAALTTGVIAIAVANPTDLVKVRLOADGKSTAVK--RHYSGAL
ZmUCP PLSKKIAAGFTTGAIAISIANPTDLVKVRLOAEGKLAPGV-PRRYTGAM

UCP1 UCFP2 UCP3 PUMP

Figura 97 Alineamiento de las secuencias de UCPs descritas. 70das /as secuencias fueron extraidas
de Genbank (http.//www.ncbi.nlm.nih.gov) y sus numeros de acceso vienen recogidos en la tabla 2 de la
seccion de Introduccion. Remarcados en la UCP1 y en todas las UCPs se muestran en verde la glicina 130,
en amarillo el glutamico 134 y en rojo la metionina 140,
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de la regulacién por GDP de la proteina. Sin embargo, nuestros resultados indican que la
acumulacién progresiva de mutaciones, tanto en el /oop (después de incluir Lp2_D) como
en la regién transmembrana III (tras incluir Gly130Ala) termina por eliminar la regulacién
por GDP de la proteina (Q-Hx3, Lp2_ABCD, Lp2_ABCDE, Q-Lp2 y Q-Hx3/Hx4). Las figuras
96 y 98 nos muestran esta destruccion progresiva de la regulacion por nucledtidos de la
UCP1 tras la acumulacién sucesiva de mutaciones en el /oop II y en los segmentos
transmembrana. Podria decirse que la UCP1 se encuentra optimizada para el control del
transporte por los nucledtidos y que la sustitucién de sus residuos por las secuencias
divergentes presentes en la UCP2 lleva a un control deficiente de la actividad cuyo efecto
es acumulativo.

3.1.4.- PAPEL DE LOS LOOPS MATRICIALES EN LA UNION DEL NUCLEOTIDO Y
LA REGULACION DEL TRANSPORTE EN LA UCP1

La primera evidencia acerca de la localizacién del sitio de union del nucledtido
en la zona del /oop III de la UCP1 se obtuvo mediante marcaje de fotoafinidad. Los
resultados apuntaron hacia la zona situada cerca del segmento N-terminal de la sexta
hélice o, en concreto a los residuos cisteina 253, treonina 259 y treonina 264 (alanina 264
en la UCP1 de hamster) [Mayinger & Klingenberg, 1992; Winkler & Klingenberg, 1992]. En
1994 se observd que la regidén 261-269 de este /oop conservaba una elevada homologia
con el dominio de union del ADN de los receptores de estrégenos, por lo que se pensd que
podia intervenir en el sitio de union del nucledtido a la UCP1 [Bouillaud et a/, 1992] y de
hecho se demostrd que la delecidon de tres aminoacidos en esta region (fenilalanina 267,
lisina 268 y glicina 269) llevaba a la pérdida de la regulaciéon por nucleédtidos del transporte
[Bouillaud et al, 1994]. Afios mas tarde, mediante RMN, se demostré que la region 261-
269 adopta una estructura en hélice o como el del dominio de unién a ADN y mediante
modelado molecular se intuyd que se situaria en un plano paralelo a la bicapa [Gonzalez-
Barroso et al, 1999]. Para comprobar la posible importancia de esta regiéon en la
regulacion del transporte se ha realizado un importante esfuerzo de mutagénesis que se
ha completado en la presente memoria. Destacar que la delecion completa de estos nueve
aminoacidos transformaba la proteina en un poro insensible a nucleétidos que permite el
paso de solutos de hasta 1000 Da [Gonzalez-Barroso et al, 1997]. Las deleciones de los
residuos homdlogos de los dominios I (Phe-Lys-Gly) y II (Trp-Lys-Gly) también revelaron
la pérdida de la regulacion por nucleétidos, pero sin afectar al transporte de H* [Gonzélez-
Barroso et al, 1999]. Todos estos datos han llevado a que se propusiera que estas tres
regiones homdlogas forman parte del denominado dominio “puertaO que regula el
transporte y determina la especificidad de la proteina [Gonzalez-Barroso et al., 1999].

En este sentido conviene llamar la atencidn sobre la estricta conservacion del
residuo de glicina incluido en estas regiones y que se encuentran en el extremo N-terminal
de las hélices transmembrana II, IV y VI de todos los transportadores mitocondriales
(figura 8). En el caso de la UCP1 las glicinas de las hélices IV y VI se han considerado
como parte integrante un giro B de tipo VIII (Gly-x-x-Pro), siendo diferente en la hélice II
(Gly-x-Pro) donde podria tratarse de un giro p de tipo VI [Hutchinson & Thornton, 1994].
Se ha demostrado que la delecion de cualquiera de las tres glicinas homdlogas de los
dominios I, II y III (76, 175 y 269) provoca la pérdida total de la regulacion por
nucledtidos en la UCP1 [Gonzalez-Barroso et a/., 1999].
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En trabajos anteriores realizados en nuestro laboratorio se habia observado
que la sustitucion Gly269Leu retenia una cierta regulacion por nucledtidos. En esta
memoria se ha realizado la sustitucion homologa en el segundo dominio, Gly175Leu
demostrandose un efecto mas drastico que el descrito para Gly269Leu ya que la proteina
pierde toda regulacion del transporte, manteniendo una elevada actividad basal que
dificulta el crecimiento de las levaduras (fenotipo “desreguladoQ figura 90). En el mismo
giro B del segundo dominio se procedid a realizar la sustitucion Pro178Val pero esta
mutacion no tuvo consecuencias en la actividad y regulacion del la UCP1. Era sin duda de
interés analizar el papel de la prolina en el giro B del primer dominio. La secuencia Gly-
Leu-Pro sélo se encuentra en la UCP1 mientras que en UCP2 y UCP3 la secuencia es Gly-
Leu-Val. Sin embargo, la sustitucion Pro78Val tuvo modestas consecuencias ya que
disminuy6 algo la actividad basal pero mantuvo la regulacién por nucleétidos.

3.2.- MODELO ESTRUCTURAL PARA LA UNION DEL NUCLEOTIDO A LA
UCP1

En el ano 2002, nuestro grupo propuso un modelo de organizacién
tridimensional de la UCP1 consistente en una agrupacion secuencial de los segmentos
transmembrana para formar una estructura en forma de barril. El aspecto mas novedoso
del modelo era que los /oops matriciales no penetraban en el interior del barril sino que
formarian la tapa inferior del mismo. En este modelo, el contacto entre las dos
subunidades del dimero tenia lugar entre los segmentos transmembrana II y III de cada
monomero (ver seccion 3.6 de Introduccién) [Ledesma et al,, 2002a]. Se propuso que el
nucledtido accederia a su sitio de unién en la UCP1 desde la cara citosolica y se alojaria en
el fondo del barril de hélices a. Alli, su anillo de guanosina interaccionaria con residuos de
los /oops matriciales tal y como habia revelado el marcaje de fotoafinidad [Mayinger &
Klingenberg, 1992; Winkler & Klingenberg, 1992]. Las cargas negativas de los fosfatos
establecerian a su vez puentes salinos con las arginina esenciales de los segmentos II, IV
y VL

Este modelo explicaba la observacién de que las mutaciones Glu261Ala y
Lys268Leu no tenian efecto sobre la unidn a pesar de ser residuos cargados. El modelado
de la unién de la regién 261-269 con la hélice transmembrana VI dejaba estos residuos
expuestos a la cara matricial probablemente interaccionando con las cabezas polares de
los fosfolipidos [Gonzalez-Barroso et al, 1999; Ledesma et a/, 2002a]. En esta memoria
se han introducido otras dos mutaciones en esta region, Thr259Arg y Ala264Arg, en los
que de nuevo los residuos de la UCP1 se han sustituido por los presentes en la UCP2. Las
sustituciones no han mostrado efectos sobre el control del transporte lo que es indicativo
de que, tal y como se ha propuesto en el modelo de Ledesma et al., la estabilizacion del
anillo de purina no debe tener lugar mediante la formacion de puentes de hidrégeno sino
mediante interacciones de apilamiento [Ledesma et a/., 2002a].

~ El grupo de Klingenberg habia propuesto que el glutdmico 190 actua como
“sensorOde pH regulando la union de los nucledtidos a la UCP1 segun el pH [Winkler et
al., 1997; Echtay et al,, 1997] y un ano después que la histidina 214 regula la unién de los
nucledtidos mediante su estado de protonacion. Asimismo, la regulacion de la protonacion
de esta histidina dependeria de los asparticos 209 y 210 [Winkler et al, 1997; Echtay et
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al.,, 1998; 2000a]. Segun el modelo de Ledesma y colaboradores, la union del nucleétido
en el fondo del barril de hélices o y el hecho de que los residuos glutamico 190 e histidina
214 se encuentren proximos a la cara citosolica del barril hace poco probable su
interaccion con la cadena de polifosfatos del nucledtido cuando esta en su centro de unién
por lo que se propuso que estos residuos probablemente regulan su acceso al sitio de
union [Ledesma et a/., 2002a].

La reciente publicacion de la estructura tridimensional del AAC [Pebay-Peyroula
et al,, 2003] confirmd la validez de este modelo ya que en ambos casos se trata de una
estructura en forma de barril abierta por el lado citosdlico y con los /oops matriciales
cerrando la cavidad por el lado de la matriz. La gran homologia existente entre el AAC y la
UCP1 hace posible que el modelo de organizacion tridimensional de los segmentos
transmembrana de ambas sea muy similar. De hecho hay que destacar que los tres
dominios de la AAC presentan una estructura extraordinariamente similar a pesar de que
la identidad de secuencia entre los dominios es de tan solo el 15 % (ver figura 24 en
Introduccion) [Pebay-Peyroula et a/,, 2003].

Tomando como base la estructura resuelta de la AAC se ha procedido a
construir un nuevo modelo de la UCP1 en el que se han reemplazado las secuencias de las
regiones transmembrana del AAC por las secuencias homologas de la UCP1 e incluyendo
también la regidon 261-269 cuya estructura se ha resuelto por RMN [Gonzalez-Barroso et
al., 1999]. El resultado se muestra en la figura 99. En ella se ha introducido una molécula
de ATP que se ha situado en una posicion compatible con la interacciéon tanto con la
region 261-269 como con las argininas esenciales 83, 182 y 276.

El modelo ayuda a comprender el efecto de las mutaciones de la quimera
Lp2_D. La observacion de la figura 99 nos revela que el glutamico se encuentra mirando
hacia el interior del barril en posicion cercana a la cadena de fosfatos sugiriendo incluso la
posible formacion de un puente salino con la arginina 83. Su mutacién por un aspartico no
provoca efectos aparentes pero el cambio adicional Met140Phe, situado en una orientacion
opuesta al glutdmico y en la regidon que se considera podria formar parte de la superficie
de interaccion de los mondmeros, podria provocar un desplazamiento adicional del
carboxilo de modo que se dificulte la inhibicidon del transporte.

3.2.- RESIDUOS IMPLICADOS EN LA REGULACION DE LA ACTIVIDAD
TRANSPORTADORA DE LA UCP1 POR ACIDOS GRASOS

El estudio de las regiones implicadas en el transporte de H* activado por los
acidos grasos es mucho mas reciente y menos detallado. El primero de ellos se realiz6 en
nuestro laboratorio, y demostré que, dentro de la regidon C-terminal de la proteina,
mutaciones en la cisteina 304 hacian variar la A, de la activacion, haciendo que la
proteina mostrase una mayor o menor afinidad por acidos grasos segun el residuo
sustituyente [Gonzalez-Barroso et al 1996; 1998]. Esta region esta orientada hacia la cara
citosolica [Eckerson & Klingenberg, 1987] y representa una especie de “colaOmdvil de 11
aminoacidos que va desde el aminoacido 296 al extremo C-terminal (MKSRQTVDCTT). Se
ha descrito que reactivos que forman puentes disulfuro, permiten la unién de las dos
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Figura 99 Representacion tridimensional del barril de hélices o de la UCP1 sobre el esqueleto de la
estructura del AAC. Figura superior: vista desde la cara citosolica. Se muestra la molécula de ATP en el fondo
del barril rodeada por las tres argininas esenciales para la union del nucledtido y los residuos glutamico 134 y
metionina 140. La flecha amarilla indica la posible interaccion entre la arginina 83 y el glutdmico 134. Figura inferior:
vista desde el plano de membrana plasmatica. Se muestra la molécula de ATP en el fondo del barril. La zona
sefalada con la flecha amarilla es la region N-terminal de la hélice VI, region donde ha habido union por fotoafinidad.
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subunidades del dimero de la UCP1 mediante un puente disulfuro intermolecular entre las
dos cisteinas 304 de cada mondmero [Klingenberg & Appel, 1989].

Otros autores también han aportado datos sobre residuos implicados en el
transporte de H™ de la UCP1. Asi en 1998, Klingenberg y colaboradores estudiando UCP1
reconstituida en liposomas, sefialaron que el par de histidinas 145 y 147 de la region del
loop 11 eran las responsables de la capacidad transportadora de H* de la UCP1. Su
ausencia en la UCP2, mientras que en la UCP3 sdlo se encontrase conservada la His145
llevd a estos autores a proponer que estas proteinas no eran transportadoras de H*
[Bienengraeber et al, 1998]. Esta afirmacion fue bastante controvertida, ya que aunque
algunos autores apoyaron estas observaciones siguiendo la misma metodologia
[Urbankova et al, 2003], otros crearon el doble mutante (His145Asn/His147Asn) y no
observaron efectos sobre el transporte de H* [Hagen & Lowell, 2000]. Nuestros resultados
apoyan la observacién de Hagen y Lowell ya que quimera Lp2_C incluye la sustitucion de
las dos histidinas y muestra unas propiedades funcionales muy parecidas a la UCP1 (figura
76).

El grupo de Klingenberg también ha sefialado a los asparticos 27 y 210 como
implicados en el transporte, aminoacidos que ya habian sido implicados en la unién de los
nucledtidos trifosfato. Experimentos en proteoliposomas y en mitocondrias de levaduras
demostraron que mutaciones del aspartico 27 (Asp27Asn) o del 210 (Asp210Asn)
disminuian drasticamente el transporte de H* sin afectar al de aniones como el cloruro. Se
propuso entonces que el aspartico 210 mediaria en la adquisicion de los H* desde el lado
citosodlico, mientras que el 27 se encargaria de transportar los H* a través de la membrana
[Echtay et al, 2000a].

Los trabajos de Hagen y Lowell [2000] con las proteinas quimera sefalaron
que la activacion del transporte de H* por acidos grasos en la UCP1 depende del domino
IT o de alguno de sus residuos que se encuentren ausentes en la UCP3. A esta conclusion
llegaron tras observar que la sustitucion de este dominio en la UCP1 por su homdlogo de
la UCP3 provocaba la pérdida de la activaciéon del transporte, mientras que su inclusion en
la UCP3, conferia a ésta una capacidad de estimulacion por acidos grasos que antes no
poseia. De sus resultados, postularon también que el domino I de la UCP1 debia influir en
el mantenimiento de la estructura de la UCP1 ya que, si bien su implantaciéon en la UCP3
no proporcionaba la capacidad de estimulacién a ésta, su cambio en la UCP1 provocaba
una bajada en la estimulacion del transporte. Finalmente al tercer dominio de la UCP1,
donde se encuentran localizados los asparticos 209 y 210, no le atribuyeron un papel
critico en la activacion por acidos grasos, debido a que su sustitucion por el dominio III de
la UCP3 no afectaba sensiblemente a la activacion.

Los experimentos posteriores de Chomiky et al [2001] en proteoliposomas,
generando las quimeras UCP1/UCP2, mostraron resultados compatibles con los anteriores.
Estos autores propusieron que los dominios I y II eran los responsables de conferir las
capacidades transportadoras caracteristicas a ambas proteinas. Argumentaron esta
hipotesis al comprobar que su quimera 112 mantenia una activacion por acidos grasos
semejante a la UCP1 mientras que la quimera 221 se comportaba igual que la UCP2.

Nuestro propodsito a partir de los resultados publicados fue observar si el
segundo dominio de la UCP1, al igual que lo observado en la UCP3, podia también conferir
a la UCP2 la activacion del transporte de H* por acidos grasos que caracteriza a la UCP1.
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El estudio de las quimeras mayores de esta ACTIVAS INACTIVAS
memoria confirmd los resultados obtenidos por

Hagen y Lowell [2000]. En nuestro caso, ! 1 2 . 1 2 1 .
mientras que la quimera Q-212 adquiere una
estimulacion por acidos grasos no sensible a

nucledtidos, Q-121 pierde ambas regulaciones,

2 1 2 2 2 1
pero adquiere una caracteristica tipica de la b a
UCP2: la respuesta a retinoico a pH 7.3. En la
figura 100 se relnen todas las quimeras

realizadas que muestran activacion por acidos 1 1

grasos de su transporte de H*. Su estudio nos ¢ ¢
muestra que todas las quimeras que se activan

por acidos grasos presentan el dominio II, por ) . .

lo que proponemos este segundo dominio de la c c
UCP1 es esencial, y suficiente, para conferir el ._. ._. ._.
transporte de H* activado acidos grasos que

muestra la proteina. 1 1 1 1
[ c
Establecida la importancia del ._. ._. ._. ._.

segundo dominio de la UCP1 en la actividad de
la proteina, era necesario intentar delimitar si la Figura 100 Resumen de las quimeras realizadas
. R i . ., mediante intercambio de dominios para analizar
capacidad de la activacion del transporte residia ja activacién por acidos grasos del transporte
en algun residuo en concreto como propusieron mediado por la UCP1. Se muestran en azul, rojo y
Klingenberg y colaboradores [Bienengraeber et /fjsggg/’.ﬁfnfeﬁgeicp/o’S’Zfé’,’rff,;;j_;"/.fﬁ_’;' ;Cﬁ/}e’
al, 1998] o si por el contrario era debida a 1a tabajo se han generado las quimeras: a) Hagen &
conformacion adoptada por el seqgundo dominio Ltowel, [2000], b) En esta memoria, c) Chomiki et al.
de la UCP1. Se traté asi de ir transformando %/
progresivamente las distintas regiones de la UCP1 en regiones de la UCP2, para de este
modo determinar qué residuos son claves para la activacion por acidos grasos de la
proteina. Los resultados de las quimeras realizadas en el /oop 11 reflejan claramente que
las sustituciones individuales de las regiones (Lp2_A, Lp2_B, Lp2_C, Lp2_D, Lp2_AB y
Lp2_ABC) no implican ningin cambio significativo en la respuesta de la proteina a los
acidos grasos (figura 101). Todas ellas reflejan valores de estimulacién del transporte
similares a los que presenta la UCP1. Sin embargo, de manera analoga a lo que ocurria en
la regulacion por nucleédtidos, la adicion progresiva de mutaciones termina por eliminar la
capacidad de estimulacion por palmitico de la proteina (Lp2_ABCD, Lp2_ABCDE y Q-Lp2).
La figura 101 refleja la pérdida progresiva de esta estimulacidon. Curiosamente, la
disminucion mas drastica se observa de nuevo tras incorporar las mutaciones del
Glul34Asp y Met140Phe a Lp2_ABC para generar la quimera Lp2_ABCD. Teniendo en
cuenta la disminucion del estado 4 que se observa en las quimeras insensibles a acidos
grasos, y su pérdida de regulacién por nucledtidos, este efecto podria entenderse
suponiendo que la adicion progresiva de mas mutaciones en el /oop termina generando
proteinas inactivas (Lp2_ABCDE y Q-Lp2). Estos datos indican que el /oop II de la UCP1 es
esencial para la estimulacién por acidos grasos ya que su cambio completo modifica la
estructura secundaria que adopta y elimina la activacion de la proteina.

De manera andloga a lo observado en el /oop, la estimulacion por acidos
grasos va disminuyendo de forma progresiva segiin se van acumulando las mutaciones en
las regiones transmembrana III y IV (figura 102). Destacar, sin embargo, que son las
sustituciones Val125Leu y Phel28Ala (Q-Hx3) las que provocan la disminucion mas
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Figura 101 Degradacion progresiva de la estimulacion del transporte de H* por acidos grasos de
la UCP1. £n el panel de la izquierda se observa como la destruccion de la estimulacion es progresiva segun
se van incorporando las regiones divergentes presentes en la UCP2 al loop del segundo dominio de la UCPI.
En el panel de la derecha se observa el efecto de las mutaciones individuales sobre la estimulacion del
transporte. Los residuos mutados en cada quimera pueden verse en la figura 52.

drastica. La quimera Q-Hx3/Q-Hx4 muestra una disminucion de su estimulacion por
palmitico aunque sin llegar a eliminarla por completo. La posicion de Val125 y Phe128 en
nuestro modelo de estructura tridimensional situaria a la fenilalanina en la interfase entre
monomeros y esto podria afectar a la formacion del homodimero y curiosamente también
a la estimulacion por acidos grasos de la UCP1. Experimentos posteriores deberian
establecer la influencia de la mutacién individual de la fenilalanina 128.

3.4.- REGULACION DE LA ACTIVIDAD TRANSPORTADORA DE LA UCP1

POR ACIDO RETINOICO

Los resultados obtenidos
en esta memoria reflejan que el /oop 11
tiene una importancia esencial en las
caracteristicas transportadoras de la
UCP1. El cambio completo del /ogp de
la UCP1 por el de la UCP2 elimina el
fenotipo UCP1 de la quimera (Q-Lp2),
y acerca los valores de estado 4, RCR,
respuesta a nucledtidos y acidos
grasos que caracterizan a la UCP2. Sin
embargo debe considerarse a esta
quimera como una proteina inactiva ya
que no muestra la caracteristica
bioenergética que caracteriza a la
UCP2: su respuesta mayor a retinoico
a pH 7.3. La representacion de la
diferencia de estimulacion por retinoico
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Figura 102 Efecto de las mutaciones de los segmentos
transmembrana sobre la estimulacion del transporte por
acido palmitico de la UCP1. Se observa la clara degradacion de
la estimulacion tras incluir las mutaciones introducidas en Q-Hx3..
Los residuos mutados en cada una de las quimeras pueden
observarse en la figura 53.
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7.3/6.8 que presentan las distintas
quimeras progresivas del /foop 1I
(figura 103) nos indica que el § ™ A
cambio progresivo de los 3 i
L r L x 100 O UcP1
aminoacidos de este dominio de la 3 1 ® LA
UCP1 por sus correspondientes en 5 T so- A Lp2 AB
. .. g a PN v Lp2_ABC
la UCP2, no empiezan a adquirir las £ 3 1 B Lp2 ABCD
caracteristicas bioenergéticas de la £ & o VAR A Lp2 ABCDE
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UCP2 hasta que se incorporan tanto < 1 ) ¢ Q-121
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transmembrana (Q-121). De todos
modos es patente que el segundo
dominio no determina Unicamente
la regulacion del transporte en la
UCP2 vya que los niveles de
respuesta a retinoico de Q-121 a pH
7.3 siguen sin alcanzar los valores
mostrados por la UCP2. Por ello
podemos decir que, mientras en la

-100

Transicion Mutantes loop Il

Figura 103 Representacion de la adquisicion progresiva de las
caracteristicas transportadoras UCP2. Los residuos mutados en
cada una de las quimeras pueden observarse en las figuras 51 y 52.
Con una flecha negra se sefala el punto donde la diferencia de
estimulacion por retinoico comienza a hacerse positiva (caracteristico de

la UCP2).

UCP1 el dominio II es suficiente para conceder la estimulacién por acidos grasos, el
segundo dominio de la UCP2 no es suficiente para aportar a la proteina un fenotipo UCP2.
Esta observacién es compatible con lo afirmado por Chomiki et a/ que afirmaron que la
regulacion por nucledtidos y el transporte mostrado por la UCP1 y UCP2 residia en los dos

primeros dominios de la proteina.



o Conclusiones 163

CONCLUSIONES:

1.- La proteina desacoplante UCP1 presenta una elevada conductancia a protones en
ausencia de nucleétidos y acidos grasos.

2.- El mecanismo molecular de activacion de la termogénesis mediado por los acidos
grasos no puede basarse en un ciclo protonoférico que implique la translocacion del acido
graso mediada por la UCP1. El mecanismo de activacion mas probable implica la
participacion del grupo carboxilato del acido graso en la translocacion de los protones.

3.- La union de nucledtidos ocurre en el centro del barril de hélices oy en ella participan
residuos de los tres dominios de la proteina.

4.- El dominio central de la UCP1, constituido por las regiones transmembrana III y IV y el
loop matricial II, es suficiente y necesario para conferir a la UCP1 su capacidad de
respuesta a los acidos grasos.

5.- La secuencia de la UCP1 parece optimizada para la regulacion de la actividad
termogénica por los nucledtidos y acidos grasos. La sustitucion de las secuencias
caracteristicas de la UCP1 por las correspondientes en la UCP2 lleva a una reduccién
progresiva de la respuesta a los dos reguladores.
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