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ABREVIATURAS

AGL/AGLs: Acido graso libre/acidos grasos libres

AGPI/AGPIs: Acido graso poliinsaturado/acidos grasos poliinsaturados

AHA: Alfa hélices anfipaticas

ASAS: Analisis del area superficial accesible al solvente

ATP: Adenosina-trifosfato

CASP: Evaluacion critica de técnicas para prediccion de la estructura proteica (del inglés
Critical Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction)

DHA: Acido docosa-4,7,10,13,16,19-hexaenoico

DM: Dindmicas Moleculares

EROs: Especies reactivas de oxigeno

GDP: Guanosina-difosfato

GM: Grasa marron

M_D215N: Estructura de la proteina mutante D215N

M_D28N: Estructura de la proteina mutante D28N

M_E173Q: Estructura de la proteina mutante E173Q

MACEF: Familia de Transportadores Aniénicos Mitocondriales (del inglés Mitochondrial
Anion Carrier Family)

MEM: Membrana externa mitocondrial

MH: Modelado por homologia

MIM: Membrana interna mitocondrial

MRP: Modelado por reconocimiento de plegamiento

PH: Puentes de hidrégeno

POPC: Fosfatidil oleoilfosfatidilcolina (del inglés phosphatidyl oleoylphosphatidylcholine)
RMSD: Raiz cuadrada del promedio de la desviacion cuadréatica (del inglés Root Mean
Square Desviation)

UCP/UCPs: Proteina desacoplante/proteinas desacoplantes (del inglés uncoupling proteins)
UCP3_WT: Estructura de UCP-3 del fenotipo silvestre



RESUMEN

Las proteinas desacoplantes (UCPs) pertenecen a la Familia de Transportadores Anionicos
Mitocondriales (MACF) y se caracterizan por trasportar protones del espacio
intermembranal a la matriz mitocondrial, disminuyendo la capacidad de generar
nucledtidos trifosfato, los cuales son usados en procesos dependientes de energia (actividad
desacoplante). Por ello, repercuten notablemente en el metabolismo energético. Se postulan
tres posibles mecanismos de transporte de protones: (1) la utilizacién del grupo carboxilo
de &cidos grasos libres (AGLS) para transportar protones, (2) como transportador de AGLs
anionicos que difunden por la membrana al neutralizarse con un proton del espacio
intermembranal y (3) utilizando los AGLs como cofactor alostérico. En adicion, es
ampliamente reconocido que estas UCPs son activadas por los AGLs y acidos grasos
poliinsaturados (AGPIs). Se detectaron mediante busqueda de literatura, mutantes que
presentan reducida la actividad desacoplante de UCP-1 y se modelaron las respectivas
estructuras teéricas homologas en UCP-3 para ser comparadas con el fenotipo silvestre de
UCP-3. Aplicando un enfoque biofisico computacional e informacién estructural de UCP-1
y UCP-2, este estudio encontrd una explicacion a nivel molecular de fendémenos
macroscopicos. El modelado y dindmicas moleculares de la estructura del canal de UCP-3
determinaron que las propiedades del poro repercuten en el transporte de protones y el
mecanismo podria estar mediado por cables de agua. En adicién, el acoplamiento
molecular del AGPI DHA sugiere que el mecanismo de activacion de UCP-3 mediado por
AGPIs se da debido a que estos interaccionan con UCP-3 de la misma manera que los

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

Palabras claves: UCP-3, actividad desacoplante, dindmicas moleculares, acoplamiento

molecular, DHA.



ABTSRACT

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

been proven to enhance UCP-3 performance.

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



I. INTRODUCCION

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

respiracion.

Todas las UCPs tienen seis segmentos de alfa hélice que traspasan la membrana
mitocondrial. Los extremos amino y carboxilo terminal estan en el espacio intermembranal
y las asas hidrofilicas, en la matriz mitocondrial. Este parentesco estructural se debe a la
homologia que guardan entre si. En adicion la UCP-3 y la UCP-2 comparten una identidad
aminoacidica de un 57 por ciento y 59 por ciento con la UCP-1, mientras que las UCP-2 y
3 tienen un 73 por ciento de identidad en su secuencia; sin embargo, la Gnica UCP que
presenta una estructura resuelta experimentalmente es la UCP-2. Debido a que las UCP-2 y
UCP-3 guardan un gran parecido a la UCP-1, se cree que cumplen un rol similar.

Las UCP son responsables de la actividad termogénica ya que modifican el gradiente
electroquimico de H* asociado con la bomba de adenosina-trifosfato (ATP). Este fendémeno
ha sido ampliamente estudiado en la UCP-1 de la grasa marrén (GM). En este contexto, la
UCP-3 se expresa principalmente en GM y musculo esquelético y se ha postulado que
tiene un rol termogénico. No obstante, existe evidencia que sugiere que UCP-3 puede no
estar directamente implicada en la termorregulacion. En adicion, esta proteina no sélo esta
asociada a un papel netamente bioquimico o termorregulador, sino que su comportamiento
tiene consecuencias fenotipicas y nutricionales. Por ejemplo, cuando la concentracion de
UCP-3 esta mermada en el musculo esquelético, las mitocondrias de éste son defectuosas
en la oxidacién de acidos grasos. También se conoce que en el anterior caso se promueve la

acumulacion de estos y sus metabolitos, y este fenOmeno esta asociados con el incremento



del estrés oxidativo y se sefiala que este incremento guarda estrecha relacion con el

desarrollo de la obesidad y la diabetes tipo 2.

Existen otras evidencias que relacionan la UCP-3 y su rol en el metabolismo energético
asociado a la nutricion. Por ejemplo, ratones con sobreexpresion de UCP-3 fueron menos
eficientes en el metabolismo sin presentar mas hambre y presentaban una resistencia a
generar obesidad en una dieta alta en grasa. Ademas, se ha reportado que cuando el gen
UCP-3 esta sobreexpresado, el musculo imita la condicidn de ejercicio incrementando la

actividad espontanea y el gasto energético.

A pesar que se ha demostrado ampliamente que la UCP-3 tiene un rol protagonico en el
metabolismo energético y la nutricion, aun se debate el mecanismo de accion de esta
proteina mitocondrial y no se tiene informacion de como interactian espacialmente los
acidos grasos poliinsaturados (AGPIs) con las mismas, ya que incrementan la actividad de
UCP-3. Por consiguiente, Este estudio tiene como objetivo encontrar la relacion entre la
estructura y dinamica del poro de UCP-3 de humanos con el paso de protones y la
interaccion que presenta con el AGPI acido docosa-4,7,10,13,16,19-hexaenoico (DHA)
utilizando un enfoque computacional (también llamado in silico - expresado en forma
latinizada- ), ya que pretende aportar en el entendimiento molecular de la funcién de UCP-
3, dando un punto de partida teérico a procedimientos empiricos futuros de tal manera que
se integre esta informacion en el balance energeético, la modificacion de su protagonismo
por medio de dietas, la implementacién de terapias y la prediccion de su comportamiento

con otras sustancias o cambios fisicoquimicos de su entorno.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1 Fisiologia mitocondrial

La mitocondria, en el contexto celular, alberga el poder de respirar y generar energia.
Segun Papa et al. (2012) ésta produce el 80 por ciento del ATP que la célula requiere y el
resto, se produce en el citosol. La respiracion oxida completamente los compuestos
carbonados en agua, diéxido de carbono y amoniaco. Asi mismo, es el lugar fisico de rutas
anabdlicas como la elongacién de los &cidos grasos o reacciones parciales de la

gluconeogénesis.

2.1.1 Macroestructura y funcion mitocondrial

La mitocondria presenta cuatro estructuras (Gvozdjakova, 2008): Membrana externa
mitocondrial (MEM), membrana interna mitocondrial (MIM), espacio intermembranal y la
matriz mitocondrial. La MEM es importante porque interactta con el citosol y la separa del
espacio intermembranal. La MIM separa la matriz del espacio intermembranal, lo que hace
que el espacio intermembranal esté limitado por la MEM (hacia el citosol) y la MIM (hacia
la matriz). La MIM se presenta plegada para aumentar su superficie, situacién llamada

cristae.

2.1.2 Composicion de membranas mitocondriales

Tzagoloff (1982) muestra que el 40 por ciento de las membranas son de fosfatidil colina,
28.4 por ciento de fosfatidil etanolamina, 22.5 por ciento de cardiolipina y 7 por ciento de
fosfatidil inositol. En la membrana interna existen proteinas solubles en agua que se
encuentran en la superficie (succinato deshidrogenasa, NADH-deshidrogenasa, F1-ATPase,
citocromo C, citocromo C1 y las subunidades 4; 5; 6 y 7 de la citocromo oxidasa) e
insolubles que se encuentran embebidas en la misma membrana (citocromo B, subunidades
1;2 y 3 de la citocromo oxidasa, proteina férrica de la coenzima QH2, citocromo C

reductasa y las subunidades 5,7 y 9 de la ATPasa sensible al antibidtico oligomicina.



En adicion, Pedersen (1993) sefiala que los MACFs estan presentes en la MIM. Este
describe nueve principales  transportadores: ADP/ATP, fosfato/piruvato,
aspartato/glutamato, oxoglutarato/dicarboxilato, citrato/glutamato y ATPMg/Pi. También,
sefiala que los transportadores MACFs ornitina, carnitina-acil 1, carnitina-acil traslocasa y

las UCPs se encuentran en dicha membrana.

2.1.3 Funcion de los componentes mitocondriales

La MEM tiene la funcidén de transportar proteinas del citosol a la mitocondria, en donde las
moléculas pequefias viajan con facilidad en el espacio intermembranal y las moléculas
grandes son transportadas de forma activa (Yaffe, 1999). Existen “encuentros” entre la
MEM vy la MIM en los cuales complejos proteicos de ambas membranas importan

proteinas hacia la matriz (Endo et al., 2003 y Ziegelhoffer-Mihalovi¢ova et al., 1998).

La MIM forma la cristae. En ésta residen los complejos de transporte de electrones, el
complejo ATPsintasa y la adenina nucledtido traslocasa. A través de esta membrana se
produce la conocida fuerza proton motriz compuesta por el gradiente de protones y el

potencial de membrana (Fleury et al., 2001).

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

correspondientes a la mitocondria.

2.2 El sistema de fosforilacion oxidativa en la mitocondria de mamiferos

Como se ha expuesto lineas arriba, la MIM presenta las proteinas necesarias para la
fosforilacion oxidativa. Gvozdjakova (2008) comenta que la cadena respiratoria tiene dos
proteinas “moviles” que son citocromo C y la coenzima Q10 y cinco complejos (I al V)
“No moviles”. Los electrones provenientes viajan entre los complejos I, I, coenzima Q10,
I11'y 1V; los complejos I, 111 'y V utilizan la energia de los electrones para bombear protones

hacia el espacio intermembranal.



2.2.1 El ciclo de la Coenzima Q10

Esta Coenzima (Ubiquinona) es un componente mavil de la respiracion embebido en la
MIM. EI ciclo mencionado consta de tres fases (Gvozdjakova, 2008): CoQ oxidada
(ubiquinona), CoQH2 (forma reducida, ubiquinol) y CoQ en su forma radical
(ubisemiquinona). La ubiquinona transporta electrones y protones entre los complejos | al
I1l. En adicion, se asocia esta coenzima como un punto critico en el control de las
membranas subcelulares, metabolismo energético y funciones antioxidantes (Crane, 2001;

Linnanne y Eastwood, 2004).

2.2.2 Estados respiratorios mitocondriales

Se definen cinco estados estables (steady states) mitocondriales resumidos en el Cuadro 1
(Chance y Willians, 1955). El estado | refiere a una respiracion lenta (estado de privacion
de sustrato), en un medio isosmotico. Al adicionar al medio adenosina-difosfato (ADP), se
aumenta la tasa de respiracion levemente y la demanda de ATP es mayor, lo que nos lleva
al estado Il. El estado 111 es un estado de alta respiracion, al haber agregado sustratos para
la respiracion mitocondrial. Luego, la tasa disminuye y todo el ADP agregado fue
convertido en ATP, estado IV. Al final, cuando el oxigeno se ha consumido se llega al
estado V.

Cuadro 1: Descripcion de los factores en los diferentes estados.

Factores Estado 1 Estado2 Estado3 Estado4 Estadob5

Oxigeno Presente Presente Presente  Presente  Ausente

Nivel de ADP Bajo Alto Alto Bajo Alto

] ) ~ Cercano a
Nivel de sustrato Endogeno - Bajo Alto Alto Alto
cero

Tasa de respiracion Lenta Lenta Rapida Lenta Ausente

Factor limitante de Aceptor )
L Aceptor fosfato Sustrato Cadena resp. Oxigeno

respiracion fosfato

Fuente: Chance y Willians (1955)



2.2.3 Teoria quimiosmotica

Mitchell (1961) propuso que la energia de la cadena respiratoria de electrones es utilizada
para la generacion de ATP a través de un gradiente electroquimico de protones. En esta
teoria, los transportadores electrénicos de la cadena transportadora permiten la exportacion
de los protones de la matriz a través de la MIM generando “trabajo” quimico para varios
sistemas mitocondriales (Sluse, 2012). Se dice que éstos solo pueden regresar a traves del
complejo V produciendo ATP, sin embargo, existen vias alternas que no generan esta
molécula de alta energia (Nobes et al., 1990) y se las conoce también como fugas de
protones (proton leak). Un claro ejemplo para este caso es la via de UCPs en la MIM
(Jastroch et al., 2010).

2.3 Proteinas desacoplantes mitocondriales

En las células, la produccion de ATP se da gracias a que se acopla la oxidacion de
moléculas organicas y el paso de protones del espacio intermembranal a la Matriz
mitocondrial a través de la ATP-sintasa situada en la MIM. Por ello, se puede definir que la
eficiencia de acoplamiento de una célula es el porcentaje de la respiracion de la
mitocondria que produce ATP. Las proteinas que “desacoplan” esta via canonica se
denominan UCPs o proteinas desacoplantes (Divakaruni y Brand, 2011), y pertenecen a la
familia MACF como nos muestra Pedersen (1993); sin embargo, no son las Unicas de la
familia que producen ese efecto (Brand et al., 2005; Liu y Chen, 2013).

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

Los transportadores mitocondriales (que incluye a los transportadores de la MACF) tienen
como caracteristica que el monémero tiene una estructura tripartita, es decir, la secuencia
se puede dividir en tres partes iguales con alrededor de 100 aminoacidos cada una (Kuniji,
2004). A su vez, estas porciones presentan una secuencia conservada definida como P-X-
[D/E]-X-X-[R/K] (Prosite PS50920 -Sigrist et al., 2012-), donde P es Pro, X cualquier
residuo, [D/E] Asp o Glu y [R/K], Arg o Lys; y que todo miembro de los transportadores
mitocondriales la posee (Kunji, 2004). En adicion, se postula que la topologia consenso de
los transportadores mitocondriales (Sluse, 1996) presenta seis dominios en alfa-hélice
transmembrana (H1 hasta H6) conectados por tres asas hidrofilicas largas en un lado y dos
asas hidrofilicas cortas en el otro. Ademas, los extremos terminales amino y carboxilo

estan situados en la misma region y opuestos a las tres asas largas. Por otro lado, puede



ocurrir que alguna de las asas largas esté embebida en la MIM (Sluse, 1996). Asi mismo, se
postula que la prolina de la secuencia conservada induce a una torcedura aguda en las asas
de los dominios alfa-hélices impares. Estas estructuras alfa helicoidales cierran el poro en
el lado de la matriz y estan unidas por puentes salinos y enlaces de hidrogeno, los cuales se
forman por los residuos cargados de las secuencias conservadas (Pebay-Peyroula et al.,
2003; Dahout-Gonzalez et al. 2003). Finalmente, hay evidencia de que la forma activa en
esta familia es un homodimero, formado por mondémeros independientes estructuralmente
(Kunji, 2004). Sin embargo, se ha probado que el monémero por si solo también es
funcional (Bamber et al., 2007).

Se ha mostrado que la UCP-1 presenta la topologia descrita para la familia, con los
extremos terminales hacia el espacio intermembranal (Miroux et al., 1993) y Lee et al.,
(2015) que estructuralmente es un mondmero, dando indicios que su estructura y
mecanismos son parecidos a los descritos para los otros transportadores. Gracias a estudios
de mutaciones, se hipotetiza que los residuos de arginina R83, R182 y R276 en las alfa-
hélices pares de la UCP-1 situadas en la parte de la matriz mitocondrial (presentes en todos
los homdlogos) y junto con el &cido glutamico E190 (Modriansky et al., 1997), son
cruciales para la interaccion de la base de azucar del inhibidor guanosina-difosfato (GDP).
Asi mismo, Echtay y et al., (2000) describieron que los residuos de acido aspartico D27,
D209 y D210 y &cido glutdmico E167, en UCP-1 de hamster, son importantes en la
actividad de la proteina, la interaccion con los nucle6tidos y el paso de aniones. Zhao et al.
(2017) determinaron, mediante protocolos experimentales y de simulacion molecular, que
los &cidos grasos de cadena larga interactian en el lado lateral de UCP-1 en el surco

formado por las alfas hélices H1 y H6 de la parte mas proxima a la matriz mitocondrial.

También, que los residuos de lisina K56 y K269 de la alfa hélice H6 tienen un rol muy
importante en la interaccién por sus cargas positivas con el grupo carboxilo aniénico de los
acidos grasos libres (AGLs) para que se pueda dar el paso de los protones. Ellos sugieren
que esta evidencia respalda los modelos que presentan a los AGLs como cofactores
alostéricos asi como protondforo, pero no descartan que el canal de la UCPs pueda
transportar AGLs de cadena corta cuando experimenta un gradiente electroquimico.



Berardi et al. (2011) determinaron la estructura de la UCP-2 de ratdn (codificada como
2lck en el protein data bank) mediante la técnica de espectroscopia de resonancia
magnética nuclear presentando las caracteristicas antes mencionadas, la cual acerca el
analisis estructural a las UCPs. Esto permitié que Berardi y Chou (2014) pudieran modelar
la interaccion estructural de la UCP-2 con los AGLs y su inhibidor por excelencia, GDP.
En el estudio se hall6 que los residuos arginina (R60) y lisina (K271) del surco de H1 y H6
(homélogos a K56 y K269 en UCPL), situados en el lado matricial, son requeridos para

que el grupo carboxilo aniénico de los AGLs interactue de forma lateral con la UCP-2.

Finalmente, como se ha mencionado ya en el texto, no hay datos estructurales de UCP-3
pero se ha descrito que la conjugacion con el glutation (glutationilacion) en las cisteinas
C25 y C259 “apaga” la actividad de la UCP-3 y las especies reactivas de oxigeno (EROs)
desglutationilan estos residuos, recuperando la actividad (Mailloux et al., 2011). Asi
mismo, Musa et al. (2012) identifican que las mutaciones de residuos de valina V56 y
V192 a metionina (V56M) e isoleucina (V192l), de alanina Alll a valina (A111V) o
generando una mutacion que trunca la proteina en la glutamina Q252 (Q252X) producen
una disminucion en la oxidacion de acido palmitico y un aumento en el almacenamiento de
triglicéridos. Méas aun, los genotipos que presentan un alelo que codifique para V56M y
Q252X muestran un efecto de dominancia negativa, es decir, decrece el efecto de la
proteina UCP-3.

Por consiguiente, el presente estudio utiliza los datos estructurales generados para UCP-1y
2 y la estructura de UCP-2 determinada experimentalmente para el modelado estructural y
funcional de UCP-3.

2.4 Mecanismos de las UCPs

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

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



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

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

2.4.1 Grupo carboxilo de los AGLs como donadores

Se propuso que los AGLs donan su extremo carboxilo al interior de la UCP aceptando
protones del espacio intermembranal y liberandolos a la matriz (Klingenberg y Winkler,
1985), muy probablemente por medio de “cables de agua”, o por su nombre en inglés
water wires (Nagle y Morowitz, 1978; Cukierman, 2003). Por mas plausible que esto
parezca, Garlid et al. (2001) publicaron una revision en la cual proponen otro mecanismo
Ilamado el modelo protonéforo (protonophore model) en el cual la cabeza anidnica de los
AGLs transporta también los protones, sin embargo, utilizando un mecanismo de flip-flop
en la MIM, lo que significa que las UCPs exponen el grupo carboxilo de los AGLSs hacia el
espacio intermembranal, permitiendo que estos capten un H* y lo trasladen a la matriz. Es
importante resaltar que, a pesar que en ambos casos el grupo carboxilo media el paso de
los H* a través de la MIM, Klingenberg y Winkler (1985) presentan a las UCPs como un
canal cationico, a diferencia de Garlid et al. (2001). Ambos mecanismos, también, se han
propuesto como modelos para la UCP-3 (Bézaire et al., 2007). Una vision bastante
interesante la propuso el mismo Klingenberg en el 2001, argumentando que la CoQ10
participa en el mecanismo de las UCPs. Expone que esta coenzima participa en la
transferencia de H* desde el grupo carboxilo de los AGLs que se encuentran en el canal
UCP o que ésta recibe los H* de los acidos grasos, sin que estos AGLs entren
necesariamente en el canal de la proteina, por ejemplo interactuando lateralmente con las
UCPs.

2.4.2 Transportador de AGLs

Se dice que las UCPs se comportan como transportadores anionicos, en tal caso,
transportan AGLs cargados negativamente (Garlid et al., 1996; Goglia y Skulachev, 2003).
Esta hipotesis podria dar cuenta de por qué las UCPs pertenecerian a las MACF. En el
estudio de Garlid et al. (1996), utilizaron el &cido laurico y su andlogo undecanosulfonato,
de los cuales so6lo el primero puede difundir por la membrana. Estos AGLs pudieron ser
trasportados por las UCPs, pero en el caso del undecanosulfonato, no causo transporte de
protones mediado por proteinas desacoplantes. Por lo tanto, plantearon que el flujo de
protones es mediado por la difusion de AGLSs neutros a través de la membrana y que estos,
en su forma anidnica, son trasportados de la matriz mitocondrial al espacio intermembranal
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pasando por la UCP. También, Robinson et al. (2008) predijeron que las UCP1 tiene la
capacidad de transportar &cidos cetonicos y carboxilicos. Finalmente, se presenta respaldo
experimental en el cual los acidos grasos de cadena corta producen una corriente a través

de UCP-1, es decir que son transportados (Fedorenko et al., 2012).

2.4.3 AGL como cofactor alostérico

Se ha sugerido que los AGLs pueden cumplir el rol de activadores alostéricos en las UCPs
(Shabalina et al., 2004). En este estudio, se obtuvo como resultado que el acido oleico,
AGL que incrementa la actividad de UCPs, competia con el GDP, conocido inhibidor de
las mismas, con una cinética de competencia simple. En adicién, el &cido oleico se
comportaba como activador en una mitocondria con UCPs inhibidas por GDP. Fedorenko
et al. (2012) muestran en su trabajo que los AGLs anionicos de cadena larga se unen a la
UCP-1 para que se produzca el paso de H*, posiblemente por medio de “cables de agua” o
water wires (Nagle y Morowitz, 1978; Cukierman, 2003), pero no se disocian facilmente,
recordando a un cofactor. Estos resultados respaldan los datos de Zhao et al. (2017) y
Berardi y Chou (2014) que muestran que los AGLs interactdan en la parte lateral de las
UCPs.

2.4.4 Congruencia entre los modelos

Dada la controversia de los estudios realizados con respecto al mecanismo de accion de las
UCPs (principalmente realizados en UCP-1) es de vital importancia establecer una
congruencia entre estos, es decir, proponer un mecanismo con las evidencias en comun.
Basandose en los ultimos estudios publicados con respecto al tema en cuestion (Fedorenko
et al., 2012; Berardi y Chou, 2014 y Zhao et al. 2017), el mecanismo propuesto para las
UCPs es que la cabeza anidnica de los &cidos grasos saturados de cadena larga (Cis)
interactGa lateralmente con el surco formado por las partes que dan al lado de la matiz
mitocondrial de H1 y H6 gracias a la carga positiva de residuos, ayudando al pasaje de los
H*, sin que se disocie. Ademas, las UCPs pueden servir como transportador de acidos
grasos de cadena corta. En contraste, el GDP o alglin otro nucleétido fosfato seria un

inhibidor que se localiza en el poro e impide que el AGL pueda interactuar con la UCP.
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2.5 Proteinas desacoplantes y su relacion funcional con los AGPIs

Todas las células eucariotas presentan UCPs. Sin embargo, los mamiferos presentan sélo
cinco homologos: UCP-1,2,3,4 y 5 - esta Gltima también llamada BMCP1 - (Krauss et al.,
2005), de los cuales los primeros tres seran tratados en esta revision por su semejanza en
secuencia, estructura y supuesta funcion molecular. En adicion, es claro que estas tres de
alguna manera forman parte del mecanismo de “escape” de protones hacia la matriz
mitocondrial, pero sus repercusiones fisioldgicas son distintas (Erlanson-Albertsson, 2003);
por consiguiente, las proteinas UCP-1,2 y 3 seran discutidas en este apartado y la
implicancia que los AGLs, en especial los AGPIs, tienen en estas. Finalmente, no se toman
en cuenta estudios de expresiones genéticas (se sabe claramente que la expresion de las
UCPs es exacerbada por los AGPIs), sino s6lo los relacionados a la actividad, ya que son

los Unicos relevantes en el panorama del presente estudio.

2.5.1 Proteina desacoplante 1 (UCP-1)

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

maés relevantes.

Esta proteina se encuentra principalmente en la GM vy tiene un rol relevante en la
termoregulacion, es decir que mediante el “desacoplamiento” de la cadena transportadora
de electrones, promoviendo la oxidacion de sustratos sin generar ATP y por ende, el
aumento de la generacidn caldrica celular (Cannon y Nedergaard 2004). Ademas, se tiene
conocimiento que su vida media es de 30 horas (Puigserver et al., 1992). Es importante
mencionar que el frio activa a UCP-1 mediante el sistema nervioso simpatico y en adultos
genera un “pardeamiento” de la grasa blanca para activar a UCP-1 (Nedergaard y Cannon,
2014). En adicién, debido a su actividad termogénica, modula de forma periférica el
balance energético mediado por hormonas tiroideas, incrementando la tasa de gasto
energético, entre otros parametros antiobesogénicos (Alvarez-Crespo et al., 2016).
Finalmente, existen referencias que muestran que la estimulacion de esta proteina puede
ser importante para el control de la hipergliceridemia e hiperglucemia (Bartelt et al., 2011;
Giralt y Villarroya, 2016; Mossenbock et al., 2014).
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El impacto de la dieta frente al potencial de esta UCP estd documentado ampliamente.
Bonet et al. (2017) publicaron una excelente revision al respecto, mencionando a factores
como el contenido dietario de macronutrientes, cafeina, resveratrol, vitamina A entre otros.
Es importante resaltar, que se ha mencionado en parrafos anteriores, la interaccion de
AGLs con UCP-1 y su importancia para la funcién de la proteina. Sin embargo, el trabajo

se centraré especificamente en los &cidos grasos polinsaturados (AGPISs).

Se dice que la actividad de la UCP-1 se incrementa por los acidos grasos, por ejemplo, se
da un aumento de diez veces la termogénesis cuando se suministra AGLs en mitocondrias
aisladas de tejido de GM pero no cuando las células no presentan el gen (Matthias et al.,
2000). Adicionalmente, Beck et al. (2007) muestran que los AGPIs tiene un potente rol
activador en la conductividad de protones a través de la UCP-1. Estos investigadores
utilizaron proteinas recombinantes y las aislaron en membranas bilipidicas artificiales,
probando la corriente del sistema, en presencia de AGLs con alguna clase de insaturacion,
mostrando que los AGPIs, como el acido retinoico y el docosahexaenoato (un omega 3)

aumentan el paso de protones, especialmente el dltimo.

2.5.2 Proteina desacoplante 2 (UCP-2)

La proteina UCP-2 comparte una identidad aminoacidica de 59 por ciento con UCP-1,
siendo su homdloga méas cercana y es la Unica con estructura elucidada mediante una
técnica experimental (Berardi et al., 2011), lo que la hace muy atractiva como molde para
el modelado estructural de las otras UCPs. Sin embargo, su vida media es mucho més baja
que la de UCP-1, siendo de 30 minutos (Rousset et al., 2007; Azzu et al., 2010a). Esta
proteina ha sido encontrada en mdltiples tejidos, como el cerebro, pancreas, higado, tejido
adiposo, bazo, células inmunes, sistema nervioso central y rifiones (Donadelli et al., 2014),

a diferencia de UCP-1y 3, lo que sugiere que su repercusion fisioldgica es distinta.

Se dice que la principal funcién de la UCP-2 puede ser la disminucion de la concentracion
celular de EROs debido al decremento de la fuerza proton motriz y, por ende, producir un
efecto citoprotector. Emre et al. (2007) y Diao et al. (2008) ponen en evidencia dicho
efecto al comparar ratones con la proteina versus ratones sin ella. En adicion, La
citoproteccion por UCP-2 ha sido avalada por estudios mas recientes como los realizados
por Jaburek et al. (2018). Por otro lado, cabe mencionar que UCP-2 est4 involucrada en la

prevencion de la formacion de la placa aterosclerética, ingestion alimenticia y desérdenes
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metabdlicos, cancer y mejora de la respuesta inmune ya que presenta un rol antioxidante
(Donadelli et al., 2014).

Es importante resaltar que al igual que UCP-2 tiene como potenciadores a los EROs
(Donadelli et al., 2014), se conoce que es activada por los AGLs (Jaburek et al. 1999;
Berardi y Chou, 2014) y que los AGPIs como los omega-6 y omega-3 (esencialmente
docosahexaenoato) incrementan su actividad considerablemente (Zackova et al., 2003;

Beck et al., 2007), como se mencioné para UCP-1, parrafos arriba.

2.5.3 Proteina desacoplante 3 (UCP-3)

La proteina desacoplante UCP-3 fue la ultima, de estas tres, en ser descrita (Boss et al.,
1997) y la menos estudiada (no hay publicaciones respecto a su estructura ni relacionados)
expresandose en el masculo esquelético, GM y tejido del corazén (Busiello et al., 2015) y
con una vida media de entre 30 minutos a cuatro horas (Azzu et al., 2010b). Krauss et. al.
(2005) manifiestan que tiene un porcentaje de identidad de 73 por ciento con UCP-2 y 57
por ciento con la UCP-1. Esta similitud y ciertas publicaciones (Boss et al., 1997; Garvey,
2003) alientan a pensar en la convergencia de funciones. Sin embargo, hay evidencia
contradictoria. Por ejemplo, que una alta expresion del gen no se relaciona necesariamente
con un desacoplamiento en la mitocondria (Cadenas et al., 1999) y que los ratones knock-
out (no presentan el gen) no tienen problemas en termoregulacion ni son obesos (Gong et
al., 2000; Vidal-Puig et al., 2000).

Son et al. (2004), Costford et al. (2006) y Fink et al. (2007) mostraron que ratones con
sobreexpresion de UCP-3 fueron menos eficientes en el metabolismo sin presentar mas
hambre y presentaban una resistencia a generar obesidad en una dieta alta en grasa.
Ademas, se ha reportado que cuando el gen UCP-3 esta sobreexpresado, el musculo imita
la condicién de ejercicio incrementando la actividad espontanea y el gasto energético
(Aguer et al., 2013). Busiello et al. (2015) publicaron una revision bastante completa de la

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

Se conoce que UCP-3 confiere una proteccion ante el estrés oxidativo disminuyendo la
fuerza proton motriz (desacoplamiento), la causa principal de la generacion de los EROs
(Korshunov et al., 1997), sobre todo en musculo esquelético en condiciones de incremento
en la oxidacion de AGLs (Bézaire et al., 2007; Cioffi et al., 2009). En adicion, Goodpaster
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et. al. (2001) y Patti y Covera (2010) muestran que la falta de expresion del gen promueve
la acumulacion de AG y sus metabolitos, fendmeno asociado con el incremento del estrés
oxidativo Los mencionados investigadores sefialan que este incremento guarda estrecha
relacion con el desarrollo de la obesidad y la diabetes tipo 2. Sumados a la revision de
Busiello et al. (2015), los reportes mas recientes no s6lo avalan la funcién protectora, sino
que muestran que la UCP-3 estd involucrada en la resistencia a hipoxia-reoxigenacion
(proceso que genera dafio oxidativo), como lo menciona Braun et al. (2015) en células

renales y Chen et al. (2014), en células cardiacas.

Goglia y Skulachev (2003) postularon que la proteccion al dafio oxidativo puede estar
relacionada a la supuesta funcion de UCP-3 de transportar peréxidos de AGLs fuera de la
matriz mitocondrial, evitando el deterioro de funciones de otros componentes vitales para
la mitocondria, siendo validada por Lombardi et al. (2010) en ratones con presencia y
ausencia del gen. En adicion, su rol en el metabolismo puede comprender resistencia a
obesidad y proteccion contra dietas altas en grasas, simulacién de una fisiologia deportiva
gracias a la elevada expresion del gen y una eficiencia mejorada en el metabolismo

energético del individuo (Braun et al., 2015).

Finalmente, Jabirek et al. (1999) demostraron que los AGLSs son responsables del flujo de
protones a través de la MIM en UCP-3, determinando que las tres UCPs se activan y
comportan de manera similar. Ademas, al igual que los reportes de las otras UCPs, los
AGPIs tiene una repercusion positiva en la actividad de UCP-3, como los omega-6 y 3,
(Zackova et al., 2003). La falta de publicaciones al respecto resalta la necesidad del

presente estudio.

2.6 Modelado y simulacién in silico de proteinas

En la actualidad, y gracias al poder computacional creciente, las herramientas in silico para
el anélisis y modelado de sistemas biologicos son cada vez mas usadas en la literatura y
por los profesionales especialistas 0 usuarios. En esta seccion, se pretende introducir la
teoria necesaria para entender lo métodos de este trabajo. Si se desea ahondar en el tema,

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

El modelado estructural de proteinas tiene como objetivo poder predecir la estructura por
medio de su secuencia, de tal manera que la resolucion o exactitud alcanzada sea
comparable con la experimental, de tal manera que estudios funcionales, evolutivos y
demas puedan ser correctamente realizados. Esto puede obtenerse por tres enfoques:
modelado por reconocimiento de plegamiento (MRP), desde el principio (ab initio) y

comparativo o por homologia (MH).

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

similares.

Las técnicas que usan el enfoque ab initio toman como premisa que las conformaciones
ideales de las proteinas pueden ser establecidas s6lo por la secuencia aminoacidica que
presentan y las leyes fisicas que determinan el plegamiento, tratando de lograr la
estabilidad energética (Chivian et al., 2005). Expresado de esta manera, se podria pensar
que son muchas las posibilidades de conformacién que se deben calcular, sin embargo hay
evidencia de los angulos de torsion més comunes de ciertos residuos en determinadas

estructuras.

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

similares.

En la practica, estos tres enfoques se utilizan en determinados pasos del modelado
automatizado, mejorando el alineamiento entre homélogos con los métodos MRP vy el
enfoque ab initio para predecir bucles en la estructura. Més aun, el uso de Dinamicas

Moleculares (DM) para perfeccionar el resultado.
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Con la finalidad de poder evaluar qué tan preciso ha resultado el modelo, se pueden utilizar
comparaciones topoldgicas o de posicion (Kufareva y Abagyan, 2012) con respecto a la
estructura de referencia. Por ejemplo, la raiz cuadrada del promedio de la desviacion
cuadratica (RMSD del inglés Root Mean Square Desviation) de las posiciones de los

carbonos alfa del esqueleto entre dos moléculas:

2

RMSD=1 %Z d:
i=1

donde n es el numero de pares de atomos y di es la distancia entre los atomos del par i-
ésimo. Se dice que dos secuencias que tengan entre el 50% y el 90% de identidad podran
tener una estructura que no difiera mas del 1.5A en el RMSD (Krieger et al., 2003), por

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

En adicion, el grafico de Ramachandran es un indicador visual que permite verificar la
calidad estereoquimica de una estructura proteica (Sasisekharan, 1962; Hollingsworth y
Karplus, 2010). Asumiendo que los atomos son esferas con radio definido y tomando en
cuenta que toda proteina tiene un esqueleto definido por sus carbonos alfa, todos estos
carbonos presentan dos angulos diedros que se obtienen de medir el angulo que existe entre
los enlaces del carbono alfa con el carbono y el nitrogeno del enlace peptidico con el plano
imaginario que forman los atomos de este enlace (peptidico). Estos angulos pueden tomar
valores entre -180 a 180 grados (excluyendo los residuos extremos), ¢ (phi) y v (psi),
como muestra la Figura 1A. Estos valores son graficados en un plano cartesiano de dos
dimensiones de tal manera que las ordenadas corresponden a los valores de y y las abscisas
a ¢ (Figura 1B), sin contar con los residuos prolina o glicina. Cuando se toman un gran
grupo de estructuras con una resolucion no mayor a 2A, se generan regiones en las que los
puntos (¢,y) se agrupan, concibiendo a estas regiones como las “permitidas”
estereoquimicamente. Contrastando con datos tedricos, se pueden generar regiones gue son
cercanas a las permitidas, tomando los radios de los &tomos como los minimos posibles.
Una estructura excelente deberia tener el 90% o mas de los puntos (@,y) en las zonas
permitidas (Laskowski et al., 1993).

16



45

LT ‘[":__ﬁﬂ‘ :

L1 (A)
.
ARG 154 (A)

Psi (degrees)
o

-454

-904

-1354
.

Phi (degrees)

Figura 1: Estereoquimica de las proteinas.

En A, el carbono alfa se une al carbono unido al oxigeno del enlace peptidico formando un angulo psi (y) y
al nitrégeno del enlace peptidico formando el angulo phi (). El plano sombreado esquematiza que el enlace
peptidico forma un plano, por lo que el angulo omega (®) es, en valor absoluto, 180°. B muestra el grafico de
Ramachandran que se crea gracias a las coordenadas (¢,y). En él, existen regiones en las cuales los valores
de las coordenadas (¢,y) pueden caer sin que existan aberraciones estereoquimicas en la estructura (zonas

coloreadas) y regiones (sin color) en las que no deberia haber ningan punto (@,V).

2.6.2 Anélisis in silico estructural de proteinas

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

membrana, asi como la interaccion proteina-ligando.

El andlisis del area superficial accesible al solvente (ASAS) nos muestra qué tanta
superficie de la proteina estaria en contacto con un solvente determinado (Lee y Richards,
1997). Entonces, asumiendo que los d&tomos del sistema son esferas de van der Waals, los
atomos de la proteina presentan radio rp (distinto para cada tipo de 4&tomo) y que una
molécula de solvente con radio rs “rueda” por toda la superficie, ASAS se define como la
superficie de la esfera de radio R = rp + rs en todo punto en el que el solvente esta en

contacto con un atomo de la proteina sin superponerse con otro (Gromiha y Ahmad, 2005).
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Por ejemplo, si se calcula el area de residuos hidrofilicos, se sabria qué tan “disponible”

esta la molécula para interactuar con el agua.

Otro analisis estructural muy util es el analisis de la cavidad del poro, tanto en sus
dimensiones como en su dinamica. El algoritmo HOLE (Smart et al., 1996) es utilizado
para predecir poro en proteinas de canales y calcular el radio a lo largo de su trayectoria;
tomando también los atomos como esferas con sus respectivos radios de van der Waals.
Este procedimiento comienza buscando la esfera con el radio mas amplio al inicio de la
proteina, para después “desplazar” esa esfera a lo largo de todas las coordenadas de la
trayectoria. Gracias a ello, se pueden visualizar diferencias en el radio del poro, asi como
otros parametros de interés para los investigadores. En adicion, si el objetivo de la
investigacion lo amerita, pueden realizarse, por medio de otras técnicas, analisis de
presencia de agua o puentes de hidrogeno, que no hubieran sido posibles sin haber
establecido previamente la estructura del poro. Entonces, establecer el radio a lo largo de la
trayectoria del poro nos permite estimar la dinamica del mismo y su relacién con otras

moléculas, es decir, lo que ocurre en él.

Por ultimo, el estudio de la proteina y su interaccion con algin ligando de interés es crucial
en estudios funcionales. EI método de acoplamiento molecular predice el sitio de union y
la conformacion mas favorable del ligando en la proteina objetivo (Lopez-Vallejo et al.,
2011; Meng et al., 2011). La identificacion de la conformacion de acoplamiento o union
mas favorable se realiza en dos pasos: la exploracion del espacio conformacional que
representan varias modos o conformaciones de acoplamiento y la prediccion de la energia
de interaccion asociada a los estados de conformacion (Ferreira et al., 2015). Por
consiguiente, se puede saber la interaccion entre los &tomos del ligando y los residuos de la

proteina y su estructura y posicion, esclareciendo la interaccion.

2.6.3 Dindmicas moleculares de proteinas

Gracias al avance en poder de cdmputo, los célculos de ecuaciones complejas se han
resuelto con aproximaciones de métodos numéricos. Este progreso se ha reflejado en la
resolucion de modelos relacionados a la biologia o quimica (o fisica) estructural. La DM
no es mas que la resolucion de la fisica de Newton (segunda Ley de movimiento) aplicada
a un sistema de atomos tomados como esferas rigidas. Este enfoque tiene muchas

aplicaciones practicas como disefio de farmacos basados en la estructura, refinamiento de
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modelos estructurales, resolucién de mecanismos enzimaticos, entre otros (Hospital, et al.,
2015).

La literatura clasica de la DM nos remite al libro escrito por Allen y Tildesley (1987). En
este trabajo se muestran las bases de este enfoque, las cuales se introducirdn en esta
seccion. Si se conoce la fuerza que repercute en cada 4&tomo, se puede hallar la aceleracion
de los mismos. Luego, al conocer la aceleracion, se puede integrar la ecuacion de
movimiento arrojando la trayectoria y velocidades de cada atomo. La fuerza F de cada
atomo se describe como el negativo de la variacion de la energia potencial (gradiente V),

como sigue:

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

masa m;j y posicion ;i

dv __ dir
dr, e

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

De esta manera, para calcular los campos de fuerzas de sistemas biol6gicos comprendidos
por miles y miles de atomos se utilizan ecuaciones semi-empiricas. Si bien, hay
disponibles varias aproximaciones de campos de fuerza, se describira principalmente el
campo de fuerza CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics), ya que
se ha usado en este trabajo, tiene mas de 25 afios y se actualiza constantemente (MacKerell
etal., 1998).

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

(energias no enlazantes):

V = Vcn laces + V sinenlaces
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De modo que el resultado se considera la suma de estas dos energias.

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

atomos como si fueran esferas unidas por resortes:

1IIJI"e.l?l'-:.-:fs: Z Kbl: b_bC'] + Z K4 60— Iﬁl{-] 2+ Z K:_.-': 1—cosin f;"l ]

[res dngulos dngulos didihedros

En donde Ky, es la constante de rigidez asociada a la posicion inicial o ideal b, con respecto
a la final b (desplazamiento), Ko la constante asociada al movimiento del angulo 6 de un
tres de atomos contiguos y K, es la constante de rigidez de la torsion de los angulos
diedros, es decir, el angulo ¢ que se forma entre dos atomos de un grupo de cuatro, unidos

por tres enlaces covalentes consecutivos.

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

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

12 i1
(.IL; . LII'-: - ql q ;
v-a'r' enlaces — Z 4 E[': — - (—) I+ Z jj—
. paressin enlaces Fig Fig * ° paressin enloces Ty

El primer término es la ecuacién general del potencial de Lennard-Jones y el segundo el
potencial electrostatico de Coulomb. En adicién, el campo de fuerza CHARMM contempla
dos términos mas, la energia asociada a los angulos diedros impropios o planos y la energia
potencial de Urey-Bradley, tomando en cuenta la flexion de un atomo respecto de otro

cuando estan unidos a través de dos enlaces covalentes consecutivos.
Eunp‘oplas = Z K ,..,': — I:'Uc,_l 2

EL‘I'&'} — Bradley = Z K-_.-': U—Uy | :

En donde K, es la constante de rigidez de la formacion del angulo o cuando se desvia del

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

lleguen a “salir” del sistema por sus mismos movimientos.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Modelado estructural por homologia de UCP-3 de humanos

Se utiliz6 la secuencia de aminoacidos AAC51367.1 del NCBI de la proteina UCP-3 de
humanos y se model6 por homologia utilizando la estructura de UCP-2 de raton (PDB ID:
2LCK). El servidor de modelado automatico I-TASSER fue utilizado como herramienta
para construir la estructura de UCP-3 ya que tiene un amplio uso, aceptacién y su precision
es equivalente a los resultados obtenidos por cientificos expertos (Zhang, 2008; Roy et al.,
2010; Yang et al., 2015). En adicidn, tiene el primer puesto como software de modelado de
proteinas en la Gltima reunion de evaluacién critica de técnicas para prediccion de la
estructura proteica (CASP: Critical Assessment of Techniques for Protein Structure
Prediction), asi como en ediciones anteriores. Estas reuniones tienen el aval del centro de
prediccidn de estructura proteica (Protein Structure Prediction Center), disponible en la

pagina oficial http://predictioncenter.org/.

La validacion in silico del modelo fue realizada por medio de RMSD de la estructura de
UCP-3 versus la de UCP-2. Se utilizé la primera alfa hélice como criterio de alineamiento
(del residuo 16 al 41) ya que es una region comun, estructuralmente hablando, en ambas
moléculas, facilitando que puedan superponerse y optimizando el alineamiento y el célculo
del RMSD. Este procedimiento fue llevado a cabo en el programa VMD v1.9.3 para
GNU/Linux (Humphrey et al., 1996). En adicidn, se genero el grafico de Ramachandran,
con el programa PROCHECK v3.5.4 (Laskowski et al., 1993) para determinar si la
estructura resultante del modelado fue adecuada.

3.2 Generacién de mutantes estructurales de UCP-3

Se alinearon las secuencias de las UCPs de humano, raton, rata y hamster (Anexo 1)
utilizando el algoritmo Clustal Omega (Sievers et al., 2011) y el visualizador SeaView

v4.5.4 (Galtier et al., 1996; Gouy et al., 2010), para determinar los residuos que


http://predictioncenter.org/

corresponderia reemplazar en UCP-3, basados en el trabajo de Echtay et al. (2000). El
modelo estructural de UCP-3 fue reemplazado en los aminoacidos identificados
previamente, usando el programa VMD v1.9.3 para GNU/Linux (Humphrey et al., 1996) a
través del complemento MUTATOR v1.3. Adicionalmente, la estructura de las proteinas

mutantes se validd in silico como se explica en el punto 3.1.

3.3 Ensayo de dinamicas Moleculares

La estructura proteica obtenida del modelado por homologia de la UCP-3 fue embebida en
una membrada bilipidica de fosfatidil oleoilfosfatidilcolina (POPC del inglés phosphatidyl
oleoylphosphatidylcholine) para después agregar moléculas de agua de acuerdo al modelo
propuesto por Jorgensen y et al. (1983) y neutralizar el sistema con cloruro de sodio bajo
condiciones periddicas de borde, utilizando VMD v1.9.3 para GNU/Linux (Humphrey et
al., 1996).

El campo de fuerza CHARMM22 optimizado para evaluar mejor la interaccion de los
contraiones con los oxigenos de los grupos carbonilos, por Noskov et al. (2004) fue
utilizado en condiciones de limites peridédicos y NPT (nimero de moléculas, presion y
temperaturas constantes). Se utilizd, ademas, NAMD v2.9 (Phillips et al., 2005) para
aplicar una minimizacion al sistema en dos tiempos. Primero se procedié a minimizar en
1000 pasos el sistema con la proteina fija y luego se procedioé a minimizar 20000 pasos con
una restriccion harmdnica en la proteina, es decir, simular que esta cristalizada. Luego, se
sometid al sistema a 10 nanosegundos (ns) de simulacién de DM, liberando gradualmente
las estructuras secundarias de la UCP-3, ya que se restringieron con una fuerza de 0,5
kcal/molA2. El proceso del calculo de la DM fue llevado a cabo en el Cluster HP del
Centro de Bioinformatica y Simulacion Molecular de la Universidad de Talca (Talca,
Chile). Todos los pasos anteriores fueron replicados en los mutantes. Los detalles de los

pardmetros de la simulacion se encuentran en el Anexo 2.

Para la validacion in silico de la DM, se tomaron los parametros de energia total,
temperatura, promedio de la presion acumulada y RMSD generados en VMD. En el caso
de los célculos del RMSD para la DM, los resultados se obtienen al comparar la estructura
en un momento de la simulacion (t=i) con ella misma pero en la conformacion inicial de la

dindmica molecular (t=0).
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3.4 Andlisis de poro y dindmica de agua en el poro de UCP-3 y mutantes

Para este anélisis, se tomo el Gltimo 75% de los datos, que equivale a 7,5 nanosegundos en
las dindmicas moleculares, de cada estructura para los analisis posteriores. EI ASAS fue
calculado para los residuos cambiados. El perfil de dimensién del poro se establecio
utilizando el algoritmo HOLE (Smart et al., 1996) aplicado a la proteina silvestre y a cada
mutante cada 0,5ns del 75% de la simulacion, Para analizar el perfil de la dimension del
poro (radio) a través de un vector coor (concebido como el eje o linea que recorre el poro)
se promedié los valores del radio (en A) de la simulacion que correspondian al mismo
valor del vector coor (cada paso de simulacion arrojé un valor de radio en un punto i del
vector coor y estos se promediaron, asi para cada valor de i) de tal manera que se sitla el
lado del espacio intermembranal de la proteina en el extremo negativo de coor y la matriz

mitocondrial en el extremo positivo.

En adicidn, al analizar la dindmica del agua, se anotaron las frecuencias de los puentes de
hidrégeno con los residuos del poro de UCP-3 y el nimero promedio de moléculas de agua
presentes en el eje del mismo en un radio de 5A de distancia, también, cada 0,5 ns del 75%

de la simulacién.

3.5 Simulacion de la interaccion proteina ligando (docking) de UCP-3 y mutantes con

el &cido graso omega 3 DHA (acido docosa-4,7,10,13,16,19-hexaenoico)

La estructura del &cido graso omega 3 DHA (ligando) fue extraida de la base de datos
Protein Data Bank y corresponde al identificador de HXA. Este archivo de coordenadas
fue transformado a formato PDB con el recurso openbabel v2.3.2 (O'Boyle et al., 2011) y
se gener0 la ionizacion eliminando el hidrogeno del grupo carboxilo con el programa de
ediciéon molecular Avogadro v1.1.1 (Hanwell et al., 2012). En adicion, los archivos
estructurales de las proteinas fueron tomados del Gltimo marco de simulacion de cada una,
es decir la Gltima “foto” del sistema. Entonces, tanto las macromoléculas como el ligando
fueron “preparados” para los procesos posteriores con AutoDockTools (Morris et al., 2009).
Finalmente, se us6 AutoDock Vina (Trott y Olson, 2010), programa que usa el algoritmo
genético en ligandos flexibles, para encontrar el mejor acoplamiento proteina-ligando,

tomando los archivos anteriores (cada proteina con el DHA).
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Se establecié un nimero maximo de diez conformaciones para el DHA obtenidas con
AutoDock Vina, toméndose el mejor acoplamiento, es decir, la conformacion con menor
energia de acoplamiento (termodinamicamente mas favorable). EI volumen molecular del
receptor (parte de la molécula) en donde se realizaron los célculos de acoplamiento fue
establecido tomando como referencia a los residuos arginina R59 y lisina K274 de UCP-3.
Esto se determiné ya que son homdlogos a los residuos lisina K56 y K269 en UCP1 y
arginina R60 y lisina K271 en UCP-2, descritos como muy importantes en la interaccion
con los AGLs (Berardi y Chou, 2014 y Zhao et al., 2017).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

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

Se obtuvo un modelo estructural de UCP-3 de humanos (nombrado UCP3_WT, Figura 2)
utilizando como patron o molde la estructura establecida experimentalmente de UCP-2
(Berardi et al., 2011). La UCP3_WT, al ser comparada con el patron, tuvo un RMSD de
0.3189 A, lo cual sugiere una estructura muy parecida (Krieger et al., 2003), como se

muestra en la Figura 3.

Por consiguiente, se puede apreciar (Figura 2 y 3) que efectivamente UCP3_WT tiene seis
dominios alfa hélices conectados por tres asas de un lado y dos del otro, como sefiala Sluse,
(1996). En adicidn, los extremos de la secuencia se encuentran al mismo lado y opuestos a
las tres asas largas con la presencia de tres alfa hélices pequefias (anfipéaticas) en la cara
matricial, como se observé para UCP-2. Ademas el modelo de UCP3_WT presenta otras
caracteristicas estructurales de la MACF, como la presencia de seis dominios en alfa-hélice
transmembrana conectados por tres asas hidrofilicas largas en un lado y dos asas
hidrofilicas cortas en el otro (Sluse, 1996), una torcedura aguda de las hélices impares
generadas por la prolina de la secuencia conservada P-X-[D/E]-X-X-[R/K] y que las alfa
hélices cierran ligeramente el poro en el lado matricial del canal (Pebay-Peyroula et al.,
2003; Dahout-Gonzalez et al. 2003).

El grafico de Ramachandran generado por PROCHECK (Laskowski et al., 1993) para la
estructura de UCP3_WT, presenta el 81% de los residuos que no son prolina ni glicina en
las regiones mas favorecidas, méas adn, el 98,1% se encuentran en las regiones permitidas.
En contraste, el 1,9% se encuentra en regiones prohibidas (no permitidas), resultando en
una estructura estereoguimicamente aceptable (Laskowski et al., 1993). El analisis

detallado se encuentra en el Anexo 3.



Figura 2: Estructura UCP3_WT.

El modelo estructural obtenido del modelado por homologia, coloreado de acuerdo a su estructura secundaria,
tomando a las alfa hélices como moradas, hélices 310 en azul, giros en celeste y bobinas en blanco (giros y
bobinas no presentan estructura secundaria). Los residuos resaltados y coloreados por elementos
corresponden al primero y Gltimo, sefialando que esa parte estd orientada a la zona intermembranal. A la
izquierda se muestra la imagen de frente y la derecha, el lado que da hacia la matriz mitocondrial. AHA: Alfa

hélice anfipatica.



Figura 3: Alineamiento estructural del modelo de UCP-3 versus UCP-2.

Alineamiento entre 2LCK (UCP-2) en azul versus UCP3_WT en rojo que corresponde a una raiz cuadrada
del promedio de la desviacion cuadratica (RMSD) de 0.3189A. Los residuos resaltados y coloreados por
elementos corresponden al primero y Ultimo, sefialando que esa parte esté orientada a la zona intermembranal
de UCP3_WT.



4.2 Mutantes estructurales de UCP3 WT

Se identificaron los residuos relevantes para el estudio (Figura 4) y, por consiguiente, las
los residuos a cambiar. Siguiendo la nomenclatura de mutantes [RS1][num][RS2], en
donde RS1 es el residuo presente en el fenotipo silvestre, num el nimero del residuo y RS2
el residuo al cual se ha mutado, las proteinas mutantes fueron: D28N, E173Q, D215N. Las
estructuras mutantes resultantes fueron nombradas con la “M” seguido de la nomenclatura

del cambio de residuo (M_D28N, M_E173Q, M_D215N).

Los residuos cambiados se basaron en los hallazgos de Echtay et al. (2000), los cuales se
resumen en el Cuadro 2. Estas mutaciones modificaron el flujo tanto de H" como de iones
Cl- y estan conservadas en todos los homologos de las UCPs y entre especies (Anexo 1,
Ledesma et al., 2002), resaltando su relevancia en la funcién de las mismas. Asi, los
cambios de los residuos realizados en UCP-3 (Figura 4) se localizan en la misma region
que en UCP-1 (Cuadro 2).

La validacion de las estructuras de los tres mutantes arrojé6 un RMSD para todas las
estructuras de 0.3189A (igual que en la Figura 3 para el fenotipo silvestre) comparadas con
2LCK, mostrando un buen alineamiento estructural (Krieger et al., 2003). Esto era de

esperarse ya que sélo se modifico un residuo por estructura.

Los graficos de Ramachandran generados por PROCHECK (Laskowski et al., 1993) a una
resolucion de 2A, muestran que las estructuras M_D28N; M_E173Q; M_D215N presentan
un porcentaje de residuos en zonas permitidas de 98,1% con la misma distribucién que
UCP3_WT (Anexo 3). Por ende, se dice que tiene una estereoquimica adecuada para el

propésito de la investigacion (Laskowski et al., 1993).
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Cuadro 2: Mutaciones relevantes en la actividad de transporte de UCP-1.

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

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

E167Q 96,91 4,00 E173Q
3y4
Entre las hélices

D209N 75,26 77,59 D215N

4y5

*Qrganismo estudiado: Hamster **Porcentaje con respecto al fenotipo silvestre

Fuente: Echtay et al. (2000)



Figura 4: Residuos identificados relevantes para el estudio.

Modelo UCP3_WT en vista de frente (izquierda) y del lado de la matriz mitocondrial (derecha). Los residuos
resaltados y coloreados por elementos corresponden al primero y Gltimo, mientras que los residuos relevantes
D28, E173 y D215 son representados en naranja, rojo y amarillo, respectivamente. La estructura secundaria
esta coloreada de tal manera que las alfa hélices son moradas; hélices 310, azules; los giros, celestes y las

bobinas, blancas.



4.3 Dinamicas moleculares

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

de simulacion (Figura 6).

La medicion del RMSD realizada en el esqueleto de la proteina fue en promedio 4.34A;
4,05A; 4,36A y 4,70A para las estructuras UCP3_WT (fenotipo silvestre), M_D28N,
M_E173Q, M _D215N, respectivamente durante la dinamica molecular; con una
desviacion estandar menor a uno en todos los casos (Figura 6A). Ademas, en la Figura 6B
se puede apreciar que la energia, varia entre valores cercanos y la media de los sistemas es
muy parecida, ya que se diferencian en un residuo y en el nimero de iones que se
utilizaron para neutralizar. En adicion, la temperatura del sistema (Figura 6C) se mantiene
constante en aproximadamente 37 °C (310 K) con una variacion muy pequefia. Por altimo,
la presion de los sistemas se mantiene constante en promedio a latm a lo largo de la

simulacion, con desviaciones estandares reducidas (Figura 6D).

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

En adicion al pardmetro anterior, se asume que el sistema esta en equilibrio termodinamico
porque la energia total del sistema, si bien es muy variable, no muestra una fluctuacién
cadtica, es decir, fluctia entre limites superiores e inferiores muy parecidos y entre dos
valores consecutivos del eje X, siempre cruza por el promedio, lo que sugiere que el
sistema se mantiene equilibrado (Anexo 4). De no ser asi, si la energia formase una linea
con una pendiente descendente, podria decirse que el sistema sigue “buscando” o trata de

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

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

temperatura y latm de presion (Anexo 4).
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Figura 5: Sistema de UCP-3 con membrana, agua e iones en condiciones iniciales.

Imagen del sistema que se utiliz6 para las simulaciones, que consta de la UCP-3 (verde), moléculas de agua
(azul) membrana bilipidica (marrén translicido) e iones cloruro (rosado); de manera que cada estructura
(UCP3_WT, M_D28N, M_E173Q, M_D215N) tuvo su sistema propio. A la izquierda se muestra una vista
frontal del sistema y a la derecha la vista ventral o al lado de la matriz mitocondrial. Los residuos resaltados y

coloreados por elementos corresponden al primero y Gltimo de la proteina (lado intermembranal).
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Figura 6: Parametros de validacién de la DM

Pardmetros de la simulacion para las cuatro estructuras. La estabilidad de la raiz cuadrada del promedio de la
desviacion cuadratica (RMSD, en A), de la temperatura (C) y presién (D) cumplen con los parametros
establecidos. Por otro lado, la energia del sistema (B) fluctda entre valores siempre pasando por el promedio,
lo cual denota una estabilidad dindmica. UCP3_WT: fenotipo silvestre, M_D28N, M_E173Q, M_D215N
corresponden a los mutantes D28N, E173Q y D215N, respectivamente.



4.4 Andlisis de poro y dindmica de agua en el poro de UCP-3 y mutantes

El ASAS para los residuos cambiados se muestra en la Figura 7. En a se puede observar
codmo en mas de la mitad de la simulacion la proteina mutante D28N disminuye el ASAS,
al igual que el mutante D215N (C), pero este siempre fue menor. EI mutante E173Q
presenta un patron de ASAS mas parecido al fenotipo silvestre (B). En d de la misma
figura, se puede apreciar que el cambio del &cido aspartico (D) por asparagina (N) genera
una disminucion en el promedio de ASAS (de 62,77A% a 48,52A% y de 118,55A? a
59,80A2). Por Gltimo, las desviaciones estandares de los mutantes son mayores que en el

fenotipo silvestre para cada residuo.

También, se sabe que tanto el aminoacido D como el N son hidrofilicos, pero se cree que la
caracteristica acida de D es importante para acelerar el paso de los protones (Klingenberg
et al., 1999; Echtay et al., 2000). Echtay et al. (2000) generaron el mutante D27E
(mutando el acido aspartico por el glutamico) y la actividad en el flujo de protones crecio6
en mitocondrias aisladas pero disminuyo ligeramente en UCP-1 reconstituidas en vesiculas
fosfolipidicas. Cabe resaltar que el ASAS de E es mayor que D en alfas hélices (Lins et al.,
2003). Entonces, observando la disminucion del valor de ASAS en el mutante, esta
caracteristica puede estar, también, relacionada al detrimento en el paso de protones
cuando se merma el area de interaccion. Asi mismo, en el caso de la mutacién D215N
(homélogo a D209 de hamster en el estudio de Echtay et al., 2000), se presenta una
disminucion en el flujo (Cuadro 2), lo cual podria ser explicado como se puntualizo para el
residuo D28. Con lo que respecta al residuo cambiado E173Q, el valor de ASAS es muy
parecido (Figura 7 C y D). El cambio entre residuos hidrofilicos (&cido glutamico a
glutamina) representado en los estudios de Echtay et al. (2000), para el residuo E167, no
tuvo un impacto notorio en el flujo de protones, pero si la mayor reduccion en el transporte
de cloruro (Cuadro 2). Gracias a esos datos en UCP-1, se cree que el transporte del ion
cloruro y de protones tienen vias diferentes, y comparados con los datos de ASAS serian
independientes de la superficie expuesta al solvente, pero no de la naturaleza &cida del
residuo. En adicion, ya que la posicion de E173 reside entre las alfa hélices H3 y H4
(Cuadro 2) y que la interaccion de los acidos grasos de cadena larga (Cis), de la cual
depende el paso de protones, se produce entre las hélices H1 y H6 (Berardi y Chou, 2014 y
Zhao et al. 2017), la teoria de que el transporte de CI"y H* se dan por mecanismos o areas

espaciales distintas (Echtay et al., 2000) se ve promisoria.
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En el analisis del perfil del poro se obtuvieron promedios (y desviaciones estandares) en A
de 4,98 (3,18); 5,65 (3,54); 455 (3,34) y 5,53 (3,36), para el fenotipo silvestre
(UCP3_WT), M_D28N, M_E173Q y M _D215N, respectivamente y la comparacion
morfologica de estas cuatro estructuras salta a la vista en la Figura 8. En un analisis
netamente morfoldgico, se puede decir que el canal mas largo es la del fenotipo silvestre,
seguido de D28N, D215N, y por dltimo E173Q; sumado a esto, en las regiones menos
dindmicas (cerca a cero en coor) el radio mas angosto es el de los mutantes D215N vy

E173Q, mientras que el fenotipo silvestre y D28N presentan el radio mas amplio.

En la Figura 9 (A) se puede apreciar como en 12.5 de coor (lado matricial) se presenta el
minimo valor de radio del fenotipo silvestre (1,41A con DE 0,84A) representado como la
zona mas estrecha, y el maximo en el lado intermembranal (14,85A; DE 0,03A) con el
valor en coor de -47,3, dibujada como la region méas holgada (esta correspondencia
morfoldgica se asumird como tacita en el transcurso de la explicacion). Asi también, se
obtuvieron promedios (y desviaciones estandares -entre paréntesis-) en A del mutante
D215N (d) sigue la misma ldgica de orientacidn pero con valores de minimo y maximo de
2,36 (0,26) y 14,84 (0,27), para valores de coor de 13,7 y -39,8, respectivamente. Por otro
lado, los mutantes D28N (B) y E173Q (C) presentan los minimos valores (A) en el lado
matricial (1,96, DE 0,97; 1,26, DE 0,47; respectivamente) y los méaximos en el lado
matricial para D28N e intermembranal para E173Q en A (14,83, DE 0,01; 14,61, DE 0.25;
respectivamente). Estos minimos se sitan en los puntos coor de -21,8 y -26,0, mientras

que los maximos en -44,5 y 36,0; respectivamente.

Lo maés resaltante es que la simple mutacion de estos residuos influencia la dinamica y
forma del poro, lo cual puede deberse que al modificarse ASAS, la conformacion de la
proteina varia (Durham et al., 2009). Por ejemplo en el fenotipo silvestre (9A), se aprecia
que en el lado intermembranal hay un radio notablemente méas grande que en el lado
matricial, ya que este se asemeja a una entrada conica. También, los extremos del gréfico,
gue se consideran como las asas de la proteina situadas en la superficie de la membrana,
son muy activas y la estructura del poro embebida en la membrana es bastante estable, ya
que la desviacion estandar es casi imperceptible. En el caso del mutante D28N (B), en la
parte matricial, esta entrada conica se pierde, asi como el dinamismo en esa zona. La
estructura M_E173Q tiene el cambio en el perfil del poro méas notorio (C), ya que la region

intermembranal comienza abruptamente, la forma del canal es méas alargada y el lado
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matricial es muy poco dindmico, al igual que M_D28N. Por altimo, la proteina mutante
D215N (D) tiene las regiones menos activas que el resto y presenta una forma parecida a la

del fenotipo silvestre, pero con un radio menor.

Sin embargo, si se toma en cuenta la informacion resumida en el Cuadro 2 (Echtay et al.,
2000), el mutante E173Q tendria la capacidad de transportar iones cloruro muy mermada.
No obstante, E173Q podria virtualmente conservar el flujo de protones casi igual que el
fenotipo silvestre, lo que nos lleva a postular morfolégicamente que los residuos cercanos
al intervalo -25 y -20 del vector coor y su movilidad (lado del espacio intermembranal) son
muy importantes en el flujo de protones, ya que es la region que ha permanecido similar en
las estructuras con esta capacidad (Figura 8 y 9A y C), eso explicaria como una mutacién
en el lado intermembranal disminuye el flujo (mutante D215N, Figura 4 y 9D), poniendo

en evidencia el rol del caracter acido de los residuos.

Con respecto a la cantidad de agua promedio en un radio de 5A por punto (nmero entero)
del vector coor, es decir del radio, el promedio del fenotipo silvestre y los mutantes D28N,
E173Q y D215N es de 185,45 (DE 181,88); 185,59 (DE 171,28); 187,32 (DE 176,75) y
184,54 (DE 165,46), respectivamente, mostrando valores muy parecidos a pesar de su
diferencia estructural (Figura 10). En adicion, la Figura 10 nos muestra los gréaficos
comparativos de las curvas para cada estructura. En ese grafico, se muestra que hay dos
maximos locales que corresponden a las regiones no membranales y que los maximos se
encuentran en el area matricial con 608,69; 555,50; 624,38 y 549,07 para las respectivas
estructuras de UCP3_WT, M_D28N, M_E173Q y M_D215N. El segundo punto con mas
moléculas de agua promedio para todas las estructuras (segun el orden anterior) es de
419,44; 487,00; 409,31 y 460,56, situadas en el extremo intermembranal no embebido en
la membrana. Esto nos sugiere que el agua va disminuyendo su concentracion conforme se
acerca al centro del poro. Estos valores minimos corresponden a 101,19; 85,75; 86,75 y
84,88 para el fenotipo silvestre, D28N, E173Q y D215N, en este orden. También, la Figura
11 nos da una idea de cuan variable es el nimero de moléculas de agua en cada estructura a
través del eje del poro. Se puede notar como las dos estructuras con més flujo de protones
(fenotipo silvestre y D173Q) presentan una meseta cerca al valor cero de coor y las
variaciones mas grandes estan focalizadas en los picos de las curvas (Figura 11A y C), a
diferencia de D28N que las variaciones estan distribuidas por todo el poro y a D215N, que

no estan focalizadas en los picos (Figura 11B y D).
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Los resultados anteriores se pueden complementar con los puentes de hidrégeno formados
entre el poro y las moléculas de agua, como se muestra en la Figura 12. Se visualiza en a
una oscilacién en el nimero de puentes de hidrogeno (PH) a lo largo de la simulacion, muy
parecida entre las estructuras; es mas, los promedios son cercanos (UCP3_WT, 206.99;
M_D28N, 205.32; M_E173Q, 204.41; M_D215N, 198.87). Esto se reflejaen By C de la
Figura 12, ya que cuando se restan los valores de las mutantes con los respectivos de
UCP3_WT, las diferencias flucttan entre 25 (como valor absoluto) y los graficos parecen
divididos a la mitad. En contraste, las diferencias entre D215N vy el fenotipo silvestre son

marcadas, observandose que la estructura UCP3_WT genera méas PH que el mutante (C).

En adicion, el Cuadro 3 muestra los residuos del poro cuyos grupos radicales forman PH
con las moléculas de agua presentes en el canal. Se establecido como punto de corte a los
residuos que participan en un 90% o mas de las veces a lo largo de la simulacion,
generando PH. UCPE3_WT y M_E173Q presentan 21 residuos con este criterio, mientras
que M_D28N 19 y M_D215N, 20. EI promedio mas alto del porcentaje de formacion de
PH de estos residuos lo tiene el mutante E173Q (97,36%) seguido por el fenotipo silvestre
(97,19%), D215N (96,71%) y como ultimo a D28N (96,28%), sin embargo las cifras son
muy parecidas. Es importante resaltar que la mayoria de residuos que forman estos PH
(&cido aspartico y acido glutamico) poseen carga negativa al pH neutro, seguidos de los

cargados positivamente (arginina) y solo hay un residuo hidrofébico, la fenilalanina.

También, se muestra en el Cuadro 3 que los residuos que generaron los mutantes (en
negrita) forman puentes de hidrégeno en casi 100% de las veces en la simulacién, lo que
sugiere gue su participacién es importante, es mas, sus mutaciones al aminoacido neutro
forman PH con mucha menos frecuencia (alrededor del 50% o menos, informacién no
mostrada). En el caso del mutante D28N, no solo se afectan los PH generados por el
residuo D28 sino también aquellos generados por otro de los residuos mutados: E173.

Por otro lado, los residuos que no forman PH en todas las estructuras pero siempre en el
fenotipo silvestre fueron resaltados en verde, mostrando que M_E173Q comparte mas
similitudes con UCP3_WT, con excepcion de la R87. Por ultimo, los residuos coloreados

en azul representas los aminoacidos comunes a todas las estructuras.
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Cuadro 3: Residuos que forman puentes de hidrégeno.

Residuo UCP3_WT M_D28N M_E173Q M_D215N
D28 99,47 90,93 95,2
D215 99,47 98,4 98,13

E173 96 96
R87 91,47 91,2 90,67
D201 96,27 95,2 99,73

E196 98,67 94,4 98,93
E205 98,13 98,67 99,2
E295 95,47 96,53

E309 95,2 97,33 98,67
R188 90,13

D239 93,07

E46 99,2 94,93 90,13
E267 95,47 95,47 94,93
D8 98,67 97,87 98,93 99,73
D35 90,4 95,2 98,67 97,87
D100 96,8 96 96,27 95,2
D112 98,93 98,67 99,73 99,47
D138 99,47 98,67 98,13 98,93
D156 97,33 91,47 99,73 98,13
D164 97,33 96,3 95,2 97,33
D209 98,13 98,93 98,13 97,6
D258 99,73 98,4 97,87 92,27
E72 98,13 96,3 98,93 99,47
E172 98,13 98,93 98,13 96
F312 97,87 98,93 98,67 98,4

Residuos que forman PH en 90% o més en los pasos de simulacion. Los nlmeros representan el porcentaje
de formacion de los puentes de hidrégeno. Las columnas en negrita, verde, rojo y azul pertenecen a los
respectivos residuos mutados, presentes siempre en el fenotipo silvestre, no presente en este fenotipo y
presentes en todas las estructuras. UCP3_WT: fenotipo silvestre, M_D28N, M_E173Q, M_D215N
corresponden a los mutantes D28N, E173Q y D215N, respectivamente.

Como se ha mencionado en parrafos anteriores, los residuos D28, E173 y D215 estan
involucrados en el paso de iones y los residuos D28 y D215, al parecer, median este flujo
debido a la formacion de PH, ya que M_E173Q conserva la capacidad de transportar
protones (Cuadro 2). Esto puede ser explicado en virtud de la teoria de cables de agua o
“water wires”. Esta postula que los residuos del canal generan PH con las moléculas de
agua y estas transportan los protones de molécula a molécula, mas adn cuando hay un
gradiente favorecedor (Nagle y Morowitz, 1978; Cukierman, 2003). También, comenta que

los residuos responsables de formar PH serian la serina, treonina y tirosina (debido a sus
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grupos hidroxilos) y los &cidos aspartico y glutdmico (gracias a sus grupos carboxilos).

Estos ultimos residuos coincidentemente son los que predominan en el Cuadro 3.

En adicion, debido al cambio de conformacién en el poro producido por las mutaciones
(Figura 7), la frecuencia de formacién de PH de los residuos cambia (Cuadro 3, residuos en
verde y rojo), es decir, que la presencia de aminodcidos que con un porcentaje de
formacion de PH mayo a 90% es distinta entre las estructuras. Esto muestra una relacion

entre la forma del poro y los PH y como consecuencia, en la actividad desacoplante.

Adicionalmente, se pone en evidencia que algunos residuos (los coloreados en verdes,
Figura 13A) también tienen un rol en la funcion de la UCP-3 porque son comunes a las
estructuras mas eficientes en el flujo de protones y la mayoria se encuentran orientados

hacia el area mas activa del canal, es decir, el espacio intermembranal (Figura 9A y C).

El residuo R87, puede estar involucrado mas en el paso de cloruro que con el flujo de
protones, por bajar su frecuencia de formar PH en el mutante E173Q, pero no en los demas,
lo cual lo hace un candidato importante a mutar si se quiere profundizar en el tema. Esto
podria deberse a que su carga positiva favorece esa interacciéon. Esta afirmacion es
respaldada por Modriansky et al. (1997) quienes mostraron que el residuo R83 en hamster,

homologo a R87, interacciona con las cargas negativas de los fosfatos de GDP.

Por ltimo, la mayoria de los residuos en verde presentan posiciones en el fenotipo
silvestre (Figura 13A) cercanas al espacio intermembranal pero R87 se encuentra en el
lado matricial, sugiriendo que los sitios en la proteina mas importantes para la interaccién
de las cargas positivas (protones) estan en el espacio intermembranal y para las negativas,
(AGLs y otros &cidos organicos ionizados - Robinson et al., 2008-), en la matriz

mitocondrial.

Con respecto a los residuos en rojo, estos podrian equilibrar el paso de protones y la
capacidad desacoplante (figura 13B), lo que explicaria que el flujo disminuye pero no
dramaticamente. Finalmente los residuos comunes a todas las estructuras (azul, Figura 13C)
son posibles candidatos como aminoacidos relevantes en la funcion de UCP-3, incluyendo
la fenilalanina 312, situada en el extremo terminal de la proteina, que se ubica en el espacio

intermembranal. Si se toma en cuenta que estan en las areas fuera de la membrana con mas
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moléculas de agua cercanas y las mas dindmicas (Figura 9 y 11), estas asas serian muy

importantes para la interaccion entre la proteina y el “entorno” acuoso.
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Estructura — UCP3_WT_D215 — M_D215N
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Figura 7: Analisis de &rea de superficie accesible al solvente por residuo mutado.

Valores de ASAS promedio con respecto a los nanosegundos de simulacién. Las cuatro estructuras se
comparan visualmente en A, B y C, mientras que D presenta el promedio y la desviacion estandar (DE), en A2
El fenotipo silvestre esta representado por UCP3_WT _ seguido de la letra y el nimero del residuo analizado.
M_D28N, M_E173Q, M_D215N corresponden a los mutantes D28N, E173Q y D215N, respectivamente.
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Figura 8: Comparacion morfoléogica del poro entre estructuras.

Diferencias en la morfologia del poro del fenotipo silvestre y las mutantes. Con la finalidad de dibujar la
forma del poro, se muestra el promedio del radio del poro y su imagen especular (eje central del poro es cero
y el radio se proyecta hacia los valores negativos y positivos en el eje Y). LI_ lado intermembranal, LM: lado
matricial, UCP3_WT: fenotipo silvestre, M_D28N, M_E173Q, M_D215N corresponden a los mutantes
D28N, E173Q y D215N, respectivamente.
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Figura 9: Perfil morfoldgico del poro de las estructuras.

Para simular la forma del poro, se muestra el promedio del radio del poro (eje Y) y su imagen especular (eje

Y negativo), versus el vector coor. Las lineas celestes corresponden a la suma y resta de la desviacion

estandar al promedio. LI: lado intermembranal, LM: lado matricial, UCP3_WT: fenotipo silvestre, M_D28N,
M_E173Q, M_D215N corresponden a los mutantes D28N, E173Q y D215N, respectivamente.
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Figura 10: Simil de la presencia de agua en el poro.

Numero promedio de moléculas de agua con respecto al vector coor para las estructuras en un radio de 5A.
LI: lado intermembranal, LM: lado matricial, UCP3_WT: fenotipo silvestre, M_D28N, M_E173Q,
M_D215N corresponden a los mutantes D28N, E173Q y D215N, respectivamente.
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Figura 11: Perfiles de presencia de agua en el poro.

Numero de moléculas promedio de agua con respecto al vector coor en un radio de 5A para cada estructura
individualmente. Las lineas celestes corresponden a la suma y resta de la desviacion estandar al promedio.
LI: lado intermembranal, LM: lado matricial, UCP3_WT: fenotipo silvestre, M_D28N, M_E173Q,
M_D215N corresponden a los mutantes D28N, E173Q y D215N, respectivamente.
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Figura 12: Puentes de hidrégeno formados entre las estructuras y el agua.

Numero de puentes de hidrégeno (PH) con respecto a los nanosegundos de simulacién. Se grafica en A el

nimero de PH de todas las estructuras a lo largo de la dindmica, sugiriendo uniformidad. En B, C y D los
valores de PH para cada mutante se restaron con los del fenotipo silvestre.
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Figura 13. Posicion de residuos formadores de puentes de hidrdgeno.

Residuos que forman 90% o méas PH, de la estructura UCP3_WT. Los colores son correspondientes al
Cuadro 3y los residuos coloreados por atomos son los extremos terminales. Las figuras de las estructuras
fueron rotadas a conveniencia para mostrar con mayor claridad los residuos relevantes. *El residuo D209 se

encuentra exactamente detras de D100.



4.5 Interaccion proteina ligando (docking) de UCP-3 y mutantes con el acido docosa-
4,7,10,13,16,19-hexaenoico (omega 3 DHA)

Se realiz6 el ensayo de acoplamiento molecular para analizar como es que un AGPI (acido
docosa-4,7,10,13,16,19- hexaenoico - DHA-) interacciona con UCP-3 y mutantes. La
Figura 14 muestra (columna derecha) la forma en que el DHA interactia con las
estructuras. UCP3_WT (a) presenta un acoplamiento en la cara lateral con DHA, en el
surco que forman las alfa hélices H5 y H6 y el mutante E173Q favorece la interaccion
lateral pero hacia la cavidad, mientras que en las otras estructuras, el DHA se une en el
lado de la matriz mitocondrial (area ventral de la proteina). En adicion, la columna de la
derecha de esta misma figura se acerca la imagen de tal manera que se note cdmo la cabeza
anionica esta ubicada. Adicionalmente, los residuos involucrados en el acoplamiento de

cada estructura, asi como las energias de acoplamiento son presentadas en el Cuadro 4.

Gracias a los trabajos estructurales de Berardi y Chou (2014) y Zhao et al. (2017), se sabe
que es imprescindible para el paso de los protones que los AGLs se unan lateralmente, de
tal manera que la cabeza anidnica se situe intrahelicalmente, promoviendo la actividad
desacoplante. Este fendmeno se cumple con el fenotipo silvestre y el mutante E173Q, de
manera que puede explicar que estos alin conservan su capacidad “intacta” de interaccion
con los AGLs y por ende, su actividad (Cuadro 2), teniendo en comun el residuo serina
S279 (Cuadro 4), sugiriendo su protagonismo en la interaccion UCP-3 y AGPIs. En
adicién, es importante resaltar que el DHA interacciona estructural y espacialmente de la
misma manera que los AGLs “activadores”, como lo demuestra el estudio Zackova et al.,
(2003), explicando su propiedad potenciadora y que una interaccion ventral no tiene una
activacion optima. Fedorenko et al. (2012) sostienen, que esta capacidad de
potenciamiento se debe a que los AGLs de cadena larga se unen con mas fuerza a la
proteina que los AGLs de cadena corta. Entonces, que WT_UCP3 y M_E173Q tengan
energias calculadas del acoplamiento molecular mas favorables, ratifican su capacidad
desacoplante en comparacion con los otros mutantes. Finalmente, que la interaccion del
AGPI con la UCP-3 no sea en las hélices H1 y H6 puede deberse a una diferencia en la
secuencia y explicaria por qué la UCP-3 tiene una repercusion fisiologica distinta de las
otras UCPs.
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Cuadro 4: Residuos que interactian con DHA.

Residuos WT M_D28N M E173Q M_D215N

E46 X

F229 X

F272 X

F276 X X

F280 X

143 X X

K38 X

K274 X
L283 X

N247 X

p248 X
P249
p278 X
Q42 X

Q44 X
R59 X
R244

R282

S279 X

T243

T277 X
V233 X

Y273 X

Energia de

acoplamiento -5,9 -4,6 -5,5 -4,8
(Kcal/mol)

x

X X X X

UCP3_WT: fenotipo silvestre, M_D28N, M_E173Q, M_D215N corresponden a los mutantes D28N, E173Q
y D215N, respectivamente.
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Figura 14. Acoplamiento molecular (molecular docking) con DHA.

Molécula de DHA (4cido docosa-4,7,10,13,16,19-hexaenoico) acoplada a las estructuras UCP3_WT (A),
M_D28N (B), M_E173Q (C), M_D215N (D). A la izquierda, se muestra la posicion de acoplamiento y la
conformacion estructural mas estable del DHA, ademas, los residuos R59 y K274 (lado de la matriz

mitocondrial) se encuentran resaltados.



V. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos y la interpretacion dada, se concluye que:

1. Existe relacion entre las propiedades estructurales del poro y el flujo de protones. El
valor de ASAS de los residuos D28 y D215, asi como su caracter acido, estan

relacionados con la actividad desacoplante en UCP-3.

2. EIl cambio en la forma del poro, debido a las mutaciones estudiadas, interviene en la
interaccion entre la UCP-3 y el agua, por medio de puentes de hidrogeno, poniendo en

evidencia que el flujo de protones puede darse mediante los cables de agua.

3. El efecto de DHA en el incremento de la actividad de UCP-3 se puede explicar debido
a gque la cabeza anionica de estos interactia con la proteina, de forma lateral, mismo
fendmeno que explica el aumento en la actividad de las UCPs mediado por AGLs de

cadena larga.



V1. RECOMENDACIONES

Se presentan las siguientes recomendaciones de temas para trabajos futuros:

1. Realizar analisis de conductancia y de cambio de conformacion que va asociado al
flujo de protones en UCP-3.

2. Modelar como la interaccion de los acidos grasos puede estabilizar la estructura y en
qué medida pueden pasar por el canal cuando la UCP-3 es sometida a un potencial de

membrana.

3. Simular la formacién de dimeros de la proteina y analizar su estabilidad, ya que hay la

posibilidad de que también sea activa cuando forma esa estructura.

4. Validar experimentalmente los cambios aminoacidicos realizados en UCP-3 y estudiar

la variacion del flujo de protones.

5. Estudiar la interaccion de diferentes AGPIs con UCP-3.
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VII. ANEXOS
ANEXO 1

Alineamiento multiple de las proteina UCP-1, 2 y 3 de diferentes especies.

Hs_UCP1
Hs_UCP1
Mm_UCP1
Mm_UCP1
Mm_UCP1
Rn_UCP1
Rn_UCP1
Ma_UCP1
Ma_UCP1
Ps UCP1
Ps_UCP1
Cq UCP1
Cq_UCPL
C_UCE-1
Hs_UCP2
Hs_UCPZ
Mm_UCPZ2
Mm_UCP2
Rn_UCPZ2
Rn_UCPZ2
Rn_UCP2
C UCP-2
Hs_UCP3
Mm_UCP3
Mm_UCP3
Mm_UCP3
Mm_UCP3
Mm_UCP3
Rn_UCP3
Rn_UCP3
C UCP-3
C _total

Hs_UCPL
Hs_UCP1
Mm_UCPL
Mm_UCPL
Mm_UCP1
Rn_UCPL
Rn_UCPL
Ma UCPL
Ma UCPL
Ps_UCPL
Ps_UCPL
Cg_UCPL
Cq UCPL
C UCP-1
Hs UCEZ
Hs_UCP2
Mm_UCP2
Mm_UCB2
Rn_UCP2
Rn_UCPZ
Rn_UCP2
C UCP-2
Hs_UCE3
Mm_UCP3
Mm _UCP3
Mm_UCPE3
Mm_UCP3
Mm_UCE3
Rn_UCE3
Rn_UCP3
C_UCE-3
C _total




fs UCP1
Hs UCP1
M UCP1
Mm UCP1
Mm_UCP1
Rn UCP1
Rn UCP1
Ma UCP1
Ma UCP1
Ps UCP1
Ps_UCP1
Cg UCPL
Coq_UCP1
C UcP-1
fs UCP2
Hs UCP2
M UCP2
Mm_UCP2
Rn_UCP2
Ry UCP2
Rn_UCE2
C UCP-2
Hs UCP3
Mm_UCE3
M _UCE3
Mm _UCP3
Mm_UCE3
M _UCE3
Rn UCP3
Rni UCP3
C UCP-3
C_total

R Bl Rl

Hs UCP1
Hs_UCP1
Mr_UCP1
Mm_UCP1
Mrm_UCP1
Rn_UCP1
Rn_UCP1
Ma_UCP1
Ma_UCPL
Ps UCP1
Ps UCP1
Cg_UCP1
Cg UCP1
C_UCP-1
Hs UCP2
Hs UCPZ
Mm_UCP2
Mr_UCPZ2
Rn_UCP2
Rn_UCP2
Rn_UCP2
C_ucp-2
Hs UCP3
Mm_UCP3
Mm_UCP3
Mm_UCP3
Mm_UCP3
Mr_UCP3
Rn_UCP3
Rn_UCP3
C Ucp-3
C tctal

)

Py, 0l Ui g Y Y

Hs_UCP1
Hs_UCP1
Mm_UCP1
Mm_UCP1
Mm_UCP1
Rn_UCP1
Rn_UCP1
Ma_UCP1
Ma_UCP1
Ps_UCP1
Ps_UCP1
Cg_UCP1
Cq_UCP1
C_UCE-1
Hs_UCP2
Hs_UCP2
Mm_UCP2
Mm_UCP2
Rn_UCP2
Rn_UCPZ
Rn_UCP2
C_UcCp-2
Hs_UCP3
Mm_UCP3
Mm_UCP3
Mm_UCP3
Mm_UCP3
Mm_UCP3
Rn_UCP32
Rn_UCP3
C UCE-3
C total
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ANEXO 2

Parametros de la simulacion aplicados a cada estructura.

HEHHH R R R R

## JOB DESCRIPTION #i
HEHHH R R R R
#Secondary structure restriction and gradually release

# embedded in POPC membrane, ions and water.

# Protein released. PME, Constant Pressure.

HAHHH R R R

## ADJUSTABLE PARAMETERS ##

HHHR R AR

structure proteina.psf
coordinates proteina.pdb
outputName proteina_eq_prot_rel_msr

set temperature 310

# Continuing a job from the restart files

if {13 {

set inputname proteina_mineq
binCoordinates $inputname.restart.coor
binVelocities $inputname.restart.vel

extendedSystem  $inputname.restart.xsc

}

firsttimestep 521000

HEHH R R R

## SIMULATION PARAMETERS ##

R R R R R R

# Input
paraTypeCharmm on
parameters par_all27_prot_lipidNBFIX.prm

# NOTE: Do not set the initial velocity temperature if you
# have also specified a .vel restart file!
# temperature $temperature

# Periodic Boundary Conditions
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# NOTE: Do not set the periodic cell basis if you have also

# specified an .xsc restart file!

if {0} {
cellBasisVectorl
cellBasisVector2
cellBasisVector3
cellOrigin

}

wrapWater

wrapAll

98 0. O
0. 98 0
0 0. 96

-0.0390621498227 -0.0503903478384 0.05063835904

on

on

# Force-Field Parameters

exclude
1-4scaling
cutoff
switching
switchdist

pairlistdist

scaled1-4

1.0

12.0

on

10.0

14.0

# Integrator Parameters

timestep
rigidBonds

nonbondedFreq

2.0 # 2fs/step

all  ;# needed for 2fs steps

fullElectFrequency 2

stepspercycle

10

#PME (for full-system periodic electrostatics)

if {13 {

PME
PMEGridSizeX
PMEGridSizeY

PMEGridSizeZ

}

yes

105

105

155

# Constant Temperature Control

langevin
langevinDamping

langevinTemp

on ;# do langevin dynamics
1 ;# damping coefficient (gamma) of 5/ps
$temperature
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# Constant Pressure Control (variable volume)

if {13 {

useGroupPressure yes ;# needed for 2fs steps

useFlexibleCell yes ;# no for water box, yes for membrane
useConstantArea no ;# no for water box, yes for membrane
langevinPiston on

langevinPistonTarget 1.01325;# inbar->1atm
langevinPistonPeriod 100
langevinPistonDecay 50

langevinPistonTemp $temperature

}

restartfreq 10000 ;# 10000steps = every 2ps
dcdfreq 10000

xstFreq 10000

outputEnergies 10000
outputPressure 10000

# Fixed Atoms Constraint (set PDB beta-column to 1)

if {0} { #esta desactivado
fixedAtoms on
fixedAtomsFile nottails.fix.pdb
fixedAtomsCol B

fixedAtomsForces on

}

R R R R R R ERR R i R R R

## EXTRAPARAMETERS

R R R AR

# Put here any custom parameters that are specific to
# this job (e.g., SMD, TclForces, etc...)

#eFieldOn yes

#eField 00 -0.155

margin 3

if{1}{

extraBonds yes

extraBondsFile proteina_extrabonds_ssrestraint.dat
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}

HHHR R AR
## EXECUTION SCRIPT #H
R T R R R T R i R R R

# Minimization

if {0} {

minimize 20000
reinitvels $temperature
}

run 5000000 ;# 10 ns
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ANEXO 3

Graficos de Ramachandran de las estructuras de UCP-3 y mutantes.
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Ramachandran Plot
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ANEXO 4

Parametros de validacion de las DM.

RMSD

Estructura — UCP3 WT — M_D28N — M_E173Q — M_D215N

| sy '\ M Ay
N
M v w My.\. "“Mﬂ«}% S
= 41 \W mrwr. A
3 "‘
s /

0.0 25 5.0 75 10.0
Nanosegundos

mm

UCP3_WT 0.47
M_D28N 4.05 0.46
M_E173Q 4.36 0.70
M_D215N 470 0.61

Figura 1A: Valores de RMSD de todas las estructuras.

Se muestra que a medida que el tiempo de simulacion transcurre, los movimientos del esqueleto de la
estructura proteica se van equilibrando.
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Energia Total

Estructura — UCP3 WT — M_D28N — M_E173Q —— M_D215N

-257000 1

-258000 1

Energia (Kcal/mol)

-259000 1

0.0 25 5.0 75 10.0
Nanosegundos

UCP3_WT -257947.1 471.52
M_D28N  -257901.2 443.73
M _E173Q -257877.4 429.75

M_D215N -257938.6 428.08

Figura 2A: Valores de energia total de todas las estructuras.

La energia total de las estructuras fluctda entre el valor promedio de la misma. Se visualiza un estado de
equilibrio dindmico para los sistemas.
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Temperatura del Sistema

Estructura — UCP3 WT — M_D28N — M_E173Q — M_D215N

313

312

Temperatura (K)
2 =
o —

w
o
0

308 -

0.0 25 5.0 75 10.0
Nanosegundos

[estuctura | promedio | E |

DE
UCP3_WT 31015 083
M_D28N 31019 0.80
M_E173Q 31024 085
M_D215N 31014 0.80

Figura 3A: Valores de temperatura de todas las estructuras.

La temperatura del sistema es mostrada. En cada estructura, el promedio es cercano a 310K (37 °C) y los
valores varian muy poco, como lo indica la baja desviacién estandar.
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Presién del Sistema

Estructura — UCP3_WT — M_D28N — M_E173Q — M_D215N

n

Presion (Atm)

0.0 25 5.0 75 10.0
Nanosegundos
 Estructura | Promedio | DE |

edio | DE

UCP3_WT 0.99 0.57
M_D28N 0.99 0.54
M_E173Q 1.06 0.57
M_D215N 1.03 0.55

Figura 4A: Valores de presion de todas las estructuras.

Se visualiza la presion con respecto al tiempo de simulacidn. Como se esperaba, esta es en promedio latm,
manteniéndose practicamente constante y con una variacion muy pequefia.
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