
 

UNIVERSIDAD   NACIONAL AUTÓNOMA 

                            DE MÉXICO 

                             
                          INSTITUTO DE FISIOLOGÍA CELULAR 

                         Doctorado en Ciencias Bioquímicas 
 
 
 
 
 
 

Control del metabolismo mitocondrial:  

Caracterización de una proteína con actividad tipo UCP en  

Yarrowia lipolytica 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
MÉXICO, D. F.                                                           2010 
 
 
  

 

T E S I S 
 

QUE PARA OBTENER EL TÍTULO DE           
DOCTOR EN CIENCIAS BIOQUÍMICAS 

 
 

P.......R.......E.......S.......E.......N.......T......A   : 
 
 

I.Q. Luis Alberto Luévano Martínez 
 

 
 
                                      Asesor: 
           DR. SALVADOR URIBE CARVAJAL 

 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



 - 2 -

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para mis padres con el más profundo respeto y agradecimiento 
por quien sin su ayuda y apoyo no hubiera sido  

posible llegar a este punto. 
 

 

 

 



 - 3 -

Agradecimientos 

Un agradecimiento especial a mi mamá quien me enseñó a ser perseverante y 

a mi papá por enseñarme a no rendirme ante los problemas.  A los dos, porque 

con su ejemplo me enseñaron a ser dedicado y a entregarme por completo a lo 

que me gusta y nunca dejar cosas a medias. 

 

A mi tía Emma por inculcarme la curiosidad de investigar y de aprender a 

buscar soluciones y por darme todo el apoyo durante todo este tiempo. 

 

A mis hermanos: Paty, Guillermo, Lupita y Marilú por su apoyo, consejos y 

porque me han demostrado que mas que hermanos son mis mejores amigos. 

 

Un agradecimiento especial a mi tía Cuca porque con su ejemplo y cariño me 

mostró que siempre es bueno luchar por algo y a mi tío Olallo porque me 

enseñó a ser persistente en los objetivos que busco. 

 

Al Dr. Salvador Uribe porque en las buenas y en las malas siempre me brindó 

su apoyo para salir adelante; por dejarme trabajar en su laboratorio y ser una 

de las mejores guías que pude haber tenido durante mi doctorado. Al Doctor 

Eduardo Rial por permitirme desarrollar este proyecto en su laboratorio. 

 

A mis compañeros y amigos: Manuel Gutiérrez, Gisela Ruiz, Rodrigo Díaz, 

Jacqueline Hernández, Miriam Rodríguez, Nancy Velásquez, Edith Sánchez, 

Rocío Navarro, Emmanuel Villanueva, Laurita Kawasaki y muy en especial a 

una gran persona como es Daniela Araiza, por que me ha brindado su apoyo y 

consejos en momentos difíciles y a mi compañero de aventuras con este bicho: 

Sergio Guerrero. 

 

A las Doctoras Leticia Ramírez, Xóchitl Pérez por sus consejos y haberme 

guiado durante el doctorado A Natalia Copitin por su amistad y por sus buenos 

consejos. A la Maestra Lorena Pedraza porque desde la ibero confió en mí y 

gracias a eso pude lograr muchas cosas en el doctorado. 

A Ramón Méndez por su ayuda. 



 - 4 -

 

TABLA DE ABREVIATURAS 

 

ANT   Translocador de adenín nucleótidos 

AOX   Alternative oxidase (oxidasa alterna) 

BMCP   Brain mitochondrial carrier protein (equivalente a UCP5) 

BSA   Albúmina sérica bovina 

DiC   Acarreador de dicarboxilatos 

EEM   Error estándar de la media 

ERO   Especies reactivas de oxígeno  

FCCP   Carbonil p-(trifluorometoxi) fenilhidrazona 

OAC   Acarreador de oxaloacetato 

OGC   Acarreador de -cetoglutarato 

PiC   Acarreador de fosfatos 

PUMP   Plant uncoupling mitochondrial protein 

UCP   Uncoupling protein (proteína desacoplante) 

YD   Extracto de levadura/ glucosa 

YMUC   Canal inespecífico mitocondrial de levadura 

YNB   Yeast nitrogen base  

   Potencial transmembranal 
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Resumen. 

 

 Las proteínas desacoplantes (UCP) son acarreadores mitocondriales 

distribuidos a través del reino eucariota. Mientras que en plantas y animales 

han sido identificados los genes codificantes para estas proteínas, en hongos y 

protozoarios la evidencia ha sido únicamente funcional. En este trabajo 

reportamos que en la levadura Yarrowia lipolytica hay una actividad 

desacoplante sensible a ácidos grasos y a GDP lo que nos indica la presencia 

de una proteína tipo UCP. Así mismo esta actividad tipo UCP es mayor en fase 

estacionaria que en logarítmica. Se realizó búsqueda in silico en el genoma de 

Y. lipolytica la cual arrojó dos genes que codifican para dos posibles UCP: el 

primero (XM_503525) se predijo como un acarreador de oxaloacetato y el 

segundo (XM_500457) como un transportador de dicarboxilatos. Cada gen se 

expresó heterólogamente en Saccharomyces cerevisiae y el fenotipo resultante 

se analizó. Las actividades de transporte de los productos de dichos genes 

confirmaron el análisis filogenético. Además, solo las mitocondrias de las 

células expresando a la proteína XP_503525 mostraron propiedades 

bioenergéticas características de una UCP: la conductancia de protones se 

incrementó en presencia de ácido linoleico y esta a su vez es inhibida por GDP. 

Se concluye que el gen XM_503525 codifica para un acarreador de 

oxaloacetato, aunque de manera importante posee una actividad desacoplante 

estimulada por ácidos grasos e inhibida por purín nucleótidos. 
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Abstract. 

 

Uncoupling proteins (UCP) are mitochondrial carriers distributed 

throughout the eukaryotic kingdoms. While genes coding for UCPs have been 

identified in plants and animals, evidences for the presence of UCPs in fungi 

and protozoa are only functional. Here, it is reported that in the yeast Yarrowia 

lipolytica there is a fatty acid promoted and GDP-sensitive uncoupling activity 

indicating the presence of a UCP. The uncoupling activity is higher in the 

stationary phase than in the mid-log growth phase. The in silico search on the 

Y. lipolytica genome led to the selection of two genes with the highest similarity 

to the UCP family, XM_503525 and XM_500457. By phylogenetic analysis, 

XP_503525 was predicted to be an oxaloacetate carrier while XP_500457 

would be a dicarboxylate carrier. Each of these two genes was cloned and 

heterologously expressed in S. cerevisiae and the resulting phenotype was 

analyzed. The transport activity of the two gene products confirmed the 

phylogenetic predictions. In addition, only mitochondria isolated from yeasts 

expressing XP_503525 showed bioenergetic properties characteristic of a UCP: 

the proton conductance was increased by linoleic acid and inhibited by GDP. It 

is concluded that the XM_503525 gene from Y. lipolytica encodes for an 

oxaloacetate carrier although, remarkably, it also displays an uncoupling activity 

stimulated by fatty acids and inhibited by nucleotides. 
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1. INTRODUCCIÓN. 

 

1.1 Familia de acarreadores mitocondriales. 

 

El metabolismo mitocondrial necesita estar en continua comunicación con 

su parte citosólica o entre organelos; parte de esta comunicación es mediada 

por sistemas de transporte que intercambian metabolitos con diversos fines ya 

sea catabólicos (e.g piruvato) o anabólicos (e.g citrato). Estos sistemas de 

transporte mitocondrial se encuentran relacionados estructuralmente ya que 

todos presentan un motivo estructural firma (P-X-[D/E] -X-X- [R/K]). Esta firma 

ha servido para identificar a muchos de los miembros de esta familia aunque su 

papel fisiológico o los metabolitos que transportan cada uno de ellos se 

desconozcan (Aquila y cols., 1987). Evolutivamente se cree que esta familia de 

acarreadores surgió a partir de tres repeticiones de un gen que codificaba para 

un péptido de aproximadamente 100 aminoácidos. Por lo tanto esta familia 

presenta una estructura tripartita, donde un dominio de aproximadamente 100 

aminoácidos es repetida tres veces (Fig. 1). En general todas estas proteínas 

tienen un peso molecular aproximado de 30 KDa. Se cree que la unidad 

funcional es un dímero, por lo tanto esta familia pertenecería al subgrupo de 

transportadores secundarios de 12 cruces transmembranales aunque la 

funcionalidad del dímero esté en discusión (Saier, 2000). 

Debido a que solo se ha logrado resolver la estructura del acarreador de 

adenín nucleótidos (Pebay-Peyroula, 2003) la estructura terciaria estaría 

conservada en todos los miembros de esta familia. Esta consta de seis hélices 

transmembranales, dos asas orientadas hacia el espacio intermembranal que 

conectan las hélices  2-3 y 4-5 y tres hélices paralelas al plano de la membrana 

que conectan a las hélices  1-2, 3-4 y 5-6 (Saraste y Walker, 1982).  Así mismo 

los extremos N y C terminales se orientan topológicamente hacia el espacio 

intermembranal. Tanto la traducción como la inserción de estas proteínas se 
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realizan desde el citosol; sin embargo a diferencia de otras proteínas 

mitocondriales éstas no requieren de una presecuencia específica 

(Zimmermann y Neupert, 1980). 

La naturaleza del metabolito a transportar es tan diversa como el número de 

acarreadores encontrados. Tan solo en Saccharomyces cerevisiae se ha 

reportado la presencia de 35 acarreadores mitocondriales de los cuales 

aproximadamente sólo 20 se les ha asignado una función (Kunji y Robinson, 

2006). El mecanismo de transporte en general es por simporte (e.g. acarreador 

de fosfato) o antiporte (e.g translocador de adenín nucleótidos) aunque no se 

descarta que exista un mecanismo tipo uniporte (probablemente las proteínas 

desacoplantes (UCP) tengan este mecanismo) (Palmieri y cols., 1992). 

 

1.2 Las proteínas desacoplantes, localización y estructura 

 

Las UCP se localizan en la membrana interna mitocondrial; pertenecen a 

la familia de los acarreadores mitocondriales.  

  En los animales que hibernan hay un tejido adiposo especializado al que 

se ha denominado tejido graso marrón o grasa café. Este tejido contiene 

mitocondrias que pueden desacoplarse, disipando la energía de la cadena 

respiratoria en forma de calor en lugar de conservarla como energía química 

(ATP) (Nicholls, 1976; Lin y Klingenberg1980). 

 El análisis fisiológico de estas mitocondrias ha mostrado que contienen 

una proteína protonofórica llamada proteína desacoplante, modulada por 

ácidos grasos y por nucleótidos de purina (específicamente ATP, ADP, GDP y 

GTP). Los ácidos grasos actúan como moduladores positivos, mientras que los 

nucleótidos son moduladores negativos (Rial y cols., 1983; Locke y cols., 

1982). En cuanto a la modulación por ácidos grasos, se sabe que como 

requisito para ser activadores deben de tener un grupo carboxilo libre, ya que 

las acil CoAs o las acil-carnitinas no actúan como activadores. En los ácidos 

grasos, la longitud de la cadena hidrocarbonada puede afectar la activación; 

son mejores activadores los ácidos grasos insaturados de cadena larga que los 

saturados. La activación de la UCP disminuye con la longitud de la cadena del 

ácido graso, debido principalmente a efectos fisicoquímicos como su alta 

hidrofobicidad (Winkler y Klingenberg, 1994). En cuanto a los nucleótidos de 
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purina, los más potentes moduladores negativos son el GDP y el GTP, 

seguidos de los adenín-nucleótidos. Aunque los adenín nucleótidos presenten 

una mayor relevancia fisiológica debido a su concentración en la célula.  

 En el humano se encuentran cinco isoformas de UCP que están 

distribuidas en diferentes tejidos: la UCP1, se encuentra exclusivamente en las 

mitocondrias de tejido café, la UCP2, en músculo esquelético y riñón, la UCP3  

en músculo esquelético,  y por último la UCP4 y la BMCP (UCP5) están en el 

cerebro. El mecanismo bioquímico es similar en todas las isoformas; sin 

embargo, su función fisiológica no es clara. La única isoforma para la que hay 

consenso en cuanto a su papel fisiológico es la UCP1. Esta proteína tiene un 

papel termogénico en animales aclimatados al frío o en hibernación. Las otras 

isoformas podrían funcionar con fines termogénicos o bien para controlar la 

fuerza protónmotriz. Apoyando la función termogénica, hay reportes de que 

aumentan los niveles de mensajero de UCP2 en músculo esquelético de 

animales aclimatados al frío. Además se ha visto que ratones knockout de 

UCP1 presentan fenotipos de obesidad, lo que sugiere una función de esta 

proteína en el metabolismo de ácidos grasos.  

Se ha visto que la producción de especies reactivas de oxígeno es 

dependiente de la magnitud del gradiente electroquímico de protones, es decir, 

su producción se incrementa al incrementar esta fuerza; es aquí donde sí 

parece haber consenso sobre la función de estas proteínas al disminuir la 

producción de especies reactivas de oxígeno (EROs) al colapsar parcialmente 

y de manera controlada el gradiente electroquímico de protones (Riquier, 2005; 

Krauss y cols., 2005). 

Filogenéticamente no hay consenso sobre la evolución de la subfamilia de 

las UCP; por un lado, el grupo de Jezek, establece que las UCP de organismos 

inferiores son ancestros evolutivos. Esto lo hacen comparando las secuencias 

de genes de invertebrados, como es el caso de Dictyostelium discodeum y 

Drosophila melanogaster. En todas estas secuencias hay regiones 

conservadas similares a la isoforma 4 de mamíferos. Cabe notar que las 

isoformas 4 y 5 (BMCP) son las que presentan menor similitud con las UCP1, 2 

y 3; sin embargo, las primeras tienen más similitud con las UCPs de 

organismos inferiores. Al contrario, el grupo de Sokolova establece que la 

isoforma 2 es el ancestro común, y lo hace mediante alineamientos múltiples 
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de las 5 isoformas con la secuencia del gen del ostión. Sin embargo, el 

alineamiento se limita a la comparación entre esta especie invertebrada y 

organismos pluricelulares, sin tomar en cuenta otro tipo de organismos como 

invertebrados u organismos unicelulares (Hanak y Jezek, 2001; Sokolova y 

Sokolov, 2005). 

 
 

 

 

Fig 1. Estructura terciaria de la UCP1; se muestran los residuos conservados en el sitio de 

unión a purín nucleótidos. 

 

 

1.3 Mecanismos de regulación de las proteínas desacoplantes. 

 

1.3.1 Modulación positiva por ácidos grasos. 

 

Se han propuesto dos mecanismos por los cuales las proteínas desacoplantes 

catalizan el desacoplamiento mediado por ácidos grasos (Fig. 2). En el primer 

modelo, el ácido graso protonado actúa como un cofactor, sirviendo de puente 

entre los grupos ácidos de la proteína, permitiendo así el movimiento a favor 

del gradiente de los valores del pKa de los aminoácidos orientados hacia la 

matriz (Fig 2a). En el segundo modelo, el ácido graso se protona en el espacio 

intermembranal y es capaz de translocarse a través de la membrana sin 

necesidad de un acarreador (flip-flop); una vez en la matriz el ácido graso se 

ioniza. El ácido graso ionizado es incapaz de regresar al espacio 
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intermembranal, por lo que las UCP deben catalizar su transporte, completando 

el ciclo (Fig 2b) (Jezek y cols., 1997). 

 La diferencia principal en estos dos modelos es el sustrato a transportar 

por estas proteínas. En el primer modelo el sustrato es un protón, mientras que 

en el segundo el sustrato es el ácido graso ionizado. Análisis estructurales y 

funcionales sugieren que esta subfamilia de acarreadores evolucionó de un 

ancestro común y que posteriormente se diversificó hacía la familia de 

acarreadores de oxoácidos, por lo tanto es mas probable en términos 

evolutivos que sea el ácido graso ionizado el verdadero sustrato (Robinson y 

Kunji, 2006). Incluso los primeros estudios de transporte con la UCP1 

demostraban que estas proteínas transportaban metabolitos aniónicos como 

son los halogenuros, los nitratos y el piruvato (Klingenberg y Echtay, 2001). 

 

 

 

Fig. 2. Mecanismo de activación por ácidos grasos. a) Ácido graso como cofactor para la 

translocación de protones. b) Movimiento transmembranal de ácido graso. Para la 

explicación de cada mecanismo ver el texto. 

 
 
1.3.2 Modulación negativa por purín nucleótidos. 

 

 Al igual que los demás miembros de los acarreadores mitocondriales, las 

UCP´s presentan una gran cantidad de residuos básicos (en la UCP1 hay un 

total de 28 residuos básicos y 19 ácidos), lo que favorece la unión de purín 

nucleótidos en una zona específica de la proteína. Esta región presenta cuatro 
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aminoácidos conservados: tres argininas (R83, R182, R273) y un glutámico 

(E190). El glutámico actúa como barrera para la interacción de las tres 

argininas y los grupos ácidos de los nucleótidos, gracias a la formación de un 

puente salino entre los residuos E190 y R83. Una vez que el glutámico se 

protona, los grupos fosfato del nucleótido pueden interactuar con las argininas 

(Fig 3). Esta protonación explica que la inhibición de las UCP mediada  por 

purín nucleótidos dependa del pH.  Cuando el pH citosólico aumenta durante la 

lipólisis, el E190 se ioniza, y la afinidad por purín nucleótidos disminuye, 

permitiendo así la activación de la UCP por los ácidos grasos. Al terminar la 

lipólisis el pH vuelve a disminuir, regresando así al estado basal de la proteína 

(Fig. 3) (Huang y Klingenberg, 1995). Una característica importante de la 

interacción de las UCP con los purín nucleótidos es que estos únicamente 

interactúan con la proteína desde el espacio intermembranal y no son 

translocados hacia la matriz como es el caso del acarreador de adenín 

nucleótidos. 

 

  
Fig 3. Mecanismo de inhibición por purín nucleótidos de las UCPs. Se muestran los cuatro 

residuos involucrados en la interacción con los grupos fosfato del nucleótido. 

 

1.3.3 Modulación por el potencial transmembranal (). 

 

  Independientemente de cual de los dos mecanismos de transporte de las 

UCPs sea el correcto (Fig 2), ambos tienen en común que esta proteína 

funciona como uniportador de un soluto con carga eléctrica. 
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Termodinámicamente, los uniportadores dependen exclusivamente de la 

diferencia de potencial transmembranal (al contrario de los cotransportadores y 

antiportadores que dependen del gradiente químico o de ambos componentes 

respectivamente).  

   En la membrana interna mitocondrial, el paso de protones desde el 

espacio intermembranal a la matriz por mecanismos independientes de la F1Fo-

ATP sintasa tiene un comportamiento no óhmico; es decir, al elevarse el 

potencial de membrana la corriente de protones aumenta, y viceversa, a bajos 

potenciales la membrana es impermeable a los protones. En otras palabras, la 

relación entre la corriente de protones y la fuerza protónmotriz no es lineal, sino 

hiperbólica. Este comportamiento permite a los protones vencer la 

impermeabilidad de la membrana y evita que la fuerza protónmotriz aumente 

indefinidamente. Los ácidos grasos y los protonóforos aumentan la corriente de 

protones hacia la matríz   (Fig 4) (Winkler y Klingenberg, 1992; Nicholls y Rial, 

1989). 

 

 

 
Fig 4. Dependencia de la fuerza protónmotriz (pmf) con la corriente de protones (JH+) hacia la 
matriz en mitocondrias de tejido café (comportamiento no-óhmico). En triángulos oscuros se 
muestra el efecto del ácido graso sobre la conductancia de la mitocondria, mientras que en 
triángulos vacíos el estado basal de corriente de protones. 
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1.4 Fisiología de las Proteínas desacoplantes en los eucariontes 

unicelulares. 

   Durante mucho tiempo se pensaba que la isoforma UCP1 de tejido café 

era una adaptación única de los mamíferos; sin embargo, a principios de los 

noventa se descubrió que en las plantas existía una proteína con similitud a la 

UCP1, a la que se le denominó PUMP (del inglés, Plant Uncoupling 

Mitochondrial Protein) (Vercesi y cols., 2006). Dicha proteína presenta los 

mismos mecanismos regulatorios que la UCP1. Posteriormente se 

descubrieron las otras 4 isoformas de la UCP en mamíferos, cuya función es 

desconocida, pero posiblemente constituyan un mecanismo de control de la 

fuerza protónmotriz. Es sabido que la expresión de la UCP aumenta durante la 

adaptación al frío, tanto en animales (UCP1) como en plantas (PUMP). 

También en los frutos se ha visto que la actividad de la PUMP  depende de la 

etapa de maduración del fruto, posiblemente como un mecanismo termogénico 

que ayuda a incrementar la tasa metabólica del fruto o como disipador de 

compuestos volátiles que sirven de atrayentes para insectos polinizadores 

(Onda y cols., 2008). 

   El grupo de Vercesi reportó la presencia de un análogo funcional de las 

proteínas desacoplantes en un hongo de la especie Candida (Candida 

parapsilosis) (Jarmuszkiewicz y cols., 2000). Posteriormente se ha reportado la 

misma actividad de UCP en diferentes especies de hongos: Aspergillus 

fumigatus (Tudella y cols., 2003), Candida albicans (Cavalheiro y cols., 2004), 

en protozoarios: Acanthamoeba castellanii (Jarmuszkiewicz y cols., 1999), 

Plasmodium berghei (Uyemura y cols., 2004), Dictyostellum discoideum 

(Jarmuszkiewicz y cols., 2002) y Plasmodium yoelli yoelii (Uyemura y cols., 

2000). 

El papel fisiológico de estas proteínas en eucariontes inferiores es 

desconocido. El grupo de Jarmuszkiewicks observó que las células de 

Acanthamoeba castellanii cultivadas a 4º C, tienen un nivel de expresión mayor 

de proteínas desacoplantes, de manera similar a como sucede con la UCP1 en 

los mamíferos. Sin embargo, posiblemente ésta no sea la función primordial de 

la UCP en estas mitocondrias, ya que la concentración de esta proteína es baja 

comparada con la que hay en el tejido graso café. De igual forma, el gradiente 
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térmico entre el citosol y el medio extracelular sería insuficiente como para 

mantener una temperatura citosólica diferente al medio, lo cual eliminaría el 

papel termogénico de esta proteína en organismos unicelulares 

(Jarmuszkiewicz y cols., 2004). 

  El mismo grupo de investigación reportó que una posible función 

alternativa es la de controlar la producción de EROs (especies reactivas de 

oxígeno), ya que al inhibir esta proteína con GDP había un incremento notable 

en los niveles de peróxido liberado. Probablemente este aumento en los niveles 

de EROs sea consecuencia de la pérdida del control que puede llegar a ejercer 

esta proteína sobre la fuerza protónmotriz. Adicionalmente se ha propuesto que 

este control en la producción de EROs es el papel fisiológico de las UCPs en 

eucariontes inferiores en condiciones de alta carga energética y alta fuerza 

protónmotriz  (Czama y cols., 2005). 

 El mecanismo por el que las UCP evitan la sobreproducción de EROs 

consiste en que se produce un desacoplamiento modulado y parcial de la 

cadena respiratoria. Se sabe que la cadena respiratoria en condiciones de 

reposo y máxima fuerza protónmotriz produce altas cantidades de EROs 

debido a que el flujo de electrones es impedido por el potencial de membrana 

elevado, produciendo mayores tiempos de residencia de los equivalentes 

reductores móviles en algunos centros redox (por ejemplo, el ubiquinol en los  

centros Qp y Qn en la ubiquinol: citocromo c oxidoreductasa), lo que facilita la 

transferencia de electrones directamente al oxígeno produciendo así anión 

superóxido; al activarse las UCP aceleran el flujo de electrones a través de la 

cadena respiratoria y por consiguiente disminuye la producción de radicales 

libres. De esta manera el desacoplamiento parcial  mediado por UCP sería 

particularmente importante en condiciones no fosforilantes. Por otro lado, en 

condiciones fosforilantes (estado 3) se ha observado que el desacoplamiento 

parcial de la fosforilación oxidativa (relación ADP/O) produce únicamente una 

disminución de la eficiencia de la fosforilación oxidativa ya que solamente 

acelera el consumo de oxígeno sin necesidad de colapsar el potencial 

transmembranal, esto se ha observado en plantas (Jarmuszkiewicz y cols., 

1998) y en los organismos unicelulares Dictyostelium. discoideum y 

Acanthamoeba. castelanii (Jarmuszkiewicz y cols., 2002; Jarmuszkiewicz y 
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cols.,2005); aún así este desacoplamiento en un proceso altamente regulado 

tanto por el , por los purín-nucleótidos y los ácidos grasos. 

En organismos unicelulares, la actividad de las UCP’s generalmente 

coexiste con otro sistema disipador de energía como es la ubiquinol oxidasa 

terminal (AOX); sin embargo, poco se sabe acerca de la interacción entre estas 

dos proteínas, su regulación o sus implicaciones fisiológicas. Ambas proteínas 

parecen inhibir la producción de especies reactivas de oxígeno por 

mecanismos diferentes: mientras que la AOX disminuye la disponibilidad de 

equivalentes reductores (ubiquinol) capaces de ceder electrones directamente 

al oxígeno, las UCP la diminuyen al colapsar el gradiente electroquímico 

acelerando así la actividad de la cadena respiratoria. Sin embargo, la 

regulación actúa en direcciones opuestas: La AOX es activada por GDP u otros 

nucleótidos de purina mientras que se inhibe por ácidos grasos 

(Jarmuszkiewicz y cols., 2001). Por lo menos hay un reporte donde se observa 

que la presencia de una cadena respiratoria ramificada más una UCP, resulta 

en una adaptación mayor a ambientes hostiles: Candida. albicans depende de 

ambos sistemas para incrementar su resistencia a medios oxidantes y 

potenciar su invasividad (Cheng y cols., 2007). 

Otro punto importante a destacar del metabolismo energético y su 

regulación, es su aplicación en la producción industrial de metabolitos y en 

bioremediación. Desde los años setentas se ha observado que la tasa de 

producción de metabolitos en organismos unicelulares está inversamente 

relacionada a la eficiencia de crecimiento (Linton y Rye, 1989). La razón de 

esta paradoja reside en el hecho de que la producción de ácidos orgánicos 

tales como ácido cítrico o ácido glutámico requiere cantidades bajas de ATP 

(Linton, 1991). En otras palabras, el rendimiento en la tasa de crecimiento 

disminuye como resultado de la oxidación incompleta de las fuentes de energía 

(metabolismo en sobreflujo). Industrialmente, los desacoplantes químicos como 

el 2,4- dinitrofenol o el ácido benzoico incrementan exitosamente la producción 

de metabolitos (Gallmetzer y Burgstaller, 2002). Los organismos usados para la 

producción industrial de metabolitos son generalmente aerobios obligados y por 

lo tanto la cadena respiratoria es: 1) el mayor sitio de conservación de energía 

y 2) el principal mecanismo de utilización de equivalentes reductores. Como se 

mencionó anteriormente las proteínas desacoplantes son acarreadores 
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mitocondriales que modulan la eficiencia energética al catalizar la disipación 

regulada de la fuerza protónmotriz y probablemente sean utilizadas en 

organismos unicelulares para regular el potencial redox celular.  

De los organismos unicelulares con mayor potencial en la industria de 

los ácidos orgánicos es la levadura Yarrowia lipolytica. Debido a las 

características de su metabolismo actualmente esta levadura se ha empezado 

a utilizar no solo para la producción de ácido cítrico sino también en la 

bioremediación de suelos y aguas (Ficker y cols., 2005; Lanciotti y cols., 2005). 

En la mayoría de estos procesos industriales el metabolismo mitocondrial juega 

un papel imprescindible aunado a que posee sistemas de degradación de 

xenobióticos e hidrocarburos muy eficientes comparados con otros organismos 

unicelulares. Con base en que hay evidencia bioquímica de la presencia de 

proteínas desacoplantes en organismos unicelulares, resulta interesante 

estudiar si en esta levadura existe una proteína de este tipo así como estudiar 

los mecanismos de regulación del metabolismo mitocondrial principalmente la 

fuerza protónmotriz. 

Yarrowia lipolytica es una levadura oleaginosa con gran capacidad para 

almacenar lípidos (Barth y Gaillardin, 1996). El patrón de almacenaje depende 

de la fase de crecimiento: en la fase exponencial o anabólica, los cuerpos 

lipídicos se forman para almacenar ácidos grasos; al contrario, en la fase 

estacionaria o de mantenimiento, estos cuerpos lipídicos son degradados. Por 

lo tanto en esta última fase la concentración de ácidos grasos libres es mayor 

que en la exponencial. Además, las necesidades energéticas son menores que 

en la fase exponencial y las fuentes de carbono exógenas son menores (la 

disponibilidad de glucosa como sustrato es menor). Por estas razones, los 

triacilgliceroles de los cuerpos lipídicos son hidrolizados (Beopoulos y cols., 

2008; Mlickova y cols., 2004). En consecuencia se decidió explorar la 

posibilidad de que exista una proteína desacoplante en Yarrowia lipolytica y 

que ésta aumente en la fase estacionaria como un mecanismo de control del 

potencial transmembranal ya que presentaría un metabolismo similar al del 

tejido adiposo café, es decir, un mayor metabolismo lipídico. Una elevación en 

la actividad de una proteína desacoplante evitaría daño en la integridad de las 

membranas, no sólo por cuestiones mecánicas, sino también por prevención 
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del daño oxidativo. En resumen, pensamos que las UCPs son importantes 

reguladores de la fosforilación oxidativa. 
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Hipótesis. 

 

• Si en las mitocondrias de Yarrowia lipolytica existe una proteína 

desacoplante (UCP), esta proteína catalizará la translocación de 

protones mediada por ácidos grasos en un proceso sensible a 

nucleótidos de purina y al potencial transmembranal.  

 

• Si los niveles de actividad de la UCP se modifican dependiendo de la 

fase de crecimiento de la levadura, la tasa de translocación de protones 

a la matriz cambiará en paralelo. 
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Objetivo general. 

 

• Identificar y caracterizar una posible proteína desacoplante en las 

mitocondrias aisladas de Yarrowia lipolytica. 

 

Objetivos particulares. 

 

• Evaluar la actividad protonofórica de diferentes ácidos grasos en las 

mitocondrias de Y.  lipolytica. 

• Medir la sensibilidad a nucleótidos de purina de la actividad 

protonofórica mitocondrial de diferentes ácidos grasos.  

• Analizar la sensibilidad al potencial de membrana de la actividad de la 

UCP. 

• Cuantificar la sensibilidad a ácidos grasos en las mitocondrias de Y. 

lipolytica, en diferentes fases de crecimiento en paralelo con la actividad 

de UCP. 

• Identificar el gen que codifica para la posible UCP y caracterizar sus 

propiedades de transporte. 
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2. Materiales y métodos. 

2.1 Reactivos y materiales. 

 

Manitol, sorbitol, ácido maleico, glucosa, galactosa, NADH, ácido 

succínico, L-triptofano, sulfato de amonio, adenina, oligomicina, hidróxido de 

amonio, nigericina, octil galato, ácido linoleico, ácido oleico, acido esteárico, 

acido palmítico, GDP, safranina O, FCCP y valinomicina fueron adquiridos en 

Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, USA). Carboxiatractilósido de Calbiochem 

(La Jolla, Ca). Zimoliasa de Seikagaku Co. (Tokyo, Japan). Base de nitrógeno 

(YNB), extracto de levadura, casamino acidos de laboratorios DIFCO (Detroit, 

MI, U.S.A). 

 

2.2 Cepas y condiciones de cultivo. 

 

Las cepas usadas en este trabajo fueron Yarrowia lipolytica E150 (MatB; 

his1-1; ura3-302; leu2-270; xpr2-322) y Saccharomyces cerevisiae W303 

diploide (Mat a/α; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; ura3-1; canl-100; trp-). Las 

cepas de Yarrowia lipolytica fueron donadas por el Dr. Ulrich Brandt, de la 

Universidad de Frankfurt, Alemania. En el caso de Y. lipolytica esta se creció 

en medio YD (Extracto de levadura 1%- glucosa 2%) a 30 °C bajo aeración 

vigorosa hasta llegar a la fase exponencial o estacionaria. (Figura 1). Para S. 

cerevisiae se hizo un precultivo en medio SP (YNB 0.67%, KHPO4 0.1%,  

(NH4)2SO4 0.12%, glucosa 0.1%, lactato 2%, casamino acidos 1.06 g/L al que 

se adicionaron: adenina 40 mg/mL y L-triptofano 20 mg/mL, pH 4.5). Las 

células se centrifugaron y resuspendieron en medio SG (o de inducción) 

(galactosa 2%, YNB 0.67%, casaminoácidos 1.06 g/L adicionados con  adenina 

40mg/mL y L-triptofano 20 mg/mL) hasta una densidad óptica de 0.3; cuando el 

cultivo alcanzó la densidad óptica de 0.6, las células se cosecharon y utilizaron 

para aislar mitocondrias. 
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2.3 Aislamiento de mitocondrias. 

 

Las Mitocondrias de Y. lipolytica y S. cerevisiae se aislaron 

diferencialmente de acuerdo al método descrito por Guérin et al. (Guérin y 

cols., 1979). Brevemente, las células al alcanzar la densidad óptica deseada 

(aproximadamente de 0.6 para la fase logarítmica y de 1.1 para la fase 

estacionaria, figura 5) se recolectaron, lavaron dos veces con agua desionizada 

y resuspendieron en un amortiguador de β-mercaptoetanol 0.5 M, Tris 0.1 M, 

(pH 9.3). La suspensión de células se incubó por 15 minutos a 30 °C con 

agitación constante y posteriormente las células se lavaron tres veces en un 

amortiguador de Tris 10 mM, KCl 0.5 M, (pH 7). Una vez lavadas se incubaron 

en el amortiguador de digestión [Sorbitol 1.35 M, EGTA 1 mM, amortiguador de 

fosfatos (Na2HPO4/ NaH2PO4) 10 mM (pH 6.8)]   al que se le adicionó 

previamente zimoliasa 1 mg/mL por 10 min a 30 °C. Los esferoplastos 

resultantes se lavaron con el amortiguador de esferoplastos  [Sorbitol 0.75 M, 

manitol 0.4 M, Tris-maleico 10 mM, BSA 0.2%, (pH 6.8)]. Una vez lavados se 

rompieron en un homogenizador Potter–Evelheim de 50 mililitros al que se le 

introdujo el vástago 15 veces. Las mitocondrias se obtuvieron por 

centrifugación diferencial. La concentración de proteína se determinó por el 

método de biuret usando albúmina sérica bovina (BSA) como estándar. 

 

 

Fig. 5. Cinética de crecimiento de la levadura Yarrowia lipolytica en medio YD a 30 ºC. 
Las flechas indican el tiempo de recolección de las células usadas en los experimentos. 
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La curva se realizó usando una dilución 1:100 usando agua como blanco. Las lecturas se 
realizaron en un espectrofotómetro usando una longitud de onda de 600 nm. 

 

 

 

2.4 Medición de consumo de oxígeno 

 

Las mitocondrias de S. cerevisiae se incubaron en medio de respiración 

que consiste de manitol 0.6 M, Tris–maleico 10 mM (pH 6.8), K2HPO4 10 mM, 

MgCl2 1 mM, EGTA 0.5 mM, BSA 1 mg/mL, carboxiatractilósido 1 μM (inhibidor 

del translocador de adenín nucleótidos) y oligomicina 10 μg/mL (inhibidor de la 

ATP sintasa). La tasa de consumo de oxígeno se cuantificó usando un 

oxímetro YSI  modelo 5300 equipado con un electrodo tipo Clark en una 

cámara de 1.5 mililitros a temperatura constante de 30 °C. Donde se indica se 

adicionó ácido linoleico 48 μM (relación molar 3:1 con respecto a la albúmina) y 

GDP 1 mM con el objeto de evaluar la activación  (desacoplamiento) o 

inhibición del consumo de oxígeno respectivamente. 

Se utilizó NADH 1 mM como sustrato respiratorio. Al final de cada 

experimento se adicionó FCCP 1 μM para obtener la máxima actividad 

respiratoria (estado desacoplado). 

Las mitocondrias de Y. lipolytica fueron incubadas en el mismo 

amortiguador respiratorio con la diferencia que se adicionó nigericina 100 

ng/mL (con el objeto de eliminar el gradiente químico de protones) y octil galato 

1 μM (inhibidor de la oxidasa alterna). Se utilizó succinato 10 mM (en presencia 

rotenona 1 μM) como sustrato respiratorio. En todos estos experimentos la 

respiración se moduló al añadir distintas concentraciones de cianuro (de 1  

hasta 50 μM). En un conjunto de experimentos las mitocondrias se incubaron 

con 48 μM de ácido linoleico para estudiar el efecto desacoplante de este ácido 

graso y en otro conjunto se incubaron en presencia de GDP 1 mM más ácido 

linoleico 48 μM. El mismo experimento se realizó en ausencia de moduladores 

como control. 

  Con el fin de obtener la eficiencia fosforilante de las mitocondrias 

aisladas en distintas condiciones experimentales se cuantificó la relación 

ADP/O. Las mitocondrias aisladas se resuspendieron en el mismo medio de 
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respiración usando succinato 10 mM (más rotenona 1 μM) como sustrato 

respiratorio. Una vez que se obtuvo un primer estado estacionario (estado 2) se 

adicionó un pulso de ADP 100 μM (estado 3). Una vez terminado el estado 3 se 

cuantificó la concentración de oxígeno consumida durante la fosforilación del 

ADP y se relacionó con la concentración añadida de ADP (ADP/O).  

2.5 Potencial transmembranal  y cinética de fuga de protones. 

 

Los experimentos se realizaron en mitocondrias de Y. lipolytica bajo las 

mismas condiciones que en los experimentos de consumo de oxígeno excepto 

que se adicionó safranina O 10 μM (como indicador del potencial 

transmembranal). La fluorescencia de la safranina se midió en un 

espectrofluorómetro Aminco/Ollis con longitud de onda de excitación a 495 nm 

y de emisión a 586 nm. Adiciones secuenciales de cianuro (de 1 a 50 μM) se 

usaron para conseguir diferentes estados estacionarios de  potencial 

transmembranal. Al final del experimento se adicionó valinomicina 1 μM con el 

objeto de eliminar el  y obtener una línea base. La fluorescencia de la 

safranina a distintos  se calibró usando un medio libre de potasio al cual se 

le adicionó valinomicina 1 μM y distintos pulsos de K+ (en forma de KCl). Este 

método fue descrito por Akerman y Wikström (1976). La cinética de corriente 

de protones se determinó al graficar la tasa de consumo de oxígeno en estado 

4 contra el potencial transmembranal en los diversos estados estacionarios 

obtenidos de la titulación con cianuro. La corriente de protones se calculó 

asumiendo una estequiometría H+/O teórica para el succinato de 6. La 

concentración de ácido graso libre se estimó usando las constantes de afinidad 

ácido graso- albúmina calculadas por  Richieri y cols., (1993). 

 

2.6 Transporte mitocondrial de sulfato y succinato. 

 

El transporte de succinato se determinó indirectamente al medir la tasa 

de hinchamiento matricial en presencia de succinato de amonio. Las 

mitocondrias fueron resuspendidas en un medio iso- osmótico: succinato de 

amonio 0.125 mM, Tris– maleico 10mM, (pH 6.8), y antimicina 1 μM. El 

hinchamiento se indujo al adicionar K2HPO4 5 mM. Se ha visto que el 

acarreador de oxaloacetato es capaz de transportar sulfato con alta afinidad 
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(Palmieri y cols., 1999). Por lo tanto el transporte de sulfato se evaluó al seguir 

el hinchamiento mitocondrial en respuesta al sulfato de amonio. La mezcla de 

reacción fue la misma que para el transporte de succinato excepto que se 

adicionó sulfato de amonio 0.125 M en lugar de succinato de amonio y en estos 

últimos experimentos no fue necesaria la adición de fosfato para inducir el 

hinchamiento de la matriz mitocondrial. En ambos experimentos, la tasa de 

hinchamiento se determinó al medir el cambio en absorbancia a 540 nm en un 

espectrofotómetro Aminco/Olis DW2000. 

 

2.7 Permeabilidad mitocondrial a protones 

 

La permeabilidad a protones se determinó al medir el hinchamiento 

mitocondrial en presencia de un medio iso- osmótico que consiste de acetato 

de potasio 0.2 M, Tris–maleico 10 mM, (pH 6.8), K2HPO4 5 mM, MgCl2 2 mM, 

BSA 1 mg/mL, carboxiatractilósido 1 μM, oligomicina 10 μg/mL y antimicina A 1 

μM. El hinchamiento se inició al adicionar valinomicina 1 μM y la disminución 

en absorbancia se determinó de la misma forma que en el trasporte de sulfato y 

succinato. El mismo experimento se realizó en presencia de GDP 1 mM y  de 

ácido linoleico 48 μM (ácido graso: BSA=3). 

 

 

2.8 Expresión heteróloga en S. cerevisiae. 

 

Los cADN de cada unos de los genes de interés se amplificaron por 

PCR y se clonaron en la cepa diploide de S. cerevisiae W303 usando el vector 

de expresión pYEDP el cual contiene un gen de resistencia a ampicilina y un 

promotor llamado Gal-cyc, el cual permite la inducción del gen en medios 

mínimos de galactosa) de acuerdo a Rial y cols., (1999). Brevemente, los cADN 

se clonaron en el vector pGemTeasy entre los sitios de restricción NotI/PstI 

para XP_500457 y NotI/NcoI para XP_503525, ambos vectores se 

secuenciaron para verificar la correcta secuencia de nucleótidos; el vector se 

cortó con estas enzimas de restricción y los insertos se purificaron. Éstos se 

clonaron en el vector de expresión pYEDP previamente linearizado entre los 

sitios de restricción KpnI/SacII. El vector pYEDP modificado se introdujo en la 
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cepa diploide S. cerevisiae W303 por electroporación y las células 

transformadas fueron seleccionadas por su auxotrofía para uracilo. 

 

 

 

2.9 Análisis filogenético. 

 

Este análisis se realizó con el objeto de buscar uno o varios genes que 

codifiquen para una posible proteína desacoplante en el genoma de Y. 

lipolytica. Un total de 400 secuencias completas y no redundantes de proteínas 

correspondientes al acarreador de fosfatos (PiC), al translocador de adenín 

nucleótidos (ANT), al acarreador de dicarboxilatos (DIC), al acarreador de α- 

cetoglutarato (OGC), al acarreador de oxaloacetato (OAC), a las proteínas 

desacoplantes de animales (UCP) y de plantas (pUCP) se obtuvieron de las 

bases de datos NCBI y ENSEMBL (la lista completa de secuencias se muestra 

en el apéndice A). De acuerdo al análisis evolutivo realizado por Rial y Zardoya 

(2009) las secuencias fueron alineadas usando el programa en el servidor Mafft 

(http://align.bmr.kyushu-u.ac.jp/mafft/online/server/) con la estrategia de análisis 

L-INS-i (Katoh y Toh, 2008). El árbol filogenético de máxima probabilidad se 

dedujo usando el programa PhyML v. 2.4.4 (Guindon y Gascuel, 2003) con JTT 

como modelo de sustitución. El árbol obtenido se encuentra dentro del rango 

de confidencialidad (P<0.05) determinado con los programas  RaxML v. 7.0.4 

(Stamatakis y cols., 2005) y Consel v. 0.1j (Shimodaira y Hasegawa, 2001). El 

análisis global de secuencias se realizó usando RaxMLen el portal Cipres 

(http://www.phylo.org/). 

 

2.10 Estadística 

Los datos experimentales se sometieron a un análisis tipo ANOVA de 

dos colas. Una P <0.05 se consideró como un diferencia estadísticamente 

significativa. 

 

 



 - 28 -

 

 

 

 

 

3. Resultados. 

3.1 Detección y análisis cinético de la actividad tipo UCP en Y. lipolytica. 

 

Este trabajo se inició con el objetivo de buscar un posible canal 

inespecífico similar al YMUC (Yeast mitochondrial unespecific channel) de 

Saccharomyces cerevisiae. Se probaron diferentes inductores del YMUC (como 

son el ADP y el ATP), sin encontrar evidencia de dicho canal; sin embargo, al 

probar el efecto de ácido palmítico sobre estas mitocondrias se encontró que 

no se producía ningún poro similar al YMUC, pero aún así se observó un 

incremento en la respiración mitocondrial (desacoplamiento). El 

desacoplamiento observado era inhibido por purín nucleótidos; del mismo 

modo, en experimentos donde se midió el potencial transmembranal el efecto 

fue similar, es decir, al adicionar ácido graso se colapsó el potencial eléctrico al 

igual que si se hubiera puesto un desacoplante. Sin embargo, al adicionar un 

purín nucleótido se recuperó el potencial (Figura 6). Esto nos llevó a explorar la 

posibilidad de que existiera una proteína desacoplante parecida a las de 

mamífero y plantas. 
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Fig. 6. Efecto del ácido linoleico y del GDP sobre el potencial de membrana de mitocondrias 

aisladas de Y. lipolytica. Mezcla de reacción: manitol 0.6 M, Tris–maleato 10 mM, K2HPO4 10 

mM, MgCl2 1mM, EGTA 0.5mM, BSA 1 mg/mL (16 μM), carboxiatractilósido 1 μM, oligomicina 

10 μg/mL, succinato 10 mM, rotenona 1 μM y safranina 10 μM (pH 6.8). Al final del trazo se 

añadió 1 μM de FCCP para disipar el gradiente electroquímico. Trazo representativo. 

Para empezar a caracterizar este fenómeno y comprobar que el efecto 

de los purín nucleótidos se debía a una posible proteína desacoplante, se 

realizó un análisis cinético en presencia de los cuatro ácidos grasos que se 

encuentran en mayor concentración en membranas y cuerpos lipídicos de Y. 

lipolytica, es decir: ácido esteárico, palmítico, oleico y linoleico (Barth y 

Gaillardin, 1997; Athenstaedt y cols., 2006). Se observó mayor activación de la 

respiración con ácidos grasos insaturados que con saturados. De los dos 

ácidos grasos saturados probados, el ácido palmítico produjo una mayor 

conductancia de protones (desacoplamiento) que el ácido esteárico, lo que se 

explica debido a la menor solubilidad del ácido esteárico y su mayor propensión 

a formar micelas, lo cual disminuye la concentración real del ácido y por lo 

tanto hay menor posibilidad de interacción proteína -ácido graso (Hamilton, 

1998). Para los cuatro ácidos, el resultado fue el esperado, ya que un ácido 

graso insaturado tiene la capacidad de realizar mas fácilmente movimientos 

transmembranales (flip-flop) produciendo así una mayor corriente de protones 

comparado con los ácidos grasos saturados, además de que este fenómeno 

implica la acidificación de la matriz mitocondrial (Kanicky y Shah, 2002); por 

esta razón los ensayos posteriores se hicieron con ácido linoleico. Al calcular el 

número de Hill para cada ácido graso (tabla I) se observó una ligera 

cooperatividad la cual es común en los acarreadores aniónicos mitocondriales 

(Klingenberg y Echtay, 2001).Sin embargo el número de Hill es muy cercano 

para los cuatro ácidos probados, lo que implicaría que el ácido graso se une a 

la proteína independientemente de la naturaleza del ácido graso y que dicho 

proceso es únicamente dependiente de la capacidad de ácido graso a realizar 

movimientos transmembranales.  
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Fig. 7. Efecto de diferentes ácidos grasos sobre la respiracion de mitocondrias aisladas de Y. 

lipolytica. Mezcla de reacción igual a la utilizada en la figura 6. ■, ácido esteárico; ●, ácido 

palmítico; ▾, ácido oleico; ▴, ácido linoleico. La tasa basal de consumo de oxígeno en todos los 

casos fue de 119±2 nmol O2 (min mg protein) −1. Los datos representan la media ± EEM de 5- 6 

experimentos independientes. 

 

 
Tabla I. Parámetros cinéticos para los cuatro ácidos grasos probados obtenidos por regresión 

no lineal de las cinéticas de la figura 5. Los valores de S0.5 se convirtieron a la concentración 

real del ácido graso tomando en cuenta los valores de las constantes de disociación ácido 

graso/albúmina establecidos por Richieri (Richieri y cols., 1993) 

 

 

 

Ácido graso Vmax 

(nmolO2 min-1mgp
-1) 

S05 

(nM) 

Número de 

Hill (n) 

Palmítico 27.10 13.65 1.39 

Esteárico 18.58 19.49 1.2 

Oleico 29.25 8.35 1.4 

Linoleico 42.51 9.58 1.28 
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Posteriormente se evaluó la sensibilidad de dicho desacoplamiento al 

purín nucleótido GDP. Cabe notar que todos los experimentos cinéticos se 

realizaron en presencia de carboxiatractilósido (CAT) y succinato, con el fin de 

eliminar posibles interacciones del translocador de adenín nucleótidos (ANT) y 

del acarreador de dicarboxilatos (DIC) con los ácidos grasos respectivamente. 

Estos transportadores son capaces de actuar de una manera similar a las 

proteínas desacoplantes en ausencia de su sustrato (o inhibidor específico de 

alta afinidad para ANT como es el CAT) y con ácidos grasos presentes. Al 

adicionar tanto el carboxiatractilósido y el succinato el sitio de interacción con el 

sustrato se encuentra ocupado evitando así la interacción con los ácidos 

grasos (Skulachev, 1991). En la figura 8 se describe el efecto de los 

moduladores de las UCP sobre la respiración de las mitocondrias aisladas. En 

ausencia de nucleótido (condición no fisiológica) la tasa de consumo de 

oxígeno se incrementó casi 16 veces con la concentración mayor de ácido 

linoleico; al incrementar la concentración de GDP se empezó a observar una 

disminución progresiva del desacoplamiento. Al obtener la Km aparente por 

regresión no lineal de las curvas de la figura 8 y regraficarlas contra la 

concentración de GDP (figura 9A) para obtener la constante de inhibición nos 

arroja un valor de 1.64 ± 0.038 mM, concentración que se encuentra dentro del 

intervalo fisiológico para este nucleótido.  Para determinar con mayor exactitud 

que tipo de inhibición evoca el GDP, se reevaluaron los datos de la figura 8 en 

forma de un regráfico de Dixon (figura 9B). Analizando la figura 8 se puede 

determinar que el GDP inhibió el desacoplamiento de manera no competitiva ya 

que tanto la afinidad por el ácido graso como la velocidad máxima se vieron 

afectadas por el nucleótido. Sin embargo el GDP per se no es capaz de inhibir 

completamente el desacoplamiento inducido por el ácido graso (Figura 9A) 

pues las curvas obtenidas no son completamente lineales sino hiperbólicas, lo 

cual nos indicó que aún cuando se forma el complejo ternario proteína- GDP- 

ácido graso éste sigue siendo catalíticamente activo incluso con la 

concentración mayor de GDP (2 mM) y la menor de ácido linoleico (1μM) 

probadas. Por lo tanto el GDP actúa como un inhibidor no competitivo parcial.  
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Fig. 8. Inhibición de la respiración estimulada por ácido linoleico por GDP. El medio de 

incubación es el mismo que en las figuras anteriores con la diferencia que las mitocondrias se 

incubaron previamente con la concentración de GDP marcada para cada curva. ■, sin GDP; ●, 

0.5 mM; ▲, 1 mM; ▼, 1.5 mM; ♦, 2 mM. Los datos representan la media ± EEM de 5- 6 

experimentos independientes. 
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Fig. 9. A) Regráfico de las Km aparentes obtenidas por regresión no lineal de las curvas de la 

figura 8. B) Regráfico de Dixon para determinar el tipo de inhibición del GDP sobre la actividad 

desacoplante del ácido linoleico. Se utilizaron las siguientes concentraciones de ácido linoleico: 

■, 1 μM; ●, 2 μM; ▲, 4 μM; ▼, 6 μM; ♦, 8 μM. 
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Los experimentos anteriores se realizaron en condiciones donde existe 

un gradiente electroquímico de protones, por lo tanto se diseñaron 

experimentos donde la actividad de la cadena respiratoria no se viera 

involucrada, es decir donde la fuerza protónmotriz fuese nula, ya que la 

afinidad de los acarreadores mitocondriales por sus sustratos o inhibidores se 

ve afectada en presencia o ausencia de esta fuerza; además de que con esta 

condición podemos excluir cualquier efecto de estos moduladores sobre la 

cadena respiratoria. Estos experimentos se realizaron en un medio iso- 

osmótico de acetato de potasio en el cual el hinchamiento mitocondrial se inició 

al adicionar valinomicina permitiendo así el flujo electroneutro de acetato de 

potasio hacia la matriz mitocondrial y trayendo como consecuencia un 

incremento en la presión osmótica (Jezek y cols, 1996). Esa fuerza osmótica 

mete agua a la matriz mitocondrial. Cabe notar que si en las mitocondrias a 

estudiar no existiera un sistema de transporte similar a una UCP dichas 

mitocondrias serían insensibles al efecto de la valinomicina ya que no existiría 

un  mecanismo de compensación de cargas (Nicholls y Ferguson, 2002). 

En la figura 10 se muestran los resultados de dicho experimento,  

Cuando las mitocondrias se incuban sin ácido graso pero con GDP no hay una 

disminución de la actividad de transporte (al contrario de lo que sucede con la 

UCP1 de ratón donde hay una actividad basal de esta proteína) lo que 

corrobora que la presencia de los ácidos grasos es necesaria para activar este 

mecanismo de transporte. De igual forma se puede apreciar que en presencia 

de los dos moduladores, la entrada de protones fue sólo marginalmente mayor 

al control, lo que aparentemente se tradujo en una completa inhibición de este 

mecanismo de transporte.  
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Fig. 10.  Efecto del ácido linoleico y del GDP en la tasa de hinchamiento de mitocondrias 

aisladas de Y. lipolytica. el medio de incubación consiste de acetato de potasio 0.2 M, K2HPO4 

5 mM, MgCl2 2 mM TRIS- Maleico 10 mM (pH 6.8), carboxiatractilósido1 μM, oligomicina 10 

μg/mL, rotenona 10 μM, antimicina A 10 μM; donde se indica se añadieron: ácido linoleico 48 

μM y GDP 1 mM. Para inducir el hinchamiento se añadió valinomicina 1 μM despues de 15 

segundos de incubación en el medio iso-osmótico. * P<0.05 respecto al control. 

 

 

Aunque estos experimentos podrían explicar el tipo de inhibición por 

GDP y de activación por ácidos grasos, no explican completamente el efecto 

dual observado por el . Esto es, la inhibición completa en ausencia e 

inhibición parcial en presencia del gradiente electroquímico. Al ser proteínas 

que dependen de la fuerza protónmotriz (en particular del  para su 

funcionamiento), se esperaría que este fenómeno de inhibición estuviera 

regulado también por dicha fuerza electroquímica por esta razón se procedió a 

medir la entrada de protones tomando en cuenta los tres moduladores de estas 

proteínas. 
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3.2 Cinética de fuga de protones en mitocondrias aisladas de Y. lipolytica 

en distintas fases de crecimiento. 

 

Las UCP son uniportadores de protones; por lo tanto, su actividad de 

transporte depende del potencial eléctrico, y es electroforética; es decir, 

desacoplante (Klingenberg y Echtay, 2001). Se analizó el efecto del 

desacoplamiento mediante un análisis de la conductancia de la membrana 

interna mitocondrial durante distintas fases de crecimiento. En dicho análisis se 

mide la entrada de protones hacia la matriz que ocurre a diferentes potenciales 

transmembranales (Fig 10). Este análisis tiene varias ventajas: 1) Permite ver 

el efecto simultáneo de los tres moduladores de las proteínas desacoplantes, 

i.e. ácido graso, purín nucleótidos y potencial transmembranal, 2) Se puede 

discriminar entre un desacoplamiento mediado por una proteína (por ejemplo 

por una UCP) o sobre la membrana (como en el caso de los desacoplantes 

químicos como el FCCP o el 2,4- dinitrofenol). En este último caso se esperaría 

observar que la corriente de protones sea directamente proporcional con el 

potencial eléctrico (a mayor diferencia de potencial mayor corriente de protones 

o en otras palabras sigue un comportamiento óhmico). Esto debido a que los 

desacoplantes químicos disminuyen la resistencia eléctrica de las membranas 

lipídicas. 

 Como se puede observar en la figura 11, la cinética sigue un 

comportamiento de tipo no- óhmico (no hay proporcionalidad entre diferencia 

de potencial y corriente de protones). Se pueden distinguir claramente tres 

zonas en dichas gráficas: una de baja conductancia (a voltajes pequeños), una 

de alta conductancia (a voltajes altos) y una zona de transición entre ambas.  

En ambas fases de crecimiento la conductancia se incrementó notablemente 

en presencia de ácido graso, sin embargo el GDP solo tuvo un efecto notorio 

en las mitocondrias de células en fase estacionaria. En estas mitocondrias es 

notorio que dependiendo de la zona de la curva el efecto del GDP fue diferente: 

a) en la zona de baja conductancia la corriente de protones fue similar para el 

control que para las mitocondrias incubadas con GDP y linoleico; b) en la zona 

de alta conductancia el efecto del GDP se perdió conforme el voltaje se 

incrementó. Esto nos indica que cuando las mitocondrias están en estado 

fosforilante o a un potencial bajo (estado 3) el efecto inhibitorio de los purín 
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nucleótidos sobre la proteína es mayor (parecido a los resultados de la figura 

10) y cuando se encuentran en estado de reposo ó estado 4 el efecto del GDP 

es menor (como en las figuras 7 y 8). Lo anterior implica que estas proteínas 

son capaces de censar el ambiente eléctrico de la membrana interna 

mitocondrial, evitando así que haya un elevado gradiente electroquímico, 

disminuyendo así la probabilidad de que se produzcan especies reactivas de 

oxígeno en concentraciones nocivas para la célula. En cambio, cuando el 

estado energético de la célula es bajo, es necesario mantener un  gradiente 

electroquímico óptimo para la fosforilación oxidativa y esto se lograría 

inhibiendo todos los procesos disipadores de dicho gradiente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Fig. 11. Cinética de  fuga de protones de mitocondrias aisladas de Y. lipolytica en la fase media 

logarítmica (a) y estacionaria (b).●, Control; ■, ácido linoleico; ▲, ácido linoleico + GDP.  Los datos 

representan la media ± EEM de 5-6 experimentos independientes. La flecha indica el máximo voltaje 

común a todas las curvas (131 mV). 

 

Una primera aproximación para analizar el efecto de los moduladores de 

las UCP sobre las mitocondrias de Y. lipolytica es observar el voltaje y la 

conductancia a la cual ocurre la transición entre baja y alta conductancia (tabla 

II). En este caso es claro que las mitocondrias en fase estacionaria responden 

mejor al efecto acoplante del GDP donde prácticamente se restituyó la 

resistencia de la membrana interna mitocondrial con respecto al control. En 

cambio, en ambas fases de crecimiento el ácido graso incrementó la 
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conductancia de protones. En este mismo caso las mitocondrias de la fase 

estacionaria presentaron una mayor sensibilidad al ácido graso; sin embargo, 

para obtener una comparación con mayor validez es necesario analizar ambas 

condiciones a un voltaje que sea común y el máximo voltaje posible para todas 

las curvas, en este caso el voltaje que nos permite dicha comparación fue 131 

mV, el cual se encuentra marcado con la flecha en las figuras 11A y 11B (figura 

12). En este voltaje fue más notorio que ambas mitocondrias responden 

positivamente y con la misma magnitud al efecto desacoplante del ácido 

linoleico, sin embargo, al igual que en el primer análisis de conductancia, el 

GDP tuvo un efecto mayor en las mitocondrias en fase estacionaria. Así mismo, 

al desacoplar las mitocondrias con un protonóforo como el FCCP y 

posteriormente adicionar GDP no se observó un efecto acoplante del 

nucleótido (no se muestra) lo que corroboró que el fenómeno observado 

involucra una proteína y no es un mero efecto sobre la membrana. 

 

Tabla II. Valores de conductancia (en nmolH+ min-1 mgp
-1 mV-1) y potencial de transición (en 

mV) para cada condición de cultivo.  

 

 

Una vez analizado el comportamiento eléctrico de la proteína tipo UCP, 

se verificó si había cambios en la eficiencia fosforilante de la mitocondria; para 

eso se realizó un ensayo para medir el ADP/O, como índice de eficiencia de la 

fosforilación oxidativa. El máximo teórico para el succinato es de 1.5. En la 

tabla III se resumen los datos de ADP/O en ambas condiciones experimentales.  

 

 Exponencial Estacionaria 

 CH+ ΔΨ CH+ ΔΨ 

Control 0.43 138 0.45 133 

+ ácido linoleico 0.63 118 0.83 108 

+ ácido linoleico 

+GDP 

0.58 120 0.51 127 
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Fig. 12. Corriente de protones usando el valor máximo de voltaje de las figuras 11a-b. □, 

control; ■, ácido linoleico 48 μM; ■, ácido linoleico 48 μM más GDP 1 mM. Los datos 

representan la media ± EEM de 5-6 experimentos independientes. * P<0.05 respecto al control; 

** P<0.05 respecto al estado desacoplado (con ácido linoleico) sin GDP. 

 

Se puede observar que en los dos casos el ácido graso disminuyó la 

eficiencia al aumentar la concentración de oxígeno necesario para fosforilar 

una concentración constante de ADP; al hacer el mismo ensayo en presencia 

de GDP, se restablecieron los valores basales en las mitocondrias en fase 

estacionaria, lo cual nos vuelve a confirmar que es en esta condición donde 

hay una mayor actividad desacoplante de la proteína tipo UCP ya que hay una 

mayor inhibición ocasionada por GDP. 
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Tabla III. Valores de ADP/O en las condiciones experimentales probadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3 Búsqueda de proteínas ortólogas en Yarrowia lipolytica. 

 

Una vez que el fenotipo similar a una UCP se detectó en las 

mitocondrias de Y. lipolytica, se analizó su genoma con el fin de identificar 

posibles candidatos para un gen que codifique para una proteína tipo UCP. 

Puesto que el genoma de Yarrowia se encuentra completamente secuenciado 

(Dujon y cols., 2004), se hizo un PSI- BLAST usando un perfil de secuencias 

generado con las secuencias conocidas de proteínas relacionadas con las 

UCP. En el análisis se incluyeron a los acarreadores de dicarboxilatos (DIC), de 

fosfato (PiC), de -cetoglutarato (OGC), del acarreador de oxaloacetato (OAC), 

del de adenín nucleótidos (ANT) y de las 5 isoformas de UCP de mamíferos y 

las de plantas (pUCP). Se pudieron identificar dos posibles candidatos 

XM_500457 y XM_503525. El análisis filogenético reveló que XM_500457 

aparece como un ortólogo de un acarreador de dicarboxilatos (DIC) en S. 

cerevisiae mientras que XM_503525 está relacionado con los acarreadores de 

oxaloacetato de otras levaduras (Figura 13). Un punto a resaltar en este 

análisis es la distribución filogenética de la familia de acarreadores de 

oxaloacetato (en la cual se encuentra una de nuestras proteínas) ya que se 

encuentran únicamente en hongos y levaduras estando  ausente en animales; 

además, se puede observar que esta familia de acarreadores es la que 

presenta menos divergencias comparado con otros acarreadores. 

 

 ADP/O 

Control Exponencial 1.28 ±0.05 

+ ácido linoleico 0.85 ±0.02 

+ácido linoleico + GDP 1.01 ±0.04 

Control Estacionaria 1.20 ±0.04 

+ ácido linoleico 0.93 ±0.02 

+ácido linoleico +GDP 1.18 ±0.02 
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Figura 13.  Árbol circular representando las relaciones filogenéticas de los acarreadores 

mitocondriales con homología a las proteínas desacoplantes. La ubicación de las proteínas de 

Yarrowia lipolytica XP_500457 y XP_503525 se indica en rojo. El translocador de adenín 

nucleótido de Yarrowia también se indica (XP_505633). Una versión detallada del árbol con 

todos los números de acceso se encuentra en el apéndice. La topología del árbol se realizó 

usando el programa Dendroscope v.2.3y el diagrama circular usando el programa FigTree 

v1.2.2. 
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3.4 Transporte de metabolitos por las proteínas XP_503525 y XP_500457. 

 

Las proteínas encontradas en la búsqueda in silico se expresaron 

heterólogamente en S. cerevisiae puesto que este organismo carece de 

proteínas tipo UCP (Arechaga y cols., 1993; Roussel y cols., 2002). Una vez 

expresadas se aislaron mitocondrias de cada una de las cepas y se analizaron 

sus propiedades de transporte con el fin de verificar lo siguiente: 1) Que la 

proteína sea expresada y que se dirija a la mitocondria una vez traducida, ya 

que no se contaba con los anticuerpos contra estas proteínas y 2) Confirmar el 

tipo de metabolitos transportado por dichas proteínas de acuerdo a lo arrojado 

por el análisis filogenético. En estos experimentos se incluyó una cepa de S. 

cerevisiae que contiene el vector pYEDP vacío con el fin de obtener los niveles 

basales de transporte.  

Para medir la tasa de transporte se utilizó la técnica de hinchamiento 

mitocondrial en medios isoosmóticos, la cual ha sido usada ampliamente para 

determinar el tipo de metabolito transportado, el mecanismo de transporte 

(uniporte, simporte, antiporte) así como reguladores tanto positivos como 

negativos de estos transportadores. Así, el hinchamiento en  succinato de 

amonio se puede utilizar con el fin de identificar un posible acarreador de 

dicarboxilatos (DIC) mientras que en sulfato de amonio para identificar un 

acarreador de oxaloacetato (Palmieri y cols., 1999; Palmieri y cols., 2000). 

La figura 14A presenta las  tasas de hinchamiento de mitocondrias de 

las cepas control y de las recombinantes en succinato de amonio. En estos 

experimentos es necesario agregar fosfato porque el acarreador de 

dicarboxilatos funciona como un antiporte dicarboxilato/ fosfato. Las 

mitocondrias aisladas de la cepa conteniendo la proteína XP_500457 

presentan un incremento significativo en la incorporación de succinato 

comparado con el control o con la cepa conteniendo la proteína XP_503525. 

Aún así las tres cepas son capaces de transportar succinato lo cual indica que 

hay un sistema nativo de transporte para dicho dicarboxilato al cual se suma el 

sistema de transporte de Y. lipolytica expresado heterólogamente. 

 Del mismo modo, la figura 14B presenta la tasa de hinchamiento pero 

ahora en presencia de sulfato de amonio, en este caso no es necesario agregar 

fosfato como inductor del hinchamiento ya que este mecanismo es por simporte 
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sulfato/ protón (Palmieri y cols., 1999). La cepa que contiene a la proteína 

XP_503525 presenta una tasa de transporte mayor de sulfato comparado con 

la cepa XP_500457, mientras que la XP_500457 presenta solo un incremento 

marginal de actividad de este translocador. 

Un punto a resaltar es que incluso la cepa XP_503525 presenta un ligero 

incremento en la incorporación de succinato y  viceversa (la cepa XP_500457 

incorpora sulfato) esto es debido a que todos estos transportadores provienen 

de la misma familia filogenética (figura 13) lo que implica que aunque estén 

especializados en translocar algún metabolito aún tienen la capacidad de 

transportar otros metabolitos relacionados aunque con una afinidad muy baja. 

Probablemente en un principio la selectividad era baja y solamente por presión 

evolutiva dicha familia empezó a especializarse en ciertos metabolitos 

dependiendo del ambiente metabólico en que se encontraba la célula; esto 

explica el porqué algunas mitocondrias posean un tipo de acarreadores 

mientras que en otras estén ausenten, e.g. UCP1 en tejido adiposo café. 

 Con los datos en las figuras 14 se concluye que XM_503525 codifica 

para un acarreador de oxaloacetato mientras que XM_500457 codifica para un 

acarreador de dicarboxilatos. Adicionalmente, se demuestra que el sistema de 

expresión recombinante permite la correcta expresión, dirección y plegamiento 

de estos acarreadores de Y. lipolytica en mitocondrias de S. cerevisiae. 

 

3.5 Actividad protonofórica de las proteínas XP_500457 y XP_503525. 

 

Aunque los datos filogenéticos y los de transporte demuestran que la 

proteína XP_500457 transporta dicarboxilatos y la XP_503525 transporta 

oxaloacetato, resultaba necesario determinar si la expresión heteróloga de 

estas proteínas se traduce en un fenotipo similar a una UCP. Se incluyeron dos 

controles: a) un control positivo para reafirmar si hay un fenotipo parecido en 

nuestras cepas mutantes; estas mitocondrias contienen expresada la proteína 

UCP1 de ratón y 2) un control negativo en el cual se insertó el vector pYEDP 

vacío en la misma levadura. 
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Fig. 14. A) Transporte de succinato en mitocondrias de S. cerevisiae. Las mitocondrias fueron 

resuspendidas en medio iso- osmótico: succinato de amonio 0.125 M, antimicina 1 μM, Tris-

maleico 10 mM (pH 6.8) y la tasa de hinchamiento se midió a 540 nm. El hinchamiento se 

indujo al adicionar K2HPO4 5 mM. B) Actividad del acarreador de oxaloacetato. Esta actividad 

se evaluó como el hinchamiento en medio de sulfato de amonio. Las mitocondrias fueron 

resuspendidas en el siguiente medio iso- osmótico: sulfato de amonio 0.125 M, antimicina 1 

μM, Tris-maleico 10 mM, (pH 6.8) y la tasa de hinchamiento se midió a 540 nm. Los datos 

representan 3 experimentos independientes cada uno realizado por duplicado ± EEM. * P < 

0.05 comparado con el control (pYEDP). 

 

Se realizaron dos tipos de experimentos diferentes: a) Midiendo el efecto 

de los moduladores de las UCP sobre el consumo de oxígeno. Aunque es una 

medición indirecta del trasporte de protones refleja el efecto desacoplante de 

los ácidos grasos sobre la fosforilación oxidativa y b) Por medio del transporte 

de protones mediado por un ácido débil (acetato) más valinomicina, en estos 

experimentos el resultado obtenido es una medición directa (aunque cualitativa) 

del transporte de protones (ver experimentos de la figura 10). 

 La tasa de consumo de oxígeno por mitocondrias aisladas de cada una 

de las cepas de S. cerevisiae se midió antes y después de la adición de ácido 

linoleico o ácido linoleico +  GDP. La tasa de consumo de oxígeno en estado 4 

fue significativamente mas alto en la cepa expresando la proteína UCP1 

reflejando la conductancia basal de protones independiente de ácidos grasos 

como ya se ha reportado previamente (Rial y cols., 2004). En contraste, la 

expresión de las proteínas de Y. lipolytica no tiene ningún efecto detectable en 

la conductancia basal. En la presencia de ácido linoleico, hubo un incremento 
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en la tasa de consumo de oxígeno solamente en las mitocondrias de las células 

expresando tanto UCP1 como XP_503525. El incremento en el consumo de 

oxígeno producido por ácido linoleico no se observó en las mitocondrias de las 

células conteniendo el vector vacío pYEDP ni en la XP_500457, confirmando la 

ausencia de proteínas nativas tipo UCP en S. cerevisiae y que sus 

acarreadores no fueron sensibles a bajas concentraciones de ácidos grasos. 

Cuando el GDP se añadió posterior a la adición del ácido linoleico, el 

incremento en la respiración ocasionada por el ácido graso fue completamente 

revertido en mitocondrias de las células expresando tanto a la proteína UCP1 

como a la XP_503525 (figura 15). Resultados similares se obtuvieron cuando el 

efecto del ácido graso y del GDP se probaron en condiciones de hinchamiento 

pasivo con acetato de potasio más valinomicina. La permeabilidad a los 

protones fue sensible a ácidos grasos y a GDP únicamente en las cepas UCP1 

y XP_503525 (figura 16). De este modo los resultados claramente indican que 

la proteína XP_503525 se comporta como una proteína desacoplante; de 

manera adicional, la falta de respuesta a los moduladores clásicos de las UCP 

por parte de la cepa XP_500457 la descarta como una proteína tipo UCP y 

además descarta que los efectos observados en mitocondrias de S. cerevisiae 

sean debido a la sobreexpresión de un acarreador mitocondrial ajeno o a su 

mala inserción en la membrana. 

Varios acarreadores mitocondriales (e.g. ANT, DIC, acarreador de 

aspartato/ glutamato) pueden catalizar un incremento en la conductancia de 

protones en la presencia de ácidos grasos; sin embargo, esta actividad es 

insensible a purín nucleótidos (ANT puede ser la única excepción). Como 

antecedente, en 2006 el grupo de Anibal Vercesi reportó que el producto del 

gen SCCCLR1076E12.g de la caña de azúcar era una UCP (ScPUMP5) 

(Borecky y cols, 2006), sin embargo, en este trabajo se probó el efecto del 

ácido linoleico como criterio de identificación de dicha UCP y nunca se analizó 

el efecto del GDP. Posteriormente, el grupo de Palmieri demostró que 

ScPUMP5 no era una UCP sino un acarreador de dicarboxilatos (Palmieri y 

cols., 2008) 
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Fig. 15.  Actividad respiratoria en mitocondrias aisladas de S. cerevisiae expresando diferentes 

acarreadores mitocondriales. El medio de incubación es similar al de la figura 6 con la 

diferencia que se usó NADH 3 mM como sustrato respiratorio. Las barras representan en 

porcentaje de la actividad respiratoria en presencia de FCCP la cual fue de 421 ± 282 nmol min-

1 mgp
-1. Las barras representan las siguientes adiciones: □, Estado 4; ■, ácido linoleico 48 μM; 

■, ácido linoleico 48 μM más GDP 1 mM. Los datos representan la media ± EEM de 5 

experimentos independientes cada uno realizado por triplicado* P<0.05 comparado con el 

control. 

 

En esta tesis se muestra que XP_500457 es un DiC pero es incapaz de 

inducir un desacoplamiento mediado por ácidos grasos. En contraste, 

XP_503525 muestra solamente una actividad de acarreador de dicarboxilatos 

de manera marginal mientras que sus propiedades de transporte de 

oxaloacetato se mantienen íntegras. Además, el transporte de protones por 

medio de esta proteína es activado por ácidos grasos y este transporte es a su 

vez inhibido por GDP como una a bona fide UCP lo haría. 



 - 46 -

XP_500457 XP_503525 pYEPD UCP1
0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

*

*

*

*T
as

a
 d

e
 h

in
c

h
a

m
ie

n
to

 
(a

rb
it

ra
ry

 u
n

it
s)

 

Fig. 16. Permeabilidad de protones de mitocondrias de S. cerevisiae expresando diferentes 

acarreadores mitocondriales. Medio de incubación: acetato de potasio 0.2 M, K2HPO4 5 mM, 

MgCl2 2 mM, BSA 1 mg/mL, carboxiatractilósido 1 μM, oligomicina 10 μg/mL, antimicina 1 μM y 

Tris- maleico 1 mM, (pH 6.8). El hinchamiento se inició al adicionar valinomicina 1 μM. Las 

barras representan las siguientes adiciones: □, hinchamiento basal; ■, GDP 1 mM; ■, ácido 

linoleico 48 μM; ■, ácido linoleico 48 μM mas GDP 1 mM. Los datos representan la media ± 

EEM de 5 experimentos independientes cada uno realizado por duplicado.* P<0.05 comparado 

con el hinchamiento basal. 

 

Lo último que se planteó en esta parte del trabajo fue si ambas 

propiedades de transporte coexistían en mitocondrias de Yarrowia lipolytica es 

decir, una vez que se demostró la actividad desacoplante sensible al ácido 

linoleico y al GDP en estas mitocondrias faltaba por comprobar que dicho 

fenotipo fuera ocasionado por el acarreador de oxaloacetato en las condiciones 

nativas de este acarreador, ya que se pudo comprobar que esta proteína 

presenta tanto actividad de transporte de sulfato como de actividad 

desacoplante (Figuras 14 -16). Por lo tanto se realizó el mismo tipo de 

experimentos de hinchamiento mitocondrial en las dos fases de crecimiento 

probadas anteriormente pero ahora incubando las mitocondrias con los dos 

moduladores de las UCP y midiendo la entrada de sulfato. Como se puede 
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observar en la figura 17 la incubación con ácido linoleico no afecta en ninguna 

condición el transporte de sulfato; no así cuando se incuban con GDP donde 

solamente en el caso de los cultivos en fase estacionaria se ve un ligero efecto 

inhibitorio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Fig. 17. Transporte de sulfato en presencia de moduladores de las UCP en mitocondrias 
aisladas de Y. lipolytica. El medio de incubación y las condiciones de medición del 
hinchamiento mitocondrial son los mismos que en la figura 14. Los datos representan 3 
experimentos independientes cada uno realizado por duplicado ± EEM. * P < 0.05 
comparado con el experimento sin adiciones de moduladores. 

 

Estos datos sugieren que el GDP interactúa con algunos residuos de 

aminoácidos del poro de la proteína que son necesarios para el transporte de 

sulfato y que además es la región donde el ácido graso interactúa con la 

proteína (Fig. 8-12). Sin embargo, de acuerdo a los experimentos de la figura 

17, la afinidad del acarreador por su sustrato (sulfato) es mucho mayor que por 

el propio GDP y por el ácido graso. 

 Si tomamos en cuenta los modelos de poro con compuertas establecido 

por Klingenberg (Klingenberg, 2007) y el modelo de simetría de los 

acarreadores mitocondriales de Kunji 1 (Robinson y cols., 2008) podemos 

concluir que el OAC presenta una mayor afinidad por el sulfato el cual 

interactúa con mayor eficiencia con el poro de translocación de la proteína. Sin 

embargo, si un nucleótido, como el GDP, se encuentra presente, podría 
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interactuar con alguno de los sitios de contacto del sulfato produciendo 

impedimentos de tipo estérico que impiden a dicho metabolito unirse 

completamente al poro, disminuyendo así la eficiencia en el transporte de 

sulfato. Si el GDP interactuara con todos los sitios de contacto, la inhibición 

sería de tipo competitiva. Lo que indicaría que el GDP presenta los mismos 

grupos funcionales y en la misma orientación espacial que el sulfato lo cual no 

es el caso. Con el ácido graso el problema es de otro tipo, ya que el carboxilato 

del ácido graso puede interactuar e incluso ser transportado por la proteína 

(figura 10 y 16). Aunque en este caso hablaríamos de afinidad en lugar de 

competencia por el sitio catalítico, ya que podríamos decir que ambos 

metabolitos (ácido graso y sulfato) son los sustratos del acarreador de 

oxaloacetato. Aunque se esperaría que la afinidad por el sulfato sea mucho 

mayor que por el ácido graso. Es por esta razón que no se ve afectada la 

entrada de sulfato en presencia de ácido graso (Una explicación mas detallada 

se encuentra en el apéndice 4).  

.  
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4. Discusión 

 

4.1 Mecanismo de acción de la UCP de Yarrowia lipolytica. 

 

A partir del análisis cinético llevado acabo en este trabajo se concluye 

que la especie transportada por la proteína desacoplante (UCP) es la forma 

aniónica del ácido graso y no los protones, ya que si sucediera lo contrario el 

comportamiento del ácido graso en la membrana sería irrelevante y el grado de 

activación sería el mismo independientemente del ácidos graso estudiado. Esto 

se fundamenta en las propiedades fisicoquímicas de los ácidos grasos en la 

membrana: un ácido graso ionizado no es capaz de realizar movimientos 

transmembranales debido a que la membrana provee una barrera que evita la 

translocación de dicho ácido. Sin embargo, para el ácido graso protonado la 

membrana no es impedimento para su difusión pasiva. Como resultado de la 

diferente distribución de la especie protonada e ionizada, el ácido graso se 

equilibra de manera diferente dependiendo del pH a cada lado de la membrana 

(Hamilton y Kamp, 1999). 

En el caso de los experimentos de las figuras 7 y 8 donde el espacio 

intermembranal es más acido, el ácido graso se protona, se equilibra con la 

membrana por medio de flip- flop y se ioniza en la matriz mitocondrial. Si no 

existiera un mecanismo de transporte del ácido graso ionizado las especies no 

lograrían equilibrarse en la membrana y el colapso del gradiente electroquímico 

sería transitorio, lo cual no se observa en nuestros experimentos donde el 

efecto protonofórico es sostenido. En los experimentos de hinchamiento se 

observa un gradiente de pH invertido (la matriz mitocondrial ahora es más 

ácida que el espacio intermembranal). Por lo tanto, para observar el efecto de 

hinchamiento mostrado en la figura 10 es necesario que algún sistema equilibre 

el ácido graso ionizado, ya que esta especie es incapaz de realizar flip- flop. 

Una vez dentro de la matriz el fenómeno es idéntico a la condición anterior, es 

decir, se protona en el ambiente ácido de la matriz y una vez protonado se 

equilibra de acuerdo al ΔpH (Hamilton, 1998). Es por esto que concluimos que 

la única especie que es transportada por la UCP es el ácido graso ionizado y 

no la forma protonada de dicho ácido. Este punto es corroborado por la 
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naturaleza de esta familia de transportadores mitocondriales los cuales 

únicamente transportan aniones (a excepción del acarreador de carnitina la 

cual cotransporta la forma zwitteriónica de la carnitina con la forma catiónica de 

la acil-carnitina). 

 

4.2 Regulación de la actividad de la UCP de Yarrowia lipolytica. 

 

En la figura 8 se puede observar que la proteína tipo UCP de Yarrowia 

lipolytica necesita de los ácidos grasos como activadores esenciales ya que el 

GDP no disminuye la conductancia basal de protones (en ausencia de ácido 

graso). Es decir, si previo a la adición de ácido graso adicionamos GDP el 

consumo de oxígeno no se ve afectado (Fig 8). Además el nucleótido se une a 

una zona de la proteína que comparte regiones del sitio de unión, ya sea del 

carboxilato o de la cola hidrofóbica del ácido graso; por lo tanto al unirse el 

nucleótido produciría un impedimento estérico para la unión del ácido graso. Lo 

más probable es que el nucleótido interfiera en alguna región donde se 

estabiliza la cadena hidrofóbica del ácido graso ya que aún en presencia de 

GDP se presenta un incremento pequeño en el consumo de oxígeno lo que 

implica que el carboxilato aún es capaz de interactuar con su sitio de unión 

aunque con menor afinidad. 

 

4.3 Diferencia en la actividad de la UCP con la fase de crecimiento. 

 

Dentro del análisis de la fuga de protones se puede establecer que en la fase 

estacionaria, la actividad desacoplante del ácido graso disminuye el potencial 

de transición. Es decir, incrementa la sensibilidad de la proteína al potencial 

transmembranal, lo cual la haría funcionar con un umbral menor que en un 

estado no activado. En contraste, en presencia del nucleótido y del ácido graso, 

este umbral no se modifica significativamente en el cultivo en fase exponencial, 

lo cual nos indica lo siguiente: 

1. El aumento de la conductancia por los ácidos grasos en un cultivo en fase 

exponencial es ocasionado principalmente por las interacciones no 

específicas del ácido graso con la membrana interna mitocondrial. En esta 

fase la UCP tiene una participación menor en este efecto desacoplante. 
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Contrario a lo que sucede en fase estacionaria donde hay una mayor 

sensibilidad al purín nucleótido ya que el potencial de transición (que 

disminuyó en presencia del ácido graso) vuelve a aumentar con la adición 

del GDP hasta llegar a ser similar al control.  

2. El potencial transmembranal juega un papel importante en la actividad de la 

UCP ya que si este gradiente es pequeño el ácido graso es  incapaz de 

disminuir el potencial de transición, al contrario de lo que sucede con el 

GDP con el cual este valor llega a incrementarse. Se puede suponer que la 

fuerza protónmotriz juega un papel dual en la activación de la UCP: 1) al 

elevarse, se activa el mecanismo de transporte de la proteína permitiendo al 

ácido graso ionizado una mayor recirculación sobre la membrana interna 

mitocondrial y 2) esta mayor recirculación de ácidos grasos lograría que el 

sitio de unión al nucleótido perdiera afinidad lo cual explica el mecanismo no 

competitivo parcial del GDP sobre la actividad de la UCP y podría indicar 

que el sitio de interacción proteína / ácido graso/  purín nucleótido es similar 

o adyacente uno de otro. 

  Posible mecanismo catalítico de la UCP de Y. lipolytica. A partir de los 

resultados cinéticos obtenidos en la sección 3.1 y 3.2 se propone el siguiente 

esquema: 

 

 

   

UCPb   +    H+
fuera  ↔  UCP-H+  →  UCPb    +    H+

dentro 

 

  +                                    + 
 
GDP                              GDP 
 
   ↕                                     ↕ 
 
UCP-GDP + H+

fuera ↔ UCP-H+ - GDP   ↔ UCP-GDP + H+
dentro 

 
                                       ↓ Δψ↑ 
 

UCP-GDP + H+
dentro 

 
Esquema 1. Modelo de inhibición y activación de la UCP en Yarrowia lipolytica. 
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En donde, la condición que en el análisis cinético nos indicaba la 

formación del complejo UCP-GDP productivo podría corresponder a valores 

altos del potencial transmembranal, es decir donde hay corriente de protones 

aún en presencia del nucleótido. Como se puede observar en las gráficas de 

cinética de fuga de protones, la conductancia con el nucleótido es mayor en las 

condiciones de alto voltaje, al contrario de los bajos potenciales, donde sí se 

puede observar una inhibición clara de la actividad de la proteína. Esta 

transición de baja conductancia a altas conductancias puede explicar la 

presencia de un complejo ternario productivo UCP-GDP-acido graso; sin 

embargo, aún a estos valores altos de potencial, la conductancia sigue siendo 

menor que en la completa activación de la proteína en ausencia de GDP, lo 

que nos indicaría que únicamente el número de recambio se ve afectado 

cuando está presente el nucleótido. 

Junto con los experimentos de alto potencial (cinética de fuga de 

protones) más los de bajo potencial se puede concluir que el GDP es unido con 

mayor afinidad cuando las mitocondrias se encuentran con un gradiente 

electroquímico bajo y que es el potencial de membrana el responsable de que 

la afinidad GDP- proteína disminuya lo cual en principio indicaría que algún 

residuo de aminoácido del sitio de unión al nucleótido sea el que deja de 

interactuar con el GDP a altos potenciales, por lo tanto este residuo sería el 

sensor de la fuerza protónmotriz y que también podría ser parte del sitio de 

unión del ácido graso. 

Proteínas que podrían ser la UCP de Yarrowia lipolytica. Hasta la fecha no 

se ha podido encontrar la proteína responsable de los fenotipos tipo UCP 

encontrados en organismos eucariontes unicelulares ya que solamente se ha 

caracterizado funcionalmente dicha actividad además de que en estos 

organismos no es posible realizar una búsqueda exhaustiva de alguna proteína 

implicada en dicho fenómeno debido a que sus genomas no se han 

secuenciado completamente. Nosotros observamos esta misma actividad tipo 

UCP pero con la ventaja de que el genoma de Yarrowia lipolytica se encuentra 

completamente secuenciado por lo tanto nos fue posible encontrar una proteína 

con similitud a las UCP y que esta proteína presenta no sólo una actividad 

desacoplante mediada por ácidos grasos e inhibida por purín nucleótidos sino 
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que además conserva la capacidad de transportar el metabolito para el cual 

presenta especificidad (sulfato).  

El principal papel de la mayoría de los miembros de la familia de las 

UCP es incierto; en el caso de los organismos unicelulares, donde una 

actividad tipo UCP se ha demostrado, un papel termoregulatorio por parte de 

estas proteínas es poco probable puesto que no es posible establecer un 

gradiente térmico sostenido entre la célula y el medio ambiente. Actualmente, 

hay muchos datos, no solo en organismos eucariontes unicelulares sino 

también en plantas y mamíferos, en los cuales se establecen a estas proteínas 

como participantes en la defensa contra el estrés oxidativo. Así, en A. 

castellanii, la activación de su UCP disminuye la producción de especies 

reactivas de oxígeno, mientras que su inhibición por GDP la incrementa. La 

actividad de las UCP resulta en un incremento en la conductancia de protones 

que ocasiona un incremento en la tasa respiratoria y concomitantemente a la 

disminución de la producción de las EROS. Este desacoplamiento mediado por 

UCP’s sería particularmente importante bajo condiciones no fosforilantes, sin 

embargo un efecto importante se ha llegado a observar durante el estado 

fosforilante (estado 3) en plantas, A. castellanii, D. discoideum y en este 

trabajo, en el cual se observa una disminución en la eficiencia fosforilante 

(relación ADP/O) como consecuencia de la entrada de protones a la matriz 

mediada por una UCP. 

 

4.4 Consideraciones evolutivas. 

 

La cercanía del acarreador de OAC con el acarreador de 6 cruces 

transmembranales original, su función dual como acarreador de OAC y de 

protones y su desaparición en organismos superiores, sugieren que las UCP 

pluricelulares podrían haberse derivado del OAC primitivo. Esta extrapolación 

de nuestros datos no es totalmente descabellada pues observamos una alta 

funcionalidad del OAC como UCP en Y. lipolytica. Por otro lado, en S 

cerevisiae hay un acarreador de OAC que no funciona como UCP. Estas 

diferencias deben explorarse para tratar de rastrear el origen y la evolución de 

los acarreadores mitocondriales. La paulatina especialización de todos éstos 

sería un interesante tema de estudio. 
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  Las proteínas con mas similitud a XP_503525 son un grupo de 

acarreadores que solo presentan entre 55 y 60% de identidad con el 

acarreador de Y. lipolytica cuyo homólogo en S. cerevisiae (NP_012802) es el 

acarreador de oxaloacetato y sulfato. La divergencia evolutiva observada no 

implica una función diferente de dicho transportador pero puede ser suficiente 

para explicar un cambio en las propiedades de transporte. Poniéndolo en 

perspectiva, la UCP1 de humano tiene un 60% de identidad con su ortólogo en 

Cyprinus carpio (carpa común). Esta comparación tiene relevancia puesto que 

los análisis filogenéticos de la familia de las UCP’s revelan que la UCP1 de 

mamíferos homeotermos ha estado sujeta a fuertes divergencias estructurales 

que finalmente estuvieron acompañadas del desarrollo de un órgano 

termogénico como es el tejido adiposo café. De esta forma la UCP1 de la carpa 

no posee una función termogénica puesto que su expresión en el hígado 

disminuye cuando el pez ha estado expuesto al frío y por lo tanto, su 

caracterización funcional ha demostrado que la proteína de la carpa no 

presenta la conductancia típica sensible a nucleótidos encontrada en la UCP1 

(Jastroch y cols., 2007; Jiménez- Jiménez y cols., 2006). 

Se tiene que tomar en cuenta que no existen ortólogos a las UCP en S. 

cerevisiae y por lo tanto no hay evidencia de que exista una actividad sensible 

a ácidos grasos y que a su vez sea inhibida por purín nucleótidos similar a la 

UCP1, por lo tanto podemos asegurar que el acarreador de oxaloacetato de S. 

cerevisiae solo tiene una propiedad de transporte (transporte de sulfato/ 

oxaloacetato) además de que nuestros datos sugieren que la proteína 

XP_503525 de Y. lipolytica mantiene dos sistemas de transporte lo que sugiere 

que esta especie de levadura pudo haber retenido, evolutivamente hablando, 

estas características y en cambio el de S. cerevisiae perderla durante la 

evolución. Esto tendría otras implicaciones evolutivas ya que algunos 

organismos selectivamente retuvieron el sistema de transporte que 

posteriormente daría origen a las UCP mientras que otros (en particular hongos 

y levaduras) mantuvieron el sistema de transporte de oxaloacetato (sulfato). En 

el caso particular de Y. lipolytica el problema es que un sistema de transporte 

que principalmente es de oxaloacetato retenga el transporte tipo UCP. Lo que a 

priori haría pensar que el ancestro evolutivo de la mayoría de los acarreadores 
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de oxoácidos (OAC, DIC, OGC y UCP) tuviera un comportamiento similar al 

acarreador de oxaloacetato de Y. lipolytica. 

 

4.5 El elevado metabolismo de ácidos grasos de Yarrowia lipolytica 

facilita el control de una posible UCP. 

 

Y. lipolytica es una levadura oleaginosa con un metabolismo de ácidos 

grasos muy dinámico; esta levadura almacena grandes cantidades de 

triacilgliceroles en cuerpos lipídicos. Mientras que en la fase exponencial los 

lípidos son usados para construir membranas, en la fase estacionaria, los 

ácidos grasos son liberados de dichos cuerpos y usados como fuente de 

carbono. Cuando los cuerpos lipídicos son degradados durante la fase 

estacionaria, los principales ácidos grasos liberados son linoleico, oleico, 

palmítico y esteárico. En mitocondrias aisladas, encontramos que estos ácidos 

grasos fueron capaces de modular la actividad respiratoria probablemente a 

través de una interacción con el OAC. Puesto que las concentraciones 

citosólicas de los ácidos grasos varían ampliamente, es posible que puedan 

actuar como mensajeros internos. Estos ácidos grasos son degradados 

exclusivamente en peroxisomas (al contrario de mamíferos que sucede en las 

mitocondria), por lo tanto la activación de la actividad desacoplante en Y. 

lipolytica no aceleraría la oxidación de ácidos grasos como ocurre en tejido 

adiposo café y en su lugar estarían involucrados en la disminución de EROS 

y/o en la reoxidación de NAD(P)H bajo condiciones de baja demanda de ATP 

como sucede en la fase estacionaria, por lo tanto se esperaría que hubiera una 

comunicación directa entre estos tres organelos: cuerpos lipídicos- mitocondria- 

peroxisoma. 
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5. Conclusiones. 

 

Se caracterizó la cinética de una proteína tipo UCP: 

 

a) Se determinó que el GDP ejerce una inhibición no competitiva parcial. 

b) El sustrato de esta proteína (y tal vez de todas las UCP) es el ácido 

graso ionizado y no el protón. 

c) El potencial transmembranal ejerce un efecto sinérgico con el ácido 

graso al vencer la inhibición del GDP. 

d) El efecto de los tres moduladores es mas notorio en mitocondrias de 

cultivos en fase estacionaria que en los de fase exponencial. 

 

Se lograron encontrar dos proteínas homólogas a las UCP: 

 

a) La proteína XP_500457 se caracterizó como un transportador de 

dicarboxilatos (DIC). 

b) La proteína XP_503525 como un acarreador de sulfato/ oxaloacetato 

(OAC). 

c) El OAC de Yarrowia lipolytica presenta un comportamiento dual, al 

actuar como UCP y conservar el transporte de sulfato. 

d) Es posible que XP_503525 sea un acarreador atrapado entre dos 

funciones. 

e) Ambos sistemas de transporte no actúan simultáneamente. 

f) El efecto inhibitorio del GDP se observa en los dos mecanismos de 

transporte aunque el efecto es mayor en el mecanismo tipo UCP. 
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6. Perspectivas 

 

 Puesto que la caracterización de proteínas desacoplantes en 

organismos unicelulares no se ha explorado lo suficiente, resultaría interesante 

ver en que condiciones y bajo que estímulo celular este tipo de proteínas son 

expresadas y que función metabólica realizan, puesto que hablar de 

termogénesis en organismos unicelulares no tiene sentido debido a que no es 

posible mantener un gradiente térmico. 

 Otro punto a considerar es el origen evolutivo de estas proteínas. En 

este trabajo se empezó a trabajar en este sentido pero aún queda mucho por 

investigar, por ejemplo, realizar un análisis estructural entre los acarreadores 

de oxaloacetato de distintos hongos e investigar porque en un tipo de hongos 

estos acarreadores presentan una función dual (como UCP y como OAC) y que 

modificaciones en la estructura permitieron especializar el mecanismo de 

transporte (como sucede en S. cerevisiae). Como trabajo preeliminar se ha 

empezado a analizar el papel de algunos aminoácidos de esta proteína, tanto 

en Y. lipolytica como en S. cerevisiae. Se está analizando el papel que tienen 

dos aminoácidos no conservados de la compuerta matricial por medio de 

biología molecular así mismo dentro del análisis realizado se está explorando la 

posibilidad de que orientación de una histidina localizada en el sitio de unión al 

sustrato pueda influir en el comportamiento cinético de esta proteína. En este 

sentido se está analizando la posibilidad de que en S. cerevisiae esta histidina 

presente mayor sensibilidad a DEPC que su contraparte en Y. lipolytica puesto 

que la orientación es completamente diferente en ambas levaduras (ver 

apéndice 4). 
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While genes coding for UCPs have been identified in plants and animals, evidences for the presence of UCPs 
in fungí and protozoa are only functional. Here, it ís reported that in the yeast Yarrowia.lípoJytica there Isa 
fatty acíd-promoted and GDP-sensítive uncouplíng activityindiéating the presence of a uep. The unro.uplíhg 
activity is higher in the stationary phase than in thernid-log growth phase. The in sílico search on theY. 
lipolyticagenome lea to the selectíon of two genes wíth the highest homology to the UCP family, XiliL503525 
and XM_500457. By phylogenetic analysis, XP _503525 was predicted to \le an oxaloacetate carrier while 
XP_500457 would be a dicarboxylate canier. Each of these two genes was tloned and heterolog01Jsly 
expressed in Saccharomyces cerevisiae and the resulting phenotype was analyzed. The· transport actívity pf 
me two gene products confirmed the phylogenetic predictíons. In addition, only mitochondria isolated rrom 
yeasts expressing XP _503525 showed bioenergetíc propenies characteristit 01' a uep; the proton 
conductance was increased by !inolele aeid and inhíbited by GDP. It is concluded thal the Xil.L503525 
gene from y, lipo1ytica eneodes for an oxalo.acetate carríer although, remarkably, it also displays an 
uncoupling activity stímulated by fatty acids and inhibited by nudeotides, 

1. Introduction 

Uncoupling proteins (UCPs) beJong to the mítochondrial carríer 
supeliamily [1 j. In marnmals, there are five ucr homologs [2]. 
However, the physiologícal function is well defined only for UCP1, a 
protein expressed specifically in brown adípose tissue where it 
participates in adaptive therrnogenesis [3]. Fatty acids act as 
physiological UCrl activators through a mechanism still unknown; 
in tUrn, cytosolíc purine nucleotides inhibit the proteín [3J. The.; 
physiological' role and the molecular mechanísm of transport and 
regulatían of the other four homolagsare still uncertain [4,5]. 
AvaílabIe data suggesr that these homologs couId be part of the 
antioxidant defense systern of the cells; modulating the mitochondríal 
transmembrane . potential (Ll'l") , increasíng the rate of oxygen 
consúmption and thusdecreasing the production ofreactive oxygen 
specíes . (ROS) [4,6,7]. The acute regulation of the mitochandrial 
activíty ofUCP2 and UCP3 i5 not well established and several reports 
indicatethat fatty acids, retinoids, superoxide and lipoperoxides couId 

* Corresporrding allthors. E, Ría! ís to be contacted al Ihe Centro ele Investigaciones 
Biológicas- CSIC, Ramiro de Maeztu 9, 28040, Madrid, Spain. Te!.: +34918373112 ex!. 
4236; fax: +34915360432. S. Uribe-Carvajal.lnstltuto de Fisiología Celular, UNAM, AP 
70-242, México, D.E México. Te!': +5.255 56225632; fax: +52555622 5630. 

E-maH aádJes5es: rial@cib.c~íc.es [E. Ría!), suríbe@ifc.unam.mx (S. Uribe-Carvajal). 
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functíon as activators (8-12J. The physiologícal role and regularíon pf 
UCP4 and UCP5 (also caHed BMCPI) is still unclear. 

The first uep gene outside the animal kingdom was identified in 
Arabídopsís thaliana (named PUNlP, or Plant UneouplíngMitochon4rial 
Protein) [13J. Sinee then uer homologs have been described in many 
plants.Most of these UCPs are stress lndueed and rheir physíological 
role seems to be tocontrol the production ofROS. Additionally, someof 
the UCPs from plants' seem to be involved in thennogenic processes 
related to reproduction and ripening.of seasonal fruits [14J. Recently. 
uncoupling proteins. were díscovered in unicelIular eukaryotes; 
Acanthamoeba casteUaníí being the fírst where a: UCP activity WilS 

reported [15J. Sl'Ibsequently, there have been reports ofUCPs in otfler 
fungí such as Aspergillus fumfgarus, Candida álbicans anO.' Candída 
parapsílosís 116-·18] and in protozoasuch as PlasmodÍum berghei, 
Plasmodium yoelií yoelii and Dictyostelium discoideum [19-21]. HoW­
ever. none of the genes coding for the UC['s in these unicelIt¡lar 
organisms have.yet been identified. 

The physiological role of UCPs in unicellul,lf organisms is 
uncertaín.Jarmuszkiewicks etaL [22] háve reported that A castellanii 
celIs growing at 4 oC exhibited an increase in their ucr' levels, 
resembllng what happens in mammalian brownfat duríng Cbld 
adaptatíon. However, it has been reaSoned that in these smalJ 
unicellular organisms it is not possiblé to establish a therrnalgradient 
between the cytosol aI1d the external environment, and thereforein 
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lower eukaryotes a thermoregulatory role for these proteíns is 
unlikeJy [231. Again, there are evídences that point to a role in the 
protection against axidative stress, e.g. it has been shown rhat in 
A castellanii the inhibition of the AcUCP increased ROS production 
while the activation of this protein by fatty acids decreased ROS 
levels 

As aboye, and even though a large amount of biochemical 
information is ,lVaílable, nothing is known about the genes from lower 
eukaryotes that code for UCP$; Here, we demonstrate the presé~ce of a 
Uep-Hlce activity in Yarrowia lípolytica and report its regulatíon by 
fatty adds and nucJeotides. The analysis of the Y. lipolytíca genomic 
database led to the identificatíon of two mitochondrial carrier 
sequences that may code for proteins with UCP-like activity. 
The two candidate genes were c\oned, expressed recombinantly in 
Saccharomyces cerevisiae and their bioenergetic properties deter" 
mined~ The charácterization indicates that.ín Y. lipolytica XP _500457 
encodes for a dicarboxylate carrier, while XP _503525 yields an 
oxaloaeetate carrier which nonetheless exhibits UCP-like activity. 

2. Materials and methods 

21. Reagents and materials 

Mannitol, sOTbitol, maleic acíd, gJucose, ga]actose. NADH, succinic 
acid. L-tryptophan. ammoníum sulfate, adeníne, oligomycin. ammo­
nium hYdroxide, nigericin.octyl gallate, linoleic aeid, oleic acid. stearic 
acid, palmitic aeid. GDP,safranín O. FCCP and valinomycin were from 
Sigma Chem. Co. (St.louis, MO. USA). Carboxyatractyloside was from 
Calbiochem (la Jona; CA). Zymolyase was fromSeikagaku Co. (Tokyo, 
Japan). Yeast nitrogen base (YNB), yeast extraet and casamino acids 
were fromDlFCO labs (Detroit, MI,USA). 

2.2. Cel/ strains and growth 

The yeast used in this study weTe Y. lipolytica E150 (MatB; hísl-1; 
uraj-302; Ieu2·270; xpr2-322) and S. cerevísiae W303 diploid (Mat al a; 
ade2-1; his3--11,15; leu2:'3,112;ura3-1;canl-JOO; trp-). The Y. lipolytíca 
straín was a kíndgift from Dr Ulrich Brandt, University of Frankfurt, 
Gertnany. Y. 'lipa/yaca waS grown in YO media (yeast extract -d extrose) 
al' 30?C under vigorous aeratíon until mid-exponential or stationary 
pnase, as specified in each experiment. S. cerevisiae was precultured in 
SP med (0.67% YNB, 0.1% KHP04, 0.12% (NH4)2S04,O.l% glucose, 2% 
laCtate. 1.06 gIL casamino acids supplemented with 40 mgjml adenine 
and 20 mg/ml L~tryptophan, pH 4.5). Cells were centrifuged and 
resuspended inSG (induction)medium (2% galactose, Q.67%YNB, 1.06g1 
l casamino acids supplemented with 40.mg/ml adenine and 20 mg/ml 
. L-tryptophan) to an aptieal density of .0.3; when the culture reached 
an optical density of6. the tells were harvested and subjected to 
mitbchondñal isolarion. 

2.3 .. ¡solatian of mitochondria 

y. lipaIyoca and S. cerevisiae mitochcindria were isolated aecording 
to Guérinet aL Briefly, cells weTe harvested, washed two times 
and resuspended in 0.5 M ¡?,-mercaptoethanoJ, 0.1 M Tris, pH 9.3. The 
suspension 'Nas incubated for 15 min at 30 oC under agitation and 
waShed three times in Tris~KO buffer, pH 7. CeIls were incubated in 
qigestion buffer supplemented with 1 mgjml zymolyase for .10 min 
at 30 °c'The resulting spheroplasts were washed with protoplast 
buffer (0.75:\1 sorbitol, 0.41\1 mannitoI. 10 mM Tris-maleate, 0.1% 

pH 6.8), centrifuged and disrupted with 15 passes of a tight 
¡naSO -ml Pótter-Evelheim homogenizer. Mitochondria Were 

ob~aíned by differentialeentríft;lgation. Protein concentration was 
measured by the B/uret method. using bov/ne serum albumin (BSA) 
as standard. 

2-4. Oxygen uptake measurements 

S. cerevisiue mitochondria were incubated in a respirat/on medium 
containlng 0.6 M mannitol, 10 mM Tris-maleate, 10 mM K;2HP04, 

1 mM MgClz, 0.5 mM EGTA, 1 mg/mlBSA, 1 ¡:¡I\1 carboxyatractyloside 
(adeníne nucleot/de transloeator inhibltor) and 10 ¡.¡g/ ml oligomyán 
(ATP synthase inhibitor). TI1e rate of oxygen uptake was measured 
using a YSI model5300 oxygraph with a Clark-type electrodeina 1.5-
ml water-jacketed chamber at 30 "e. Where indicated, 48 ¡.¡M linoleic 
aád (molar ratio 3:1 to albumin) and 1 mM. GDP were used to 
evaluate, respectively, the activat/on 01' inhibition effects on the rate of 
respiration. Respiratory substrate was 1 mM NADH .. At the end of the' 
experiment, 1 ¡.¡M FCCP was added and the rate of oxygen 
consumption .in the uncoupled state was determined. Y. lipo/yuca 
mitochondria were incubated in the same respiratíon buffer, except 
rhat 100 ng/ml nigericin and 1 pM octyl galtate (altematíve oxidase 
inhibitor) were added. Succinate (10 mM; plus 1 ¡.¡M rotenone) was 
used as respiratory substrate. Respiratíon was modulated by adding 
different concentratíons of cyanide (1 -50 ¡.uVl).Respiration was 
stimulated wlth 48 ~úvllinoleic acid aod inhibited with 1 mM GDP. 

2.5. Transmembrane potentíal (""l/J measurements and pmton 
conductance kinetícs) 

Experiments were perl'ormed in Y lipalyuca mitochondria under 
the same conditions as the oxygen consumptlon measurements, 
except 10 ¡.¡M safranin O was added. Fluorescenee was measured In an 
Amineo/OIlis spectrofluorometer wlth excitatíon at 495 nm and 
emission at 586 nm. SequentiaI additions of dilferent concentrations 
of cyanide (1-50 ¡.¡M) were used to get different steady states. One 
micro molar valinornyán was used to collapsethe t:, \ji in order to get a 
baselíne. Fluorescence was calibrated using a free K+ medium with 
valinomydn. K+ pulses were added to calíbrate the membrane 
potential as described by .Akerman and Wikstrom [26]. Proton 
conductance kinetics was determíned by plottÍ'ng the rate. af oxygen 
consumption in state 4 against the .D. \ji in the presence of increasing 
concentrations of cyanide. The proton current was calculated 
assuming a theoretical H+ íO stoichíometry of 6. Free fatty aeid 
concentrations were estlmated using the albumin bindingconstants 
aeeording to Riehieri et al. [27]. 

2.6. Mitochondrial transport of succinate and sulfate 

Succinate transport was indirectly determined by measuring the 
rate of swelling in ammonium succinate. Mitoehondria were 
suspended in Iso-osmotic media: 0.125 mM ammonium succinate, 
10 mM Tris-maleate pH 6.8, 1 !-1M antimycin.Swelling was induced by 
the addítion of 5 mM I<ZHP04. Oxaloacetate carríers are capable of 
transporting sulfate [28). Therefore, the sulfate-uptake activity was 
evaluated by followíng swelling in response to the addition of 
ammonium sulfate. The reaetion mixture was the same as for 
succinate transport except 0.125 M ammonium sulfate instead of 
ammonlum sueci na te. In both experlments, the rates of swelllng weTe 
determined by the absorbanee change at 540 nM in an Aminco/Olis 
DW2000 spectroph()tometer. 

2.7. MitochOlldrial penneability to protons 

Proton permeability was determined from the rate of swellirig in a 
potassium acetate reactíon mixture containing 0.2 M potassium 
acetate, 10 mM Tris-maleate pH 6.8, 5 mM K2HP04, 2 mM Mg02, 

1 rng/mL BSA. 1 ¡.¡M carboxyatraetyloside, 10 ¡.¡g/mL olígomycin and 
1 !lM antirnycin A. Swellíng was initiated by the addltion of 1 !-1M 
valinomycin and the deerease in absorban ce was where indicated; 
1 mM GDP and 48 ¡.uVllínoleic acid (FA: BSA;= 3). 
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2.8.· Heterologous gene in S. cerevisiae 

The cDNA from eachof the two genes of ¡nterest was synthesized 
by. PCR anc: tloned in the S. cerevisiae díploid straín W303 using 
the expression vector accordíng to Ríal et al. 19J. Cloned 
inserts were isolated and sequenced ro confirm that the proper 
nuc1eotide sequence was obtained and cloned into pGemTeasy 
be.t\'Veenrestrictíonsites NútI/Pstl for XP _500457 and Notl/Ncol for 
XP_503525; the vectorwas cut with these restriction enzymes to 
release inserts. and the DNA was purified. The inserts were cloned 
in a pYEDPvectorpreviously linearízed bet\'Veen Kpnl!Sacll restriction 
sites, ¡he modified pYEDP was introduced into S. cerevisiae W303 
diploid byeIectroporation and transformant yeasts weTe selected for 

autotrophy. 

2.9. Phylúgenetic sequence analysís 

A total of 400 fulI~length, non-redundant protein sequences 
cotresponding to phosphate carriers (PiC), adenine nucleotide 
translocators (ANT), dicarboxylate caniers (DiC), oxoglutarate car­
riers (OGC), oxaloacetate carriers (OAC), animal uncoupling proteíns 

and plant. uncoupling (pUCP) were retrieved from 
and ENSEMBLpublicdatabases (see complete list in Appendix A). 

According to the evolutionary .analysis performed by Rial and 
Zardoya 129),the sequenees were aligned using the program at the 
Mafft server( http://aUgn.bmr.kyushu"u.ac.jpj m"fft/ onHne I server!) 
with the strategy [301. The maximum likelíhood tree was 
inferred usingPhyMLv. 2.4.4 [31 JwithJTI as substitution model. The 
reeovered treeshown was statistícally within the confidence set 
(P>0.05) as detérmined with theRaxMl v. 7.0.4132: and the Consel 
v. O,lj [331 programs.Bootstrap ánalysis was performed usingRaxML 
at the Cípres Portal (http://www.phylo.org¡). 

2.1 O. StatistJ'cs 

Data were analyzed. with a two-way ANOVA. P<0.05 was 
considered as a statistkally difference. 

3. Results aild discussíon 

3.1. Metabo!ic implícations;il1dustri.al applications of the modulation of 
the mitúchondnalenergetic efficiency in metabolite overproducers stlch 

as Y. lipolytica 

It has been known since the late seventies that the rate of 
metabolite production by microorganisms is inversely related to theír 
growth effidency134 J. The reason behind this apparent .paradox líes 
on the faer that the prbduction of organic such as cítric or 
glutamic low net amounts of ATP and NADH [35 J, i.e. the 
growth is lowered as a result of rhe ineomplete oxidatíon of the 
energy source(overflbw metabolism), bypassing potential sites of 

.. energy conservation or activating futile cycles that lead to net 
hydrolysis. of AIP. lndustrially, chemical uncollplers such as 2,4-
dinitraphenol or benzoíc acid successfully increase the production of 
metabolites[36). The organísms usedforthe industrial production of 
metabolites are generally obligateaerobes and therefore the respira­
tory chainis (a) their major energy conserving system and (b) the 
principal reducíng equivalent disposal mechanísm. The uncoupling 
proteins (UCPs) are mitochondrial carriers that modulate the 
energeti¡; effici~ncy by catalyzing the regulated dissipation of the 
protón gradient. In this it may be suggested that manipulating 
the expression and of UCPs would optimize efficieney in the 
prod uction of ofimlustrial interest. The fir5t uncoupling 
protein (UCPl) was ,described in the brown adipose tissue of 
mammals where it has a thermogenic role [1,3l.Since 1997, genes 
coding for UCPl homologs havebeen descríbed not only in all phyla of 

the animal kíngdom but also ín plants [13J. in mitochondria fram 
unicellular eukaryotes, the presence of uneoupling proteins has been 
evidenced mainly thraugh ctoss-reaction with antíbodíes raised 

plant UCPs and by detection of GDP-sensitive, fatty acid-
promoted uncouplirig [1 However, the actualproteins respon-
sible for this activity have not been identified. 

32. Detectiol1 úf a UCP-like activity in isolated mitochondria 
fmm Y. lípalytica 

The ascomycetous yeast Y. lipúlytica has raised a strong commer­
cíal interest due to its potential use in the large.,seale índustrial 
production of organicacíds (2-ketoglutaricacid and dtric acid); this 
yeast can use paraffins, hexadecanes, edible oils and other molecules 
as carbon sources In the Y. lipo/yuca cytoplasm, there are large 
lipid stores known as lipid bodies, and therefore the sensitivíty of 
Y. lipúlytica mitochondria to those fatty acidsknown to be present in 
its cytoplasm was tested [38]. AIl the fatty acid, tested increased the 
rate of oxygen consumptíon w1th the follbwing decreasing order of 
activíty: Iínoleic> oleie> palmitie> stearic, suggesting· an uncoupling 
effect (Fig. lA). 

To further analyze the possibílity that Y. lipolytica mitochondria 
possess a UCP-like activity, it is necessary to demonstrate that the 
fatty acid effect can be inhibited by purine nucleotides sueh as.ATP or 
GDP. With aim, proton leak kinetics WeTe analyzed in mitochon­
dría isolated fram yeasts harvested at tv.¡odifferent growth stages: the 
mid-logaríthmic phase 2A) and the stationary phase (Fig. 2B). 
The changes in proton conduetanee were determined under .three 
condítions: (a) basal condítions, without additions; (b) in the 
presence of linoleic acid; aM (c) in the presence of linoleic acid 
plusGDP. The pro ton conductance of the two mitochondrial 
preparations was markedly increased in the presence of linoleic acid 
and this effect. was partially reversedby the addition of CDP. In the 
stationary phase, the effect of GDP was higher. 

The data in Fig. 2A and B were analyzed further by determining the 
proton flux at the highest common membrane potential llnder the 
different condítions of study (131 mV, dotted verticallines in Fig. 2A 
and B). The effects are summarized. in Fíg. 2C: linoleic acid uncoupled 
to a similar extent both midclog and stationaty mitochondria. 
However, thE.' inhibitory effect of GDP was higher in mitochondria 
fram stationary cells (65% inhibition) than in those isolated fram mid-
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Fig. 1. Effect. of fatty adds on the rate of respiration· of mitochondria isolated from 
Yarrowia 1ípolydca. Reaction mixture: 0.6 M mannitol. 10 mM Tris-maleate, 10 mM 
K2H?0,.1 mM MgCb, 0.5 mM EGTA, BSA 1 mg/mL (16)JJVI). 1 ¡lM carboxyatractyloside, 
oligomydn 10 ¡.!g/mL. 10 mM sllccinate, 1 ¡lM rotenone . .Added ratty acids were as 
follows: _,stearic acid; e, pafmitic acid; 1', aleic acid; A linoleic acid. The basal 
respiration was 119±2 nmol O2 (mín mg protein)-1. Data 
of five to Stx indepenrlent experiments. 
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Fig,2. Proton leak kinetics of mitoehondria isolated from Yarrowia lipolytica in the mid­
logaríthmic (A) and stationary phase (B). Reaeiion mixture as in Fig. 1, exeept KCN was 
used for títration of the Ll'l' and oxygec flux (see methods) . • , Control;., ¡icoleie aeid; 
-'.; Hnoleie aeid + GDP. (C) Estimated proton eurrent (lH+) at the highest common Ll,v 
(131 mV, dotted !lines in panel s A and B). Empty bar" control rrlitoehondria; filled bars, 
48 pM linoleie acid; gray bars, 48 fiM linoleic plus 1 mM GDP. Data represent the 
mean±SEM o( ¡¡ve to six independent experiments. *P<O.05 compared to control; 
HP<O.05 eompared to uncoupled state without GDP. 

log phase cells (39% inhibitíon). The stimulation of respiratíon by the 
imcoupler FCCP was identical in the two preparations (data not 
shown). The inhíbition by GDP of the linoleíc-induced increase in 
proton tonductance is indicative of the presence of a ucr in 
y. lipolytica. Interestingly, when Y. lipolytica reaches the stationary 

phase, the lipid bodies accumulated during the exponential phase are 
increasingly mobilized. The higher GDP-sensitive activity in mito­
chondría from cells grown to the stationary phase would imply a 
hígher expression and a resemblance with other eukaryotic cells 
where VCP2 andjor VCP3 are up-regulated as they shift their 
cataboHsm from glucose to fatty acid oxidation [6,39,40]. This VCP­
mediated mild uncoupling has been related to the prevention ofROS 
overproduction [4,6,7,411. A recent publication has re-emphasized 
this function clarifYing that VCP3 does not playa direct role infatty 
acid oxidation or íts transport and that UCP3 expression seems to be 
related to the mitigatíon of ROS-mediated damage [42]. 

33. Search Jor UCP sequences.in Y. lipolytica genome 

Once a UCP-like phenotype was detected in Y. lipolytica mito­
chondria, it was decided to analyze its genome in order to ídentifY 
possible candidates for a gene codíng for a UCP-like protein. Since the 
genome of Y. lipolytica as been sequenced [43], a PSI-BLAST search 
was performed using the sequence profile generated with the 
available UCPl sequences. Two candidates were identified: 
XM_S004S7 and XM_S03S2S (Fig. 3). The phylogenetic analysis 
revealed that XM_S004S7 appeared as an ortholog of the dicarbox­
ylate carrier (DIC) while XM_S03S2S is related to the yeast 
oxaloacetate carriers (OAC) (Fig. 4). Details ofthe names and sources 
of the specific proteins in the phylogenetic analysis can be found in 
the Supplementary material provided (Supplementary Fíg. 1 and 
Supplementary Table 1. 

3.4. Characterization oJ the transport properties XP _500457 
and XP_503525 

The transport activity of the putative carriers was analyzed in 
mitochondria isolated from S. cerevisiae which was chosen as host 
organism because it lacks UCPs [44,45]. To do this, the candidate genes 
XM_S004S7 and XM_S03S2S were c10ned and expressed recombi­
nantly in S. cerevisiae. A straín containing the empty plasmid waS used 
as a control. 

Mitochondrial swelling in iso-osmotic salts has been widely 
employed to determine thetransport specificity of mitochondrial 
carriers and particularly those present in yeast [46,28]. Thus, swellihg 
in ammonium succinate (plus phosphate) can be used to establish the 
presence of a DlC while swelling in ammonium sulfate has been used 
to identifY an oxaloacetate carrier [28J. In ammonium succinate, the 
swelling rates of mitochondria from the control and the recombinant 
strains were measured (Fig. SAl: al! three strains swell in tbis medium, 
indicating the presence of carriers for this dicarboxylic acid. However, 
mitochondria isolated from the XP _S004S7-containing S. cerevisiae 
strain exhibited a significant increase (P< 0 . .05) in the uptake of 
succinate as compared to the control or to XP _503525-containing 
mitochondria. When the rates of swelling in ammonium sulfate were 
measured, it was observed that mitochondria containing. tlle 
XP_503S2S protein exhibited higher sulfate transport activity than 
the control (Fig. SB). Mitochondria containing the XP _500457 protein 
exhibíted only a marginal increase in activíty as compared to the 
control (Fig. SB). From the data in Fig. 5, it may be conclusively 
established that XM_503S2S codes for an oxaloacetate carrier while 
XM_S004S7 codes for a dicarboxylate carrier. Additionally, it is 
demonstrated that this recombinant expressíon system allowed the 
correct targeting and folding of these Y. lípolytica carriers in the 
mitochondria from S. cerevisiae. 

3.5. The protonophoric activity of the XP _500457 and 
XP _503525 proteins 

Although both the phylogenetic data and the transport experi­
ments demonstrated that XP _500457 is a dicarboxylate carrier while 
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r¡g:. 3. Protein sequeoces ofthe two mitochoodrial carriers identi5ed in the Yarrowia lipolftíca genome as more dosely related to the ucr fami1y. (A) XP _503525. (B) XP _500457. 

XP_503525 js an oxaloacetate carrier,it was sull necessary to 
determine whether the heterologolls expressioG.of one of these 
protéins contened a UCP-like phenotype to S. cerevisiae. Therefore. 
we decided to test the uncoupling actlvity in the strains expressing 
these . proteins. Two controls were performed in order to exdude 
unspecific etTects: (1) apositive control expressing the rat UCP1 é1nd 
(2) a nega6ve control containing the empty expression vector 

(pYEDP). The rate of oxygen consumption by isoláted mitochondria 
from each S cerevisiae strain was measured ·before and after the 
addition of linoleic acid or IinoJeic acid plus GDP (Fig. 6). The rateof 
oxygen consumption in sta te 4 was significantly higher in the strain 
expressing UCP1. reflecting the fatty acid independentbasal protOI1 
conductance oC UCP1 that has been previously reported [47]. In 
contrast the expression of the Yarrowia proteins did l10t have any 

FigA. Circular tree representing the phylogenetk relationships of the mitoc!1o[Jdr¡al carrier pl'oteins wítb highest homology to the uncoupUng proteins. The location of the Yarmwia 
Jlpo!ytica Glrriers XP _503525 and XP _500457 are indicated; The ANT froID Yarrowia lipoltyca (XP_505fi33) is also indicated. Abbreviat[ons: PiC, phosphate cal'riers; ANT, adenioe 
nucleótid,e translocatol's; OAC, oxaloacetate camers; DIC, dicarbmeylate carrier:s; UnkC, carriers of yet undefioed funL1ion; OGC, oxoglutarate carriers; UCP5, urrcoupllng protein 5 
also termed BMCPl {braih mífuchondríal ca[riel' proteio 1): l{II;lCP, kidney mitochondlial GlITier proteio; pUCP2, plant uncollpling protein 2:; pUCP1, plant uncoupling protein 1; 
UCPl-4, uncouplíngproteins 1 to 4. A detaUed version Di the tree where all the seqllences are identified is included as Supplementary materiaL Tree topology was drawn by using 
Dendroscope v2.3 an<! the circular tree.generated withFigTree vl.22. . 
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?etectab~e effects. In the presence of linoleic acíd, there was an 
mcrease In the rate of oxygen consumption only in mitochondria from 
ceHs. containírrg UCPl or XP_503525 (Hg. 6). The linoleic acid­
medlated mcrease in oxygen consumption was not observed í 
mitoch~ndria from thecells contaíníng the empty pYEDP vecto~ 
~onfir:nmg the absence of a UCP in S. cerevisiae, and furthermore, that 
ItS IDltochondrial carriers were not sensítive to low fattyadd 
~oncenÚ~tions [44.45,481. When GDP was added, the linoleic-induced 
I~ncrease m oxygen consumption was fully reverted in mítochondria 
from the ceHs expressíng eíther UCPl or XP_503525. Similar results 
were obtained when the effect of linoleic acid and GDP were tested 
under pa~sive swelling conditions with potassium acetate plus 
vahnornycm. ProtonpermeabiJity was sensitive to fatty acids and 
nudeotides only inmítochondria from UCP1- or 
sing yeast (Hg. 7). Thus. the results clearly indica te that the 

protein behaves as an uncoupling proteín. Additionally, 
the lack of response when Xl\L500457 is present rules out the 
possíbilíty that thisprotein is a UCP and furthermore that the effects 
observed in S. cerevisiae mitochondria are simply due to the 
expression of any given fDreign mitochondrial carrier. 

It ¡s well established that several mitochondríal carriers ANT. 
dkarboxylate carrieL aspartate/glutamate carrier) can catalyze an 
increase in the membrane protan conductance in the presence of fatty 

XI'> ....500457 

Fig, 5. Charac¡erizatio¡:¡ 01' [he transport artivíties clf ¡he XP _503525 and XP _500457 
pro[eins. Both XP_503525 and XP_500457were heterogously expressed in Saccharo­
myces cerevísiae. Theír transport propertíes were evaluated in ¡solated mitochondria as 
fóllows: (A) succinate (DiC] transporto Mitochondria were resuspended in iso-osmotic 
medium: 0.125 M arnmonium succinate, 1 J-lMantimycin, 10 mM Tris-malate pH 6.8 
and the rate ol' swelling was foI!owed speetrophotometrically ar54D nm in an Amincol 
01ís DW2000 spectrophotometer. was induced by addition af 5 mM K,HP04 • 

(B] Oxaloacetate transporto This was evaluated as the sulfate-mediared 
milOchondrial . swelling. Mitochondria were íso-osll\otic medium: 
0.125 M arnmoniumsulfate.1 J-lM antimycil1, 10 pH 6.8 and the rateaf 
swellíng was meas.ured al 540 nm. Dáta flom tliree experiments±SEM 
each performed in duplicate. *1"<0.05 comparedto the comrol (pYEDP1. 

UCP.1 

Ag. 6. Respiratory activity ofisolated mitochondria from three Saccharomyces cerevisiae 
strains, mixture as in Fig. 1. except 3 mM NADH as a respiratory substrate. 
Rates are as percentage of the respiratory actívit'j in !he presente of FCCP 
whleh was 421 ± 28 omol02 (mín mg protein)~ '. Each Saccharomyt'es 5traío 
contained a heterologous proteín as ¡ndieated' XP~503525, XP_500457, or [he 
empty plasmid pYEDP. UCP1 was the positivé control and the strains containing the 

empty vector were the negative control Additíons were as fofloVJ5: empty 
State 4; gray bars. 48 ¡1M linolelc aeid; blacl, bars, 48 flM ¡inoleie "dd plus 1 mM 

GDP. Dara values ± SEM offiVe independent experiments. ~P",O.05 
as 

acids However. this activity is insensitive to purine nudeotídes 
(ANT be an.exception).ln 2006, Borecky et aL [49] reported that 
the gene product of SCCCLR1076E12.g was a UCP (ScPUMP5). 
However, these authors tested the effect of linoleic acid on transport 
but not that of purine nucleotides. Subsequently, Palmieri et aL! 501 
demonstrated that PUMP5 was not a UCP but instead it was a 
dicarboxylate carrier. Here, it is shown that XP _500457 is a DIC but it 
ís unable to induce a fatty acid uncoupling actívíty. In contrast, 
XP_503525 exhibited on!y a marginal dicarboxylate carrier activity 
while it was an active oxaloacetate carrier. In addítion, Xl' _503525 
was stimulated by fatty actds and inhibíted by GDP as abona fide UCP 
would. 

Ag. 7. Proton permeability of Saccharomyces cerevisíae mítochondría expressíng 
different mitoehondrial carriers. Incubalion mixture: 0.2 !vi aeetate. S mM 
K2HP04.2 mM MgCJ,. 1 mg/rnLBS.J\. i ¡lIvl iOjlg/mLolígomycín, 
1 11M antimycin and 1 mIvl Tris-malate. pH 6.8. Swellíng was by 1 J-lM 
valinomydn. Proton perrneability was determined from the Condirions 
were as follows: empty bars. basal cate; black bars. 1 mM GOP; Iíght gray bars, 48 J-lM 
lirroleic acid; dark gray bars, 48 f.II\1 linruek acid plus 1 mM GOl'. Data represen! the 
mean value5 ± SEM of five independen! experimenls eaeh performed in duplicare. 
~P<O.05 compared to basal sweUíng. 
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Lípid handling by Y. lipolytica and the role of its uncouplíng protein 

The physiological role of most members of the UCP family is still 
under debate. Undotlbtedly, a thennoregulatory role in unicelltllar 
organismscanbe ruled out since it is nor possible to establish a 
thermal gradient between the cel! and its environment [23). 
ClIrrently, are many data consistent with the participation of 
the UCPs in the defense against axidative stress [2,4.5,6,7,23,40), e.g. 
in theamoeboid A wstellaníi, activa río n of a UCP decreases ROS and 
vice versa, UCP inhibition increases ROS [241. Here, it is likely that the 
UCPactivity results in anincreasein proron conductance that Jeads to 
a higher respiratory rate and the concomitant decrease in ROS 
production. ThisUCP-mediated uncoupTing would be particularly 
importantunder resting, non-phosphorylating, mnditions. lndeed, a 
decreaseinAIJP/O has been observed in plants [51) and unicellular 
organísms stJch as A wstellanií or D. discoideum [20,52]. 

An interesting observatíon is thatín unicellular organisms, the UCP 
activirygenerally coexists with an alternative oxidase (AOX). 
}:lowever, litrle is knownabout the interactions between these two 
proteins or about the physiological implications and regulation 
resulting from their interaction. Both activities seem to inhibit the 
mitochondrial productionof ROS, alrhough by different mechanisms. 
AOX déCre~es the production ofROS through the oxidation of 
ubiquinol;while the UCP7like activity decreases the Ll.'l' accelerating 
ttie respiratory chain. HoWever, regulatíon seems ro work inopposite 
ways, as.AOX is activated by GDP and inhibited by fatty acids 
There is onecase where it has been suggested that the joínt presence 
of an alternarive respiratory· chain and a UCP results in increased 
adaptabiliDj to adverse environments: C. albicans seems to depend on 
borh itslC? arid its AOX toincrease ¡ts resistance ro ROS and enhance 
itsinvasiveness [18,54]. 

Y. lípolytica isan aléaginous yeast with. a dynamic fatty acid 
metabolism [55). Y. lipolytica large amounts of triglycerides in 
lipidbodies. While ¡n the exponential phase lipids are predominantiy 
'Used to buildmembr;mes, in the stationary phase the fatty acids are 
liberatedfromthe lipid bo.dies and are used as a carbon sOllTce [56,57). 
When }i píd bodies are degraded during the stationary phase, the 
major fatty acidsreleased are Iinoleic, oleie, stearic and palmitic [381. 
In isolated mítochondria, it was found that these fatty acids were able 
to modulate the respíratory activity,probably throug'h the interaetion 
witha UCP(Fig. 1). Since rhe cytosolic concentration of fatty acids 
vary widely;it i5 possible that theymay aet as internal messengers. 
The major site for acid ~-oxidation· in animal cells is the 
mitochondríon.ln contrasr,ín plant and yeasts, f'>-oxídation generally 
takes place in peroxisomes [55.58,59]. Therefore, the activatíon of a 
VCPin y. Upolytica would hot accelerate fatty acíd oxidarion as it 

. occurs withUCPl in the mammalian brown adipose tissue.lnstead, it 
would be Hnkedtothe decrease in ROS production alidjor rhe 
reoxidatitlnof NAD(P)H under the. condítions of low ATP demand of 
the s[atíonary phase.lt would Qf interest to establish if in 
Y.lipa/yoCé! the varíatíonsin UCP-like activity intJuenee rhe production 
of industrially desirable acíds. 

Evo!utionary considerations 

The clasest homalogs af XP .503525 are a group of yeast carners 
tha! only· present a 55-60% identity with rhe Yarrowia carrier. The 
homolog cerevisiae 1S the carrier protein NP_012802 that has 
beenchal'dCterized as the mitochondrial transporter for oxaloacetate 
and sulfate The observed sequence divergence does nor imply a 
different carrier fundion but it could be sufficient to explain a change 
in transport propemes. To put it in perspeetive, rhe human UCPl 
j;Hsplays a 60% idenrity with its ortholog in Cyprinus carpio [60J. This 
comparison is ofrelevance since the phylogenetic analyses ofthe UCP 
family hav.e revealed th\lt theUCPl from eutherian mammals has 

been subject of a strong structural divergence thar has accompanied 
the development of brown adipase tissue as a thermogenicorgan. 

ThllS, the carp UCPl does not have a thermoregulatory fllnetion 
since its expression in rhe liver decreases when flsh are exposed to 
cold, and furthermore, its functional characterization has demon­
s[rated that the carp protein does no! display the distinctive 
nucleotide-sensirive basal proton canducrance found intheeutherian 
UCPl [60,611. Finally, it should be remembered that in S. cerevisiae 
there are no orthologs of the known members ofthe. UCP family, from 
UCPl to UCP5 and indeed, that rhere is no evidence for the presence of 
a UCP-líke activity acrivared by fatty .adds and inhiblted by 
nuc1eotides [44A51. 

Phylogenetic analyses should be the basis for the nomenclature of 
prorein fa milies. rhe position of XP _503525 in the reconstructed 
phylogeny ofth;:: mitochondrial carrier protein superfamíly presenred 
in Fig. 4 does not allow naming this gene product as a:n uncoupling 
protein. The phylogeny implies that ir i5 an oxaloacetate carrier 
alrhough the data presented demonstrate that it hasevolved to 
sustain a nucleotide-sensitive uncoupling activity that Is activated by 
fatty acids as bonafide UCPs do. Therefore, we can envisage that the 
oxaloacetate carrier from S. cerevísíae would have a single metabolite 
transport activity while as om data suggest that the· Y. lipolytíca 
XP _503525 protein may have evolved to al1Qw a fatty acid-induced 
uncoupling activíty. 
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Abstract 
Here, we review basie concepts of the 

mechanisms and thermodynamies of protein~mediated 
transport; on this basis, .we then analyze the strueture 
and possible aetion meehanism of some members of 
the mitochondrial six-transmembrane helt.x transport 
proteín fami/y. Transpon proteins are highly speeific 
intrínsie proteins, t.e. they contain transmembrane 
segments formed b}' hydrophobic residues arranged in 
highly organízed secondar;' structures. In transport 
proteins these transmembrane segments may eontain 
eharged aminoacids .. vhieh are sequestered from the 
¡¡píd bilayer by the tertiary; and quaternary struetures. 
In regard fo structure, many transport proteins are 
eonstituted by repeats of nvo-transmembrane-helix 
(2TMH) units. However, the permealion mechanisms 
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are not e/ear, e.g. the stoichiometry betJveen (he number of 2T.Mlf units and Ihe number 
ofpores varíes. The mitochondrial six~transmembrane heh" transporter fami{v probably 
lne/udes 17 Each 6TMHT is constituted 01 thrée 2TMH units. The strocture of 
one these transporter$, an electrophoretic antiporter, the adenine-nue/eotide 
translocator. has recently b!?en described and tI may be. used lo understand the general 
strocture 01 thls family 01 mitochondrial transpof1ers. In addition. uncoupling proteins 
(UCPs) which behave as proton uniporters are aiwlyzed The possíble lunctlon of lhe 
different UCP isoforms is together with the models designed to undersfand their 
solute translocation mechanism.ln addition, (he description ofUCPsin non-mammalian 
organisms, ine/uding plants and unicellular organisms opens questions on the 
physiological role of these proteins.Thus, besides the recognized role of the brown 
adipose tissue UCP 1 as aheat generalor, possible roles in energy dissípation and 
prevention of reactive oxygen species formatíon in diverse organisms are discussed 

1. Biological lllembranes 
The hydrophobi~ lipid bilayer in biological membranes is a thelIDodynamic barrier 

for the passageofhydropbilic solutes. As a result, biological menlbranes separate 
aqueous enviámments coutáiuing different ion or solute concentrations. Thus, the solutes 
in theextracellular milieu and in the. cytoplasm may be vcI)' different. This is a1so true 
when. t11e composition ofthecy1oplasm and different membranous organellesis 
compared. differences constituteimportant driving forces involved in processes 
such ascellnutrition and signaliug. H6wever, in order to traverse the membrane and 
reach a different cOlllpartm<¡:nt, hydrophilic molecules need to bypass the thermodyuamic 
barrierconstituted bythe bilayyr. Such a bypass may be provided by specialized proteins 
known astransporters orpumps. Protein catalyzed transportis rapid and specific [1). 

Tr'dIlSpOrt proteins are iritrinsic proteins. That is, they traverse the hydrophobic bilayer a 
number of times by meansoftheir transmembrane segments. These protein segments are 
hydrophobic and thus,membrane soluble. It has been observed that, regardless of whether the 
transmembrane segments are in alpha helix or in beta-sheet, they need to be highlyordered 
shielding thehydrophilic peptide bonds. and even sorne hydrophilic side chains from the 
surfaec of the. protein . in cantact with the bilayer. At the same hydrophobicity is 
conferred by fue sidechains of non-polar amino-acids on the surface of the transporter 

2. Solute transport 
. Theimpemleability of the phospholipid bilayer to most charged molecules is a 

problem solved by fue pre~ence of protein transporters. The passage of a solute from an 
aqueous .compartmetit acrossa membrane and into a secondaqueous pool 18 termed 
transport. Different solutes are,transported across membranes. 

Spontaneous transport,also called facilitated diffusion, is driven by two forces which 
tendto equilibratethe concentáltion of solutes across a membrane. First, the concentration 
gradient of asolute at both sides of the membrane and secand, if the solute is charged, the 
electric charge diffetence across the membrane. Thus, the spontaneous transport of a cation 
or an ¡mion á membrane i8 thermodynamically govemed by its electrochemical 
gradient. It is catalyztld by protein channels opening in the membrane [3J . 

. In manyoccasions, Uve organismsneed to deftlat electrochemical gradients. This 
protein-catalyzedtransport of solutesagainst theelectrochemicaI gradient is called active 
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transpo::t. Active transport needs a source of energy in order to overcome the 
thermodynamic force s opposing it. Two possibilities have been identified: primary 
pumps use chemical energy (ATP, redox potentials) to transport a solute against its 
e1ectrochemical gradient. Once established, the electrochemical gradient of a solute, 
generated the primary pUmp may be used (dissipated) to move a second solute against 
its own gradient; this process is known as secondary transport.ln secondary transport 
,thesecondary spedes may move in the Same (symport) or in opposite (antiport)direction 
as the primaty species .. Secbndary transport may also involve the movement of a 
singlespecies as a result ofthe electric gradient established by a primary pump (uniport) 
[2]. 

In order to analyze an organelle with a ·large diversity of primary and secondary 
pumps, we havechosen to study mitochondria. Among these, the six~transmembrane 
carner family is described.with emphasis on the recently reported crystal of the adenine 
nuc1eotide traslocatoras a structural model and on thé uncoupling proteins to analyze 
possible mechanisms of transport. 

3. Mitochondria 
Mitochondria store énergy in the form of a pIOton electrochemical gradíent used to 

produce ATP. They are mtegrated by two distinct membranes, different in lipid 
cbmposition [4J: The .outer membrane is pem1eable to almost any kind of metabolites. it 
is poor in proreins except for the mitochondrial porín (VDAC)which is believed to 
channel ATP to a cytosolic enz)tme [5J. Another important protein in this membrarte is 

• the tmnslocatorof the outer membrane (TOM) which particípates in the insertion of 
protein$tothe different mitochondrial compartments [6], 

Theinner mitochondrlal membrane is ~ specialized membrane,rich in proteins and 
in cardiolipín. These characteristics produce a compact mernbrane wíth a low degree of 
permeability, which rnaintains theproton electrochemical gradient produced by the 

. primary pumps in the respitatory chain [7-8J (Forrevíews on theenzymes of oxídative 
phosphOIylation see references 9-12). 

The eompartment enclosed by the inner membrane is the matJ;ix. Ihis compartment 
contains ?llthe enzymesoftbe Krebs cyc1e and ~-oxidatíon, plus sorne ofthe enzymes 
oftheureacycle, potphyrinandsteroid synthesis. Most ofthese pathways are linkedto 
the respíratory complexes.It i5 worth noting that Sorne mitochondi-ía contain specialized 
pathways, in erythroíd tissues, mítochondria are specíalized~n porphyrin synthesis 
(I3J,progesterone ischemically modífied in placenta mitochondri~ [I4], also, j)­
oxid~tion is exceptionallya¡;:;tive in brown far mitoohondria [15J. 

The ¡nner mitochondríal membrane contains a high proportion of. proteins (75%). 
Thjs~embrane aiso contains híghly unsaturated lipids, probably aiming to facílitate 
ubiquinone lateral diffusion during respiratíon (TabIe 1) [16]. 

Table J. Typical fauy acidcomposition of mitochondrial inner membranes (modified from 
Colbeau el: al, 1971). 

*Mainly as lh101enic,arachidonic, eicosapentanoic and docosanexanoic acid. 
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In addiüon,theinner mitochondrial membrane .contaÍns ahígh amount of eardiolipin 
(eL) (TableH). CL is. a biphospholípid (biphosphatidylglieerol), whieh has a h1gh 
affinity for proteíns, e.g. it is known that the adeníne-nl.lc1eotide transloeator and the 
eytochrome e oxidase require cardiolipin [16]. 

rabie 11, Typicallipid composition of inner membrane in Iiver mírochondría (modified from 
Colbeau et al, '1971), 

PC, phosphatidylcholine; 
phosphatidylinosítol; *Other 
sphingomyelin. 

phosphatídy 1ethanolamine; eL, cardiolipin; 
lipíds such as Iysophosphatidylcholine and 

Cardíolipin is eomposed by unsaturated fatty acids, mainly oleíe and linoleie aeid; 
the pairs oleíe-oIele and línoleie-linoleÍc are the main speeies of eardiolipin both in fue 
bulk of the~ilayer or bound to ANT (Table 1lI) [7]. CL i5 probably responsible for the 
basalrate of respiration (state 4) through the ereation of proton "antennae" whieh 
produce a waterwire in the inner membrane, allowing the transloeatien of protons [8]. 

Table JiL M.olecular speciesQfcardíolipin in bovine heart mitochondria. (modífied from Schlarne 
et al, 1991). 

Total CL 
5.6 

4.Proton motive force 
The exeeedingly high metabolie rate of mitoehondria, which can only be possible 

through the high coneentration and aetivity of mítochondríal prímary and secondary 
transpoliers . which eClordinate to use the redox energy extracted from NADI-I and 
FADH2, produce a primary proton gradient which is used to syntbesíze ATP furough an 
invetted primary pump, the F¡FQcATPase. In addition, other transporters need to ímport 
substrates and expelprodu.cts, both for oxidative phosphorylation and fer the other 
mitocMndrial metabolic pathways. These are not the onlypumps; there are also diverse 
secondary transporterswhieh a180 use the primary proton gradient to move molecules 
suchas phosphate and ATP across the innerrrtitochondrial membraneI17]. 

Accordínglo Mítchell'schemiosmotic theory, tbe proton motive force is a 
component bf forces produced by the respiratory chaín: a chemical component produced 
by the. proton pumping mediated by the respiratory chain plus an electrical component 
proquced by the translocatior). 6f charges in response lo the proton gradient [18]. 
Therrnodynamically, the protonmotive force· represents a sum of two components: a 
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chemical component (Eq. 1) and an e1ectrica[ component (Eq. In the particular case 
of energy transducing membranes wbere protons are expelled by plimary pumps 
(respiratory complexes), tbe maximum work (total Gibbs free energy) available lo 
produce ATP is the sum ofbotb chemical and electrical components (Eq. 2a-2b): Taking 
¡nto account that the total Gíbbs energy change is dependent on the specific change of a 
particular species (in moles) we obtain the electrocbemical potential (ll) (Eq. 3, left side). 
Again, Ibis is tbe sumof tbe electrical· plus tbe chemicaJ components. (Eq. 3). FOT the 
chemical potential· it is necessary to take· tbe standard state of tbe considered species, 
which, once introduced in Eq 3, gives tbe electrochemical potential for a species i (Eq 4). 

[ 

da =zF VI' tln I + ti ¡dn ,,. ......•. 

dG :::;: (zF I/f + pfJdn i ........ .. 

}t 
dG , 

o;:;; z¡-I/f + P 1" •••••••• 

dn i 

p; + RT in + zF '1' H"""" 
a 

(1) 

(2) 

(2a) 

(2b) 

(3) 

(4) 

In these equations, G is the Gibbs energy,. n tbe moles of metabolite i translocated 
across the membrane, nzF tbe moles ofcharges translocated, 'P fue potential in one side 
of the membrane, !lo the standard cbemical potential of metabolite j, !l- tbe 
electrochemica'l potential and a (a= 'Y the molar activity of the metabolíte on both 
sidesofthe membrane. For the specific case ofprotons (as in mitochondria), where the 
charge is+1 and taking the actívity of protons as concentration (actívity coefficient (y) of 
I accordingto Henry's law), by substítution in equátion 1, and with z=l, we get Eq 5: 

- 2.3RTpH + (5) 

Taking a final and an initíal state as follow glVes the final expression of tbe 
protonmotive force (Eq. 5a-5b): 

'PJr• ;:; 111) - 2.3RI'pH 0+ FIJI <J .......................... . 

¡¡Ji""" Po - 23RTpIJ 1 + Ji' IJI, .. • ......................... . 

(5a) 

(5b) 

Where subscripts 1 and O represent either the inner or outer side of the internal 
membrane respectively. Equations 5a and 5b may be added to obtain equations 6 and 7, 
which express the protonmotive force: 
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(6) 

2.3RT + Ary ............... _ ..... . (7) 

Where Apis proton motiveforce, ApH í5 the chemical gradient ofprotons and A't' is 
the transmembrane polentíal. The main differencé between equations 6 and 7 is fue 

system, for equation 6protonmotive force is given in energy units (.KJ/mol) while 
equation 7 is expressed in potency units (mV). 

5. Mitochondrial six-transmembrane segment transport 
proteins 
5.1. Sltnicture 

Aceordingto their physiologicalfunction, the síx transmembrane segment 
transporters may be classified as: a) those involved in fue oxidative phosphorylation 
process (ANC,PiC, and UCP) and b) those linked to the metabolism of carbon units 
(DiC, OluC, etc.) [19]. As anexampleof the structure of the six transmembrane helix 
transporters, scheme highlighting theconservedresidues in UCPs is shown in Fig. 1. 

Genetic analysis indícate that there could exist between 35 and 55 protein 
transparters in the cell; all afthem codified by nuclear These camers are inserted 
in theinner membr~e Without a leader sequen ce and do not suffer posttranslational 
modifications. The absence oforthologo1ils proteins in prokaryotes indicates that these 
camers evolvedexclusively ineukaryotes [20-21 J. 

MATRIX 

Ji'igure l. Uncoupling protein structure. The conserved residues along tbe subfamily are 
highlighted. Residues represent tbe possible aminoacids Ínvolved in purine nucleotide ínbibition in 
theputative uncoupling proteinin Y. lipolytica. Tbese residues correspond to R83, R182, R276 
andEI90 in UCPI in brown fat mitochondria: . 
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In .these t~ansporters, the stoichiometry between the number of translocation pores 
an? Untts of SIX transmembrane helices (6TMHT) varies widely, e.g. in cytochrome c 
oXidase there are twelve helices which form three pores; the lactose transporter has one 
pore in twelve helices; by contrast, the mitochondrial carrier family contains one pore 
and only 6 helices, making the members of this family the smaIlest tTansport proteins 
[22). A model of the possible structure of the UCP from Y lipolytica is shown to 
iIlustrate tha tertiary conformation of 6TMHTs (Fig 2). 

Several biophysical and biochemical studies have demonstrated that the functional 
6TMHT unity is a dimer [23]. However, Bamber [24-25] demonstrated that the adenine 
nuc1eotide transporter (ANT) can function as a monomer; if this is correct, the question 
remains about the mechanism by which a monomer can exhibit cooperative kinetics. 

The six transmembrane helix transporters derive from a structure repeated three times 
in tandem. Each of these structures is composed of two transmembrane helices, a matricial 
loop and a small helix in the C-terminus of the loop. Each structural domain contains 
around 100 aminoacids. Between two domains there is a linker loop in the intermembranal 
space, the same as the C and N- terminus ofthe carrier [26] (Figs 1 and 2). 

A 

B 

Figure 2. Tertiary structure of a possible mitochondrial uncoupling protein in r lipolylica .. A) 
Position of the transporter inserted in the inner membrane onentated toward the mtermembJanal 
space (position a). B) 90° view of the same transporter. Modeled in Pdb SWISS model program 

using Adenine nucleotide translocator (ANT) as a template. 
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It i8 believed that the small matricial helices are ínvolved in gating. The N- terminal 
regíon of the transmcmbrane belices 1, 3 ami 5 contain the signature sequenee of the 
mitoehondnal carners: P~X-[D/E]-X-X-[KlR] (Fig 2) [26]. The six transmembrane 
helix transporters have a large pertentage of polar, basíc and aeidic whieh 
result ín a net positive As a result of the positive eharge, these proteins tend to 
transloeate anioniemoleeules [19]. 

5.2. Indueed transition fit 
In the SBGP or single binding gated-pore meehanísm, the substrate-transporter 

interaetionproduees .conformatÍonal ehanges in the protein leading to opening in 
the opposite matrix (m) side. Aeeording to Klingenberg [27-28], the trdnsported 
substrate ístransloeated by a eoneertedmeehanism. That ¡s, the substrate is bound to the 
transloeator at a eytosolic Ce) sidethrough complementary funetional groups. 

In regard to theinduced transition fit model, the same concerted mechanism is 
proposed,although sorne are introdueed: 1) the substrate i8 bound weakly to the 
transporter on the e side, to a conformational changeín the protein whích 
stabílizes binding. 2) binding stabilization leads to the transition state; at mis point gates 
are dosed. 3) the binding energy produces a third eonforma!Íonal change in the protein, 
i.e. opening of the gate at the m si de and allowing the vectorial movement of 
metabolites. 4)The empty carrier retllms to its basal state, ready to receive a seeond 
metabotite. In th.ís process, the rate-limiting step is the retum óf the transporter from an 
m to a e state, beeause the activation .energy for this transition is higher when the 
transporter is empty. This is where homodimers may have a critical role; it would not be 
necessary to rerum to the basal state binding site in eaeh monomer were lying in 
opposite sides of the membrane; when a carrier would bind a substrate fonu the e side 
andthen.loeal conformational in an monomer would produce a eonformational 
change in the othi;:rmonomer, Le. tbis would be a eoncerted mechanism. 

The c:oneertedmechanism model may also explain the difference between 
unidireetÍorial (symporter and uniporter) and bidíreetional (antiporter) transporto Inboth 
nnidireetional meehanisms, an. empty carrier in the m positíon has to overcome a high 
energetie barrier in order to retum to !he initial basal state. For this reason, this kind of 
transperter is used for small metabolites phosphate in phosphate carrier, fatty aeids 
in UCP, pyruvate in PyrC, glutamate in GluC) which produce a minor energetie barrier 
in the. transitionstate. An. antiporter mechanism would use the cOl1eerted homodimer 
mechanism desenbed aboye. . 

lndependently of the mechanism of transport (unídíreetional orbidireetional), the 
same mechanism (jf reaetion is shared: 1) A metabolite interacts with a common binding 
site in the centre ofthe carrier, 2) The metabolite then interacts with residuesin heliees 
2, 4 arid6 at the bottom of the cavity. 3) Sueh interaetion produces a eonformational 
ehange inhelices 1, 3 and 5, leading to opening of fue (possjbly the matricial 
heliees) and to transloeation of the metabolite. The binding sites depend on the kind of 
metabolite being translocated, e.g. a11 the ketoacid transloeators have a consensus 
sequence R-[QHNT]; the aminoaeid translocators present the motif R-[DE]; and the 
adeniilnueleotide tnmsloeators eontain the motif G-[IVLM]. These sequences are used 
to differentíatebétween aminoacids, ketoaeids and adenin nucleotides; a seeond site 
inside th.e protein diseriminates between different aminoacids, . ketoacids or adenín 
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nucleotides (e.g. glutamate vs aspartate; ATP vs ADP). These sequences also explain the 
specíficityof 1nhioitors (e.g., carboxyatractylosíde for ANT) [29]. 

5.3. Inhibitors 
The presence of two basal transloeator .conformations and a low affinity for theÍr 

substrates in these basal states allows the. existence oftwo kínds ofspecific inhibitors for 
antiporters, while there is only one in unidirectional transporters. Inhibitors exhibit a 
cerÚtin chemical sin1ilarity to the substrate, although they have a higher molecular 
wejghí. The Ínhibitor interacts witha greater surface of tbe protein (more contact points 
hetween protein and. inhibitor), thus artiving to more stable binding and freezing of a 
confjguration in tbe translocator. The interaction with the inhibitor releases the energy 
necessary for translocation and produces a non- physiological configuration or abortive 
basalstate. Thisinteractic)ll explainswhy inhibitors affeet only the binding of substrates 
to a transporter and no! the transition state (where the binary complex substrate-protein 
exist)[27J. 

6. Thermodynamics of se.condary transport 
The mitochondríaJ six helixtransporters are secondary translocators (their 

function depends on a gradient prolluced by a primary translocator). Therefore, 
substrateaccumulation depends on the pro ton motive force produced by the respiratory 
chain. . 

energy balarice in equilibrium for the transport of a metabolite from the cis side 
of fue membrane to the trans side coupled to proton motive force can be by 
equation 8, thi8 equation represents tbeaccunmlation ratio ofthe metabolite transported 
Ín a process .depenOent on the protonmotive force. (F or an. extensive treatment see 
Kramerref. [1]): 

AGIo/al = nAp¡.¡. + Aps O ................... . (8) 

.Where L1IlH+ represents fue thermodymunical expression as stated aboye, L1~lS represents 
tbe movement of a metabolite of z down its electrochemical potentía!. Thus, if z 
is 1, we get Eq 9 whereas for a z different to 1 we get Eq 10: Both equations are 
expressed in mV: 

AP
H

+ -2.3RTL1pH (9) 

Aj1s -2.3RTlog a~ +zFL1lf/ ............. . 
a() 

(10) 

Substituting equations 9-1 Ü in equation 8 and solving for the accumulation ratio a: I a~ 
we Eq 11: 

aZ 

log~ nApH -(n+z) ............. 1 

a~ 2.3RT 
(11) 
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This equatian expresses the accumulation ratio for a symport mechanism coupled to 
the movements of n protons. For the spedal case where we have a uniport mechanism,n 
= 0, (Eq 12): 

!!.Ifí log = -7--- •••• , ......................... .. 

a~ - 2.3RT 
(12) 

In theantiport mechanism where the initial and final states are reversed of the 
symport mechanísm, we get by substituting equation 13 and 9 in equatíon 8 and again, 
solvingfor the accumulation ratio we equation 14: 

a' = 2.3RTlog~ zF!!.Ifí ............... . 
a~ 

(13) 

a~ 
10g-1- (11 z) - n!!.pH .......... .. 
a~2.3RT 

(14) 

For the special case of an electroneutral antiporter where n = z: 

log . -nl1pH ................................ .. 
·a¿ (15) 

In surnmary, both for a symport (e.g. the pyruvate canier) or an electrophoretic 
antiporter mechanism the adenine nucleotide translocator), transport are energized 
by both componentsof tbe proton motive force. contrast, for a uniport mechanísm 
(e.g. the uucoupling pIOteín) only the membrane potential is thedriving force,while for 
an electrot\eutral antiporter the phosphate consíderíng phosphate i5 
exchanged for OH') only the proton chemical graq.ient drÍves the accumulation ratio of 
phosphate. . 

6.1. Effect of tbe electric potential on tbe transport of cbarged 
molecules 

As stated above, the proton motive force results from two components: an electric 
charge difference and a proton chemical gradient; bfthese, the electrícfield imposed by 
pIOton pumping is the major contributor. Membrane proteins are a180 influenced by the 
trabsmembranal electric field; these effects are. depictedin equations 4-6. AH the 
transport kinetic mechal1isms must take into accOlmt that metabolite aCCluuulation i8 
regulated not only by substrates,inhibitors. or regulators, but also by the membrane 
potential, which in fact is the larger driving force, But, how does the membrane potential 
produce rheogenic transitions in membrane proteins? There are two possibilíties. The 
first, stated by Slayman and Sanders [30}, establishes that anelectric field may influence 
conformatíonal <;hanges without having to involve bulk movements of tbe protein; 
simplyby moving the field instead of the charge. Thesecond possibility takes into 
account the protein electncal properties (i.e. net charge, charged aminoacids in the well) 
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and could occur by 3 different mechanisms; a) (he positive region in the N-terminus 
could orientate in the field, and then aH helices would suffer conformational changes 
such as shortening or stretching, resulting in modifications of the transport properties of 
the carrier [31] or b) the uneven distribution of native saline bonds in the protein may 
change, c ).or the loss of charge in aminoacid side-chains would modify the partition 
properties ofheJíces. 

6.2. Slippage and leakage 
Equation 4-7 establishes the theoretical substrate accumulation ratio for a given 

translocatof. If the metabolite is moving through a pathway different to the translocator 
under consideration, this is referred as leakage. Metabolites might be transported by 
simple diffusion through the bilayer or through another translocator. For example, the 
pass<\ge ofprotons through a pathway different to the F¡Fo ATPase is considered a 
leakage pathway. Such is the case ofthe uncoupling proteins or the intrinsic penneability 
ofthe inner membrane. 

In contrast to leakage, in slippage al1 transport occurs through the same translocator, 
except that the movement of metabolites in an antiporter is not coupled, or the 
accumulation ratio is dissipated because of translocator modifications such as 
phosphorylation, reorientation, cross linking, etc. 

Both sl.ippage and leakage diminish the efficiency of transport and could be used by 
the celJ as a mechanism to control gradient buildups. It is important to consider that 
equation 4~6 represent the maximum and theoretical steady-state concentration ratio of 
metabolites transported in absence of leakage and slippage which haveto be taken into 
account in a real system [33]. 

7. The adenin nucleotide translocator 
The adenine nuc1eotide translocator (ANT) is the most abundant transporter in most 

kinds of nritochondria (the exception being brown fa! mitochondria). ANT catalyzes the 
electrogenic b:anslocation of ADP and ATP. It was the first nritochondrial carrier 
crystaHized, which represented a great advance in our understanding of mitochondrial 
carriers, in:cItwing the possible tertimy structure of a11 the members of the mitochondrial 
anioníc transporter family. 

ANT, .the phosphate carrier and the uncouplürg protein are linked to energetic 
pro CeS ses. ANT translocates ATP/ADP by an active transport process driven by the 
membrane potentia!. The phosphate carrier cotransports phosphate and OR in a L'..pH 
dependen! fashion. Uncoupling proteins are H+ uniporters which dissipate the proton 
transnlembrane potential but are dependent on the electrical gradient for activity. 

As postulated by the SBOP model, the ANT exhibits two conformations the 
cytoplasmic (c) and the matrix (m) confonna!Íons: The ANT c- confonnation is specific 
for ADP, -while the m- confonnation binds ATP. Also, each confonnation has specific 
inhibitors: the c conforrnation isinhibited by carboxyatractyloside and atractyloside 
while the :i:I:l conformation is sensitive to bongkrekic acid. It has been proposed that both 
kinds of irihibitors compete for their binding sites with the substrate (nuc1eotides). 

Adenin~ nucleotides have more functional groups arid.more flexibility than other 
subtrates [or transport proteins, thus the ANT needs to stabilize both the adenosine 
moiety and the pb,osphate groups. The ANT has a hydrophobic pocket fonned by 0182, 
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1183 and Y1E6, near the bottom of the well where the adenine ring interaets. The 
phosphate groups in ATP/ADP interaet withthree basie residues R79 and R279) 
[30]. ANT share homology and a similar sequence pattem with a second carrier 
involved in phosphorylating effieíency: the uncoupling protein (UCP) [1]. 

8. Uncouplingproteins 
Hibernating marnmals possess a specialized adipose tissue characterized by its 

abtmdance bf blood vesseIs which lend it a dark color. This i8 the brown fat tissue. 
Brown fat tissue 18 rieh in mítoehondria that beeome uncoupled and thus they díssipate 
energy as heat at the expense of ATP production [34-35]. 

BIOwn fat mÍtochondria eontain a pIOtonophorie proteín, the Uneoupling PIOtein 
(UCP). activity of UCP is modlüated both by free fatty aeíds and by purin­
nucleotides (specifie(illy ATP, ADP, GDP and GTP). aeíds are positíve 
modulators,while purin nuc1eotides are negative modulators [35-36]. In order to actívate 
UCPs, fatty aeids nllist have a free carboxyl with a pKa near the physiologieal pH. The 
hydrocarbon chain affeets the of activation .as a result of physieoehemieal effeets 
(low8olubility in water,high pKa); activation efficieney in creases witb the insaturation 
TIllmber,.but tbere i5 a l¡mit given by the length of the hydrocarbonehaín. Aetivation 
strength deereases as chains grow larger tban myristie aeid [37]. 

8.1. Uncollpling protein isoforms 
In human s, there are five UCP isoforms widely distributed in all kinds of tissues: 

UCPlis the mostabundant protein in brown fat mitoehondria; UCP2 i8 present in 
skeletal musc1e and kidney; UCP3 in skeletal mllscle, where(is both. UCP4 and BMCP 
(UCP5) aredetected in brain mito chondri a. The protonophorie mechanism is thOllght to 
be similar in an isoforms; however, theirphysiological functÍon i5 not clear. The only 
isoformwith a consensus function i8 UCPI. 

UCP 1 has a thermogenic role in eold-adapted animal s or dunng hibernation. The 
other isoforms perhapsfunction as proton motive force eontrollers or even might be 
thermogenic. Sllpportingthe the11Í1ogenie .róle of UCPs, there are reports showing a 
higherexpression of mUCP2 in skeletal muscle mÍ!ochondria of eold acclimated 
animals. Besides, UCP1 knoekout animals pIesent obesityphenotypes,suggesting a role 
of UCPI in fatry aeid catabolismo As a .eonsequenceof uneoupling, there i8 a net 
diminutlon iÍl reactive oxygen species (ROS) [38-39]. 

UCP'sfunction as uniporters and it is not the pIOton but the purin nucleotide­
mediated il1hib~tion which has a eooperative behavior. \Vhen eonsidering the induced 
transition fit model (ITF), it isindieated Ihat protons are too small to produce a large 
conformationalchange in thehomodimer [40-41]. 

8.2.Activation by fatty acids 
Two mechanisms have been proposedto explain the meohanistÍe role of fatry acids 

in UCP: In the first one, proposed by Skulachev [42], ionized fatry aeíds are protonated 
in the intermembrane spaee and adsorbed into the inner membrane and are able to flip­
flop. Once in the internal faee of the inner membrane, fatty aeíds are ionized fi'eeing the 
proton lnto the matrix. Then, ionized fatty acids are taken by uneoupling proteins (OI 
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even ANT or tbe dicarboxylate transporter, DiC) and returned to the inner mernbrane 
outer face, where protonate again, eompleting the uncoupling cycle (Fig 3A)I42). 

In the second mechanisrn, a non-ionized fatty acid acts as a cofactor. In the carrier 
well there are many cbarged arninoacids (both acid and basic) that establish a pKa 
gradient thatcan transport a pIOton down a cbernical potentlal; however, a non-íonized 
fatty .acíd acts hke a bridge between the charged side-chains of these aminoacids 
3B). Inboth models both fue free carboxyl protonable group of fatty aeids and a certain 
degree ofhydrophobi()ity provided by the fatty acid hydrocarbon chain are a requisite for 
activation [43-44]. 

The flip-flop m.echanism may be posslble because fatty acids have a high pKa; this 
pKa 1$ lowered when fatty acids interact with mernbranes,allowíng fatty acid to dissolve 
in tbe and perforro a transmembrane movement (flip-flop), and then ionize 
re1easing the . A second property of fátty acids explains tbe stronger uncoupling effect 
of unsaturated fatty acids compared '.Vith saturated fatty acids, namely, transmembrane 
movements are greater with unsaturated acids, probably because tbe membranes 
that contain thcm become more fluid;also, unsaturated fatty acids are more acidic than 
saturated acids [44J. Al! these characteristics are in accordance with the faet that ANT, 
DiC andtJCP unco~lple mitochondria in a fatty acid-dependent way. Also, the low pKa 
of aIkyl sulfonates renders them unable to flip-fl.op and thus unab1e to actívate UCPs; 
however, sulfonales do inhibit fatty acids UCP activation, pIObably by eompeting for the 
same site [43). 

Evidence against the flip-flop model carne from the use of fatty acid analogs which 
cannot perform transmembrane movements and thus activate UCPs. Such is the case of 
(¡)~glucopyranoside palrnitate which cannot flip-flop due to its sugar residue but 
nonethe1ess activates UCPs [45]. In. addition, síte-directed mutagenesís of charged 
aminoacids can abolish H+ transport, which sl.lggests that protons are transpoltefi by a 
pKa and not by a fatty acid [46]. contrast, a recent report by [47J 
. that UCP aetivatíon could be causcd by impuritíes or eVen instability of these 
compounds. In their hands, ahydrophilic palmitate derivative with93% purity is not a 

I\,lATR1X 

Figure 3. UCP Fatty acid-meciiated activatÍon mechanisms. A) Fatty acids as cofactors. B) 
(f1ip-flop) model. FAH and FA represen! a protonated and a íonized fatty acid 

respectively. 



14 Luis Alberto Luévano-Manínez & Salvador Uribe-'Carvajal 

UCP activator and is not sensitive to GDP neither in proteoliposomes nor in bro~1) fat 
mítochondria 

Intheflip-flop mechanism, an anion 18 transported, in accordance with a unipOIter 
thennodynamic model in which only the electric potential is the driving force; besides, 
in must be borne in mind that mitochondrial canjers are thought to be aníon transporters. 
This i8 not impossíble, as other transporters in the family may transport other anions 
such as chloride, nitrate or bromíde [33}. contrast, in the model where arninoacids 
mediate transport, a proton i8 moved across the membrane, i .e. a positive· charge. If the 
flip-flopmodel 1S correct, the thennodynamics .of the process should dependon both the 
chemical. and eleetrical proton gradients. when the pH gradient is abolished by 
nigeriGill.orphosphate [51J, uncoupling by fatty aeids is still observed, which suggests 
ihat, than both proton motive components; the electr1cal potentiaI 18 the only 
driving and protons are the only transported species[35}. 

8.3. lnhibition by purine nucleotides 
Uncoupling proteins and the ANT are theonly transporters !hat bind purine 

nuc1eqtides, Both proteins are only able to bind nou-chelated nucleotides (J.e. nucleotide 
without Mg+2

), as compared with other kinds of nuc1eotide- binding proteins, which 
requir¡e magnesium.With regard.to nuclcotide speciflcity, ANTs are highly specific for 
adenir\e nuc1eotides, whereas UCP bind both adenine and guanine nucleotides. ADP, 
ATP,GOP and GTP árecapable of ínteracting \vith the UCPs, whíle purine mono-
phosphates are poorly boundby these proteins [48]. . 

Mitochondrial carriers have a amount of basíc (2B) and acid (19) resídues 
ínserted intbe transpoprter wel1. Most arginines are inside this well, wbích favours !he 
~inding of purine micJeotides to ? specific site within the weI!. This regíon presents four 
conservedamínoacids: three arginines (R83, R182, and R273) and a glutamic acid 
(E 190). Gluacts as an interaction barrier between the three arginines and acid groups of 
the nucJeotide as a result ofthe formation ofsaline bonds between E190 and R83. Once 
glutamic acid ís proionaied, the phosphate groups in the nuc1eotide are able to interact 
wi!h thesethree arginines, producing a tight complex, where inhibitíon by nucJeotides is 
more important (Fig 4). In a complex where fatty acids have modified the UCP(loose 
conformatíon) there is 110t a complete interactionbetween the nucleotide and charged 
rcsidues,thus it waspl'oposed that tbis interaction is pH [49J (Fig. 4). 

a consequence, it was. proposed that when thennogenesis (and consequently 
lipolysis in brownfat mitochondria) begins, aceU membrane Na+fH+ antiporter is 
acti~ated increasing cytosolic pH [50J. This results .in protonation of !he Glu residue 
within thetransporter well, lowering!he affinity fúr the nucleotide and then allowing the 

·e.nt~ance of a fatty acid and activating the VCP. At the end of lipolysis, the pH 15 
de.creased again (by lowerlng the activity of the antiporter) and the UCP. returns 
tothei inhibited basa.l state. To date however, there is no clear experimental evidence of a 
signíi¡icant lipolysis~mediated inerease in pH. 

ThepH dependence was shown to be important in reconstituted systems, but in 
mitochondria uep activated even in absence of a pH gradient (ilpH is collapsed by 
nigericin )or in extemallybuffered.media.Thus.itis . proposed that the interaction 
betw¿en tbe mitochondriaI transmembrane potential and the abundant polar groups in 

. vep 'could induce ~ loose confornlation reverting the nucleotide-mediated inhibition. As 

-
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a result, when the transmembrane potential is lowered (in state 3, or under limiting 
substrate),the protein would acquire the tight conformatíon necessary to maintain the 
proton motive force; then at high proton motive force (in state 4) the loose confOlmation 
wcmldbe acquired; because both ADP and ATP inhibit UCP to a similar this 
model could explain the activation observed athigh membrane potential, even in the 
presence of nucleotides [51] (Fig. 4) 

TIg-ht bindmg conformation 

Loase binding ronformation 

Figure 4. Inhibitíon mechanism by puríne nucleotídes. Four possíble residues involved in 
Ínteraction between phospbate groups and charged aminoacids of the possible ullcoupling 
in y: lipo~vticQ mitochondria are ShO\Vll. 

8.4. Membralle potential modulation (AlJI) 
Both models of ihe mechanism of action of UCP and its associated acid 

propose that UCP is a uniporter. Therefore, the transmembrane potentíal is the sole 
driving force foro UCP. In Ihe mitúchondrial inner membrane, fhe proton leak mediated 
by FoFI-ATP synthase-independent mechanism exhíbits a non-ohmic behavior, ¡.e. as the 
merhbrane potential rises, the proton basal leak increases and viceversa, at low 
membrane potentials, inner membrane became impermeable to protons [52-53]. In other 
words, the relationship between proton leak and proton motive force is not lineal but 
hyperbolic. This behavior allows protons to permeate the inner membrane, avoiding an 
infinite íncrease in the transmembrane potential (Fig 5). As shown in figure 5, the 
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hyperbola may be divíded in two zones;first, aJow conductance zone is observedat low 
membrane potentials, and a second, high conductance zone is observed at high 
transmembrane potentials. Between these zones, thereis a conductance transition zone. 
In mitochondria wíth a constitutive UCP, fatty acids decrease the values at whích this 
conductance transitíon zone is observed, and as expected, punne nucleotídes increase 
this transition. 

8.5; Uncoupling proteins in non-mammalian mitochondria 
a long time, it was believed that VCPl was a unigue protein, found only in 

mammalians. However, in the early 90's an isofonn in plants named PUMP (for Plant 
Uncouplíng Mitochoudrial.PIOtein) was discovered. PUMP presents the same regulatory 
mechanism as VCPl. Later, four isofonns were discovered in rnammalian tissues. Their 
physiological function i8 still under discussion, possibly, theirrole i8 in pIOton motive 
force control [54}. 

It is known that VCP 1 expression increases during non-shivering thennogenesis 
in anímaJs. In the same. way, in sorne PUMP activity depends on the ripening 
stage. Thíscould be athermogenic rnechanism designed toincrease the metabolicrate of 
the fruit,and perhaps other ofthe plant. The produced heat would enable volatile 
compound disseminatton from both, fruits and flowers. 

In 2000, Vercesi's groupreported the presence of a functional protein similar to 
UCP's in Candida parapsilopsis Subsequently, the:re were reports of this same 
activity in other fungi (Aspergillusjlavus and Candida alb¡cans) [56-571, in arnoeboids: 
(Acanthamoeba castellanii) [58}, inprotozoa: (Plasmodium berghet) [59}, and recently 
we have detected apossible UCP in the oleaginousyeast Yarrowia lipolytic.a. 
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The physiological role of non-mamalian UCP's is unknown. Jarmuszkiewicks [60J 
reports that Acanthamoeba caslellanii cells grown at 4°C exhibited an increased 
expression level of UCP, much as happens in marnmalian tissues. However, this is 
probably not the main function of this UCP, because the protein cOf\centration is too low 
as compared to brown fat mitochondria. AIso, in unicellular organisms, a thermal 
gradient betwcen the cytosol and the extracellular medium is ímpossible to maintain . 

. This same group suggested that the UCP in A castellani is needed to control the 
production of ROS. This was further suggested by the GDP-mediated increase in ROS 
production (Measured as peroxide) while fatty acids deereased the rate of peroxide 
production. Probably this modulation in ROS production could be aconsequence of a 
control exerted by UCP on the proton motive force. Additionally, it has been proposed 
tbat ROS control i8 thephysiological role ofUCPs in lower eukaryotes when the energy 
eharge andpTaton motive force are high [61J. 

UCPs modulate ROS produetion pIObably through a contIOlled uncoupling of 
the respiratorychaín. It is known that ROS produetion inereases at high pIOton 
motive force. ROS productíon is dependent of complex III, but it deereases when 
UCP is activated. In these conditions, UCPs produce an uncoupling which i8 híghly 
regulated by A\¡t and purine nuc1eotides. An interesting feature ofmitochondria from 
organisms other than mammalians is the interaction· between two dissipating 
mcchanisms: the recently characterized UCP in unicellular organisms and an 
alternative oxidase (AOX). This interaction is welI . characterized in plant 
mitochondria: UCP acts in a ,different ripening stage than AOX [62J. The sequential 
mephanism lS mediated by fatty acids which actívate uep at the same time as they 
inhibít pIObably by competition with ubiquinolin.the active site of AOX 
however, the. mechanism of this competition is stíll unknown. In unicellular 
organisms thepossible interaction of UCP and AOX is still under discussÍon. A 
recent repovt shows that in plants the expression leve! of both proteins varies with 
the growth stage. However, in plants the AOX activity ls poorIy ínhibited by fatty 
acids, opening the possibility that UCP and AOX are simultaneously active. In our 
group we have seen that in mitochondria from Yarrowia lipolytica both UCP and 
Aox are present, but linoleicacid inhibits AOX. while itactivates UCP, 
that this yeast may be capable oí using both energy dissipatÍng mechanisms at 
different growÍng stages, much like plants do. In Y lipolytica, fatty acids are good 
candidates to regulate AOX due to their high concentration in this "oleaginous" 
organism. Whether this is a general featme of hígh energy-containing cells (fruits, 
seeds, oleaginous yeast) is a11 interestíng possibility [63-67]. 

. PhylogeneticalIy, there is no consenSllS on how the UCP family evolved. 
UCP gene sequences from the invertebrates D. discodeum, D. mt;¡W""1'UStt;f 

y A. castellanii, Jezek proposed that uniceHuIar arid plant UCPs are evolutivc 
ancestors of mammalian UCP's. In aIl these sequen ces there are conserved regions 
similar to the mammalian UCP4. A second possíbility pIOposed bySokolova ls that 

isthe evolutive ancestor. Th15 conc1usion wasdrawn from comparing the five 
UC;:P isoforms to the oyster protein;however, the, alignment ls límited to this 
species, without taking into account other invertebrate or unicellular isoforms [61-



18 Luis Alberto Luévano-Mal1Ínez & Salvador Uribe-Carvajal 

9. Concluding remarks 
Mítochondrial six- transmembrane segments transport proteíns arose from an 

ancestral protein from whích the mitochondrial carner familiy evolved. The eukaryotic 
cell takes these carriers as an evolutiveadaptation for transport of metabolítes through 
mitochondria.In this family, uncouplíng protein 1 (UCPI) was believed to be a further 
adaptation for non-shivering thermogenesis. With the recent discovery ofUCPl analogs 
in plant and unicellular mitochondna the hypothesis of exclusive dístribution in brown 
fat. mitochondria of UCPwas tom down. UCPsare broadly dístnbuted in eukaryotic 
kingdóms, however, theirpossible functíon is far fromheing established, Maybe their 
real function is to control the phosphorylating efficiency, but, other possibilities are 
beingconsidered (such as the themlOgenic role cif VCPl), representing an unresolved 
paradigm inbioenergetics. 
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Debaryomyces hansenii is considered 
amarine Sea water contains 0.6 M NaT and 
10 mt'vfK+; these cations permeate iuto the cytoplasm of D. 
hansenii where proteins ánd organelles have to adaptto 
high salt conceutrations_ The effect of high concentrations 
of mOl'lovalent and divalent cations on isolated mitochon­
dria frornD. hansenii was exp!ored. As in S. cerev"isiae, 
these rnitochondria underwent a phosphate-sensitive per­
meabilitytransition (PT) which was inhibited by Ca2+ or 
Mg2+. However, D. hansenii mitochondria require higher 
phosphate concentrations to inhibit PT. In to K+ and 
Na +, and' at variance with mitochondIia frorn a11 ofuer 
sources known, these monovalent catíons prornotedclosure 
of fue putative mitochondrial unspecific cha:tinel. This was 
evidenéed by the K+/Na+-ptomoted increase in: respiratory 
control, transrnernbrane potential and of ATP. PT 
was equal1y sensitive to either Na -j- or .In the presence of 
propyl~gallate PT was still observed while in the presence . 
of cyanide the alternative pathway was not active enough to 
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generate a fliJ! due to a low AOX actívíty. In D.hansenii 
mitochondria K-t- and Na+ optirnize oxidative phosphoryla­
tion, providing an explanation for the higher growth 
efficíency in saline environrnents exhibited this yeast. 

Keywords Branched respíratory chain . Divalent catíons· 
Monovalent cations . Debmyomyces hansenii . 
Isolated rnitochondria . Perrneability transition 

Introduction 

Debaryomyces hansenii is nonnally found among the 
microorganisms populating sea waters andother habitats 
with low water activity where lts halotolerance is an 
advantage (Norlrran8 1966; Norlrrans and Kylín 1969). 
.This yeast has found diverse bíotechnological applications 
in recent years, such as productíon ofdairy products and of 
Iytic enzyrnes of cornrnercial ¡nterest and flarrns 
2006). In cheese rnanufacturing, D. hansenii i8 a choice for 
starter cultures as it catalyzes proteolysis and lipolysis 
without ferrnenting sugars (Fadda et aL 2004). This yeast i5 
also attractive for study due to its ability to grow .under 
extreme conditions such as very low ternperatures (Norkrans 
1966), widely different pHs (Norkrans 1966; Hobot and 
Jennings 1981) and high salt concentrations (Norkrans 1966, 
Norkrans and Kylin 1969; Prista et al. 2005; Ramos 2006). 
The genorne of D- hansenii was reported by the génolevure 
project (Shennan et aL 2004). 

At least part of fue halotolerance of D. lUlJ1senii may be 
due to its potent monovalent cation transporters, present 
both in the plasma membrane (Hobot and Jennings.1981; 
Prista et al. 1997; Tho:mé-Ortiz el aL 1998) and .in the 
vacuole (Montie\ and Rarnos 2007). However, its proteins 
and enzyrnes have to be resistant to salts, because in fue 
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presence ofhigh (0.5-].0 M) external NaCl the cytoplasmic 
eoncentratiohs of monovalent cations (Na + and K+) reaeh 
t,he hundred mM range (Gónzalez-Hernández et aL 2004). 
Given the choice, D. hansenü aeeumulates KCI instead of 
NaCl(Norkrans and Kylin 1969; Thomé-Ortiz et al. 1998) 
butboth eations seem to have the same effects on D. 
hanseníi, e.g. the expressíon oI NADP-glutamate dehydro­
genase anO glutamine synthetase is modified by either Na + 
OI this regulation has not been observed in Saccharo­
myces cerevisiae (Alba-Lois et aL 2004). The Na+/K' effect 
provídesan explanation for the inerease in biomass 
obtained when D. hansenii ís grown in the presence of 
hígh salt concentrations (Prista et aL 1997) and fuels the 
notion that D. hansenii ¡s halophílíc and not just osmoto­
lerant (GónzaJez-Hernández et al. 2004). 

In the cytoplasm of D. hansenii, enzymes are not the 
only structures exposed to hígh salts. OrganeIles also have 
to deaI with coneentratíons around 0.4 M NaCl/KCI (Neves 
et aL 1997; .GonzáIez-Hernández et al. 2004). Thus, it 
would be interesting to analyze the physiology and salt 
adaptability of each organelle. To do this, we deeíded to 
characterize tbe effeet of high salt eoncentrations on the 
isoli:tted mítochondria from D. hansenii. \Ve theorized that 
the rnitochondrial adaptation to high salt coneentrations 
would have to in elude stlict regulation oI cation perme­
abilíty; otherwise, an eJeetrophoretíe eyeling of the mono­
valentcation aeross the inner mitochondrial membrane 
would result in the depletion of the transmembrane 
potential (.6. W) and in uneoupling (Garlid 1988). lndeed, 
in mitochondria isolatedfrom the yeast S. cerevisiae 
addition of increasing concentrations of K' or Nat in the 
presence of low phosphate reslllts in depletion of the 1'> W 
and a deerease in the synthesis of ATP (Castrejón et al. 
J 997). By eontrast,at high phosphate coneentrations 
monovalent eations do not affeet the .6. W, and in these 
condítions a Mg2

+ - and quinine-sensitive uptake of 86Rb ~ is 
observed (Castrejón et al. 2002). 

The penneability transition (PT) oecurs when a large 
mÍtoehondlial unspecific channel (MUC) opens in the inner 
mitochondrial membrane allowíng ions to f10wfreely ¡nto 
and out from the matríx depleting chemical and electrical 
gradients (Bemardi et aL 1994; Zoratti and Szabo 1995). 
The most studiedMUCs are those from mammalians and 
from S .. cerevisíae (1vlanon et al. 1998). The mammalian 
MUC is open by Ca2

+ in the presence of high phosphate 
and 18 elosed by ATP and the cyclophylin-D inhibitor 
eyclosporine-A (Halestrap and Davidson 1990). In S. 
cerevisiae mitochondria, both phosphate (Guérin et aL 
1994) and Ca2

+ (pérez-Vázquez et aL 2003) prevent the 
PT. Thus, it was of interest to determine whether Ca2

+ 

opens or closes the D. hansenii MUe 111e stmcture, 
properties and regulating faetors ofthe MUCs vary between 
different specíes(Pavlovskaya et al. 2007; Bmstovetskyet 
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al. 2002; Kusano et al. 2009). However, an organelle 
normal1y exposed to high monovalent cation concentrations 
should be able to bloek its own conduetance to the salts 
found in high concentratíons, 

The mitochondria trom at leas! two salinity-adapted 
yeast species, Endomyces magnusíi and Yarrowia lip­
olytica, do not seem to undergo PT unless a high 
concentration of plus the Ca2

+ ionophore ETH129 
are added (Deryabina et al. 2004; Kovaleva et al. 2009). 

\Ve charaeterized the PT in isolated mitochondria from 
D. hansenii. \Ve detected aMUC whieh exhibits a 
sensitivity to Ca2+ and Mg2+ whieh was similar to the S. 
cerevisiae ehanneL AIso, the D. hansenii MUC was closed 
by phosphate, although athigher coneentrations than the S. 
cerevisiae channeL In addition, we observed that this 
channel was different to the MUCs from S. cerevisiae, 
plants or mammalians, in that it was regulated by 
monovalent cations, Le. increasing concentrations of Na' 
or K+ c10sed the D. hansenii mitochondrial channeL It is 
becoming increasingly evídent that the physiological role 
and the control mechanisms of mitochondrial unspeeific 
channels may be different depending of the speeies under 
study. 

Materials and metbods 

Chemícals 

AH chemieals were reagent grade. Sorbitol, Trizma':ID base, 
maleie acid, pymvic acid, malie acid, NADH, NADP, 
antlfoam emulsion, ADP, safranine-O ,hexokinase and 
bOvine semm albumin (BSA) type V were from Sigma 
Chem Co. (St Louis, MO). Lyophilyzed glueose-6-
phosphate dehydrogenase was from Boerhinger-Manheim. 

Yeast strains The yeast Debaryomyces hanseniistrain 
Y7426 (US Dept. of Agriculture) was used throughout this 
work. The strain was maintaíned in Na-YPGal (1 % yeast 
extraet, 2% bacto-peptone, 2% galactose, 1 M NaCI and 2% 
baeto-agar) plate cultmes. 

Yeast growth media for mitochondriaJ isolation 

Cells were grown as follows: three 100 mL pre-cultures 
were preparedimrnersing a loophole ofyeast ¡nto 100 mL 
of Na-YPLae (1% yeast extraet, 2% bacto-peptone, 2% 
lactate, pH 5.5 adjusted wíth NaOH plus NaCl to reach a 
final 0.6 M Na+ concentratíon). Antifoam ernulsion 50jlLIL 
was added to the medium. Flasks were illeubated for 36 
hours under eontinuous agitation in an orbital shaker at 
250 rpm in a constant-temperature room (30QC). Then, 
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each 100 mL flask was used to inoculate 750 mL of fresh 
medium. Incubation was continued for 24 h under the same 
conditions. At a final optical density of 1.6-2.0, the culture 
was in the mid to late logarithmic growth phase; the cells 
were harvested at this stage, before they became resistant to 
dislUption. 

ls01ation of coupled mitochondria from Debaryomyces 
hansenii 

D. hansenii cells were collected and washed by centrifuga­
tion and suspended in distilIed water. Afler a second 
celltrifugatiorl., the cells were suspended in ice-cold isolating 
medium containing 1 M sorbitol, 10 nil\1 maleate, 0.2% 
bovine selUID albumin, pH 6.8 (Tris). The cells were poured 
into a Bead-Beater 300 mL flask containing 70% v/v O.5-mm­
diameter glass beads. The container was introduced in an ice­
jacketedchamber and cells were subjected to four 20 s pulses 
at 2 min intervals. homogenization, mitochondria were 
isolated by differential centrifugation following a protocol 
described for S. cerevisiae mitochondria (Peña et al. 1977). 
The fmal mitochondrial pellet was resuspended in 500 flL 
Íce-cold isolation medium. 

Some details on the isolation of mitochondria seem 
pertinent as the procedme i5 slightly different to the usual 
procedur~s (UIibe et al. 1985). Sorbitol was deÍonized 
before. USe (Averet et al. 1998). Osmolarity was 1 OsM; 
lower osmolaritíes resulted in uncoupled mitochondria. The 
same osmolarity was used during aU experiments. We did 
not use zymoJyase and/or Iyticase to disrupt themembrane 
dne to the fápid inactivation of mitoehondria that ensues 

the isolation proeedure. lnstead, we used a Bead­
Beater with ,a large amount (70% v/v) of beads. The 
speed of the Bead"Beater was maintained at half maximum 
by means ofa rheostat, to avoid disruption and Ullcoupling 
of mitochomlria. 

Protein· quantification 

The concentration of mitochondrial protein was determined 
by the biuret method (Gomal et al. 1949). Optical 
absorbance:;vas determined at 540 nm in a Beckman DU-
50 spectrophotometer. Ptotein was determined BSA 
as a standard. 

Oxygen consumption 

The Tate of oxygen· consumption was measnred in the 
resting state (State IV) and in the phosphorylating state 
(State III), using an YSI-5300 Oxygraph equipped with a 
Clark-Type·e1ectrode (Yellow Springs Instruments Inc. OH) 
interfaced to <l chart recorder. The reaction vessel was a 
water-jacketed chamber maintained at 30°C. Mitochondria, 
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0.5 mg protein·(mLfl. The reaction mixture was I M 
sorbitol, 10 mM maleate, pH 6.8 (Tris); 10 mM pyruvate­
malate was addcd as a substrate. Final volume was J.5 mL. 
The concentrations of phosphate (Pi) and K+ used are 
indicated in the legends of each illustration. Stock solutions 
were 2 M KCl or NaCl and 1 or 0.1 M phosphate buffer pH 
6.8 (Tris). 

Transmembrane potential (L1 \]:1) 

The transmembranal potential was determined using 
safranine-O, folIowing the aosorbance cha¡1ges at 511-
533 nm in a DW2000 Aminco spectrophotometer in dual­
wave1ength mode (Akerman and Wikstr5m 1976). We used 
a tlnal concentration ofO.5 mgprotein/mL ofmítochondria. 
Yeast mitochondria were assayed in the respiration medium 
plus ID ¡..tM safranine-O.The concentrations of K+ and Pi 
are indicated lmder each figure. Where indicated,the 
uncoupler p-chloromethoxycarbony1cyanide phenylhydra­
zone (CCCP) was added to a final concentration of 5 ¡..tM. 

ATP synthesis 

An enzyme--coupled assay system containing 162.5 ¡..tglmL 
hexokinase, 2 V/mL glucose-6-phosphate dehydrogenase, 
20 ¡Mi IAniI\i NADP+, 200 ¡J.l\1 MgCh and 
10 rol"! pyruvate-malate, was used to measure the rate of ATP 
synthesis. The reaction wasstarted by adding 200 flM ADP. 
The reduction of NADP+ was followed in a DW2C Amincoi 
Olis spectrophotometer in dual mode at 340-390 nm (Cortés 
et al. 2000). The NADPf[ extinction coefficient used was 
6.22 x 103 (M·cmf 1. lne lyophilized enzymes were sus­
pended prior to each experiment as. follows:· hexokinase was 
suspended in water to 13 mglmL and glucose-6-phosphate 
dehydrogenase was suspended in. a 5 mM citrdte bufter pH 7 
to a final concentration of 200 U/mL Oligomycin (lO ¡..tglmg 
prot) was used to determine the basal ATP synthesis; which 
was subtracted from the experimental data. TIle concentra~ 
tions of Pi are indicated in the to the figure. 

Results and discussion 

In D. hansenii mitochondria oxygen consumption 
is coupled by phosphate and by monovalent eations 

In an cases, the isolated mitochondria from D. hansenii 
exhibited the same sensitivity to KCl 01' NaCl. Thus, we are 
presenting mainly the results obtained with KCI. Wechose 
to show the K+ effect because in the presence ofboth 
cations D. hansenii prefers to concentrate ,faster and 
with more affinity than Na+ (Thomé-Ortiz etal. 1998; 
González-Hemández et al. 2004). The isolated mitochon-
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dria from D. hansenii exhibited a slow rate bf oxygen 
consumption both in state IV and in state 1Il, suggesting that 
the respiratmy chain needed the presence of a monovalent 
cationin order to work atfull speed (TabIe 1). The role of K+ 
as an activator: of the respirato!)' ehain of mitochondria from 
jeast (Uribeet aL 1991) and mammalians (peña et al. ]964; 
Góinez-Puyou et aL 1969; Gómez-Puyou and Tuena de 
Gómez Puyou 1977) has been described, The respiratory 
con1rol (RC) is a measure of the 'integrity' of mitochondria 
preparation and coupling efficiency between the respiratory 
chain and theF¡Fo-ATP synthase (Nicholls and Ferguson 
2001). In D. hansenii it was observed that at 0.4 mM Pi 
mitoehonmia were uneoupled as evidenced by a RC of LO 
(Table l). Then, addítion of different coneen1rations of K+ 
led to higher Tates. of oxygen eonsumptíon and to an 
increased RC (TabIel) as follows: At O to 20 rn1v1 K+, RC 
was 1.0. However, at 50 mM K+ Re was 1.33 and increased 
to 1.73 at the maximum K' concentration tested (75 mM) 
(TabIe 1). When the phosphate eoneentratíon was.raised to 
4.0 mM, the Tates of oxygen eonsumption weTe higheT 
(TabIe 1) and a Re of 1.27 was observed in the absence of 
K+ (Table 1). The,n, as different K' concentrations were 
added, the RC increased suehthat at 75 mM , RC=2.29 
(Table 1). In the presence of 10 mM Pi,the rates of oxygen 
eonsumption weTe similar to those obtained at 4 mM Pi 
(TabIe 1) and the Re was 2.14 in the absence of ,and 
increasedonIy slightly at the eoncentrations tested 
(TahIe i.e. 10 mMPiclosed the channel without 
Even though Pi has the same coupling etIect in D. hansenii 
mitochondria as in those from S. cerevisiae (Manon and 
Guérin 1997), the D. hansenií organelles need ten times 
more Pi to close the unspeeific channel. In isolated 
mitoehondria from S. cerevisiae (Gutiérrez-Aguilar et al. 
2010) or mammalians (Leung and Hales1rap 2008) the Pi site 
has been located in the ÍTIneT membrane and it has been 
tentatively identified as the phosphate earrier. 

j Bioenerg Bíomembr (2010) 42:11-19 

In D. hansenii mítochondria, opening of a Pi/K+-sensitive 
unspecific channel results in depletion of the 
transmembrane potential (l!. ilJ) 

The oxygen eonsumption data suggested that there is a 
MUe in D. hallsenii. Another yeast species, S cerevísiae 
eontains a MUe which 18 closed by 1-2 mM phosphate 
(Manon and Guérin 1997). 11ms, in aTder to further explore 
the sensítivity of the putative MUC from D. hansenii 
mitochondria to Pi, the electrie transmembrane potentíal 
el!. ilJ) was measured in tbe presenee of OA, 4.0 and 10 niM 
Pi (Fig. l). At OA m1vl Pi, the l!.w was low and unstable 
(Fíg. trace a). Then in the presence of 4.0 mM Pi the 
l!.W became higher and gained stability (Fig. lb, trace a) 
and it Teaehed a high, stable l!.w at 10 mM Pi (Fig. 1 e, 
tTace a) OT higher (Result not shown). These results 
suggested that D. hansenii contain a permeability transi­
tíon pore similaT to that observed in S. cerevisíae 
mitochondría, although the organelle from D. hansenii 
requires a higheT Pi concentratíon to close. The oxygen 
eonsumption effects reported in TabIe 1 a1so suggested 
that Pi and monova!ent cations exhibít synergistic effects. 
Thus, to furtherexplore the monovalent cation effect, the 
l!.w was measured at eaeh of the Pi coneentrations tested 
and in the presenee of ineTeasing . At OA mM Pi wheJe 
the l!.w was unstable, increasing concentrations of K+ 
resulted in higher, more stable 4 ilJ, indicating that at the 
low Pi concentrations the monovalent cation aided to seaJ 
the unspeeifie channel 1 a, traces b to At 4 mM Pi, 
the l!. ijJ was low. in the absence of K~ and inereased with K+ 
concentrations. This result probably indicates that Pi was 
able to partially close the ehamlel, although K+ was stí1l 
needed to achieve full closure (Fig. 1 b). At 10 mM Pi, the 
highest eoncentration tested, MUC was completely c10sed 
and the monovalent cation . did not have furtheT eftects 
(Fig. I c). 

Table 1 Effect of phosphate (Pi) and K' on thc rate of oxygen consumption and respíratory control of iso1ated mitochondria from Debaryomyces 
hanseníi 

OA mM Pi 4.0 mM Pi 10.0 mM Pi 

[K+] (IlL'\1) IV III RC IV III RC IV III RC 

O 75±6 75.0±6 1.0 130±9 165±8 1.27 129±6 277±9 2.14 

10 79±3 79.0±3 1.0 127 ± 10 191 ± 13 1.51 127±6 273 ± 14 2.16 

20 79±3 79.0±3 1.0 J28±8 220 16 1.72 129±6 281 ± 12 2.18 

50 127±3 168±5 1.33 122 6 249±4 2.05 124±5 285±3 2.31 

75 127±3 219 ± 1 1.73 114±9 261 ± 9 2.29 . 131 ± 7 293±5 2.24 

The rates of oxygen consumption in resting state (IV) and phosphorylating state (IlI) are in natg02(min'mg protfl . The respíratory 
control (RC) 15 the III/IV quotient. Reaction mixture: 1 Msorbílol, 10 mM maleate, pH 6.8 The subtrate was always 10 mM pyruvate-
maJate. Three different phosphate' (Pi) coneentrations and five different KCI concentratíons were used as indieated. State III was initiated by 
adding 500!lM ADP. Mítoehondria 0.5 mg prot'(rnL)-J . Temp 30°C, filial vol 1.5 mL. Data from 3 different "XP"llIJ[¡t:JI'L>· 
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Fíg . .I Effect ofK + and phosphate on the transmembrane potentíal (t:.'l') 
of isolated mitochondría from D. hansenií. Reaction mixture as in Table 1 
except; 10 flMsafrallÍne-O was added. Final vol. 2 mL; room temperature. 
Pi colJcentratíons Wete A 0.4 mM; B 4.0 .ml>1 and e 10.0 fiLM. K+ 
concentrdtiolls wete: a, O; b, lOmi\1.; c, 20 llli'v1; d, 50 mM: e, 75 mM. 
\l/henil illdicaled,mitochondría (M) 0.5 mg prot (mIr l and CCCP 
5 ~M were added. Reptesentative traces from tl1ree independent 
experíments 

111e Ll \ji sensitivity to monovalent cations 
does not discriminate betweell Na + or 
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TIle possibilíty that K";' OI Na + exhibíted different effects was 
explorcd by measuríng the Ll \ji in the presence of three 
different cation eoncclltrations and in the presence ofOA mM 
Pi. In the absence of catiolls (Fig. 2 trace a), no ¡ncrease in 
Ll\ji was observed. In the presence ofl8.75:m1v1 NaT (Fig. 2 
trace b) or (Fig. 2 trace e), a partíal Ll W was observed. 
Thell, at 37.5 nirvl mOllovalent cation, the Ll W íncreased to a 
higher extent regardless of whether the cation was Na + 

(Fig; 2 trace d), (Fig. 2 traee e), or a mixture of 
18.75 mM NaT plus 18.75 mM K+ (Fig. 2 trace f). At 75 mM 
mOllovalent cation, a still higher Ll W was obtained, which 
again was the same regardless of whether thc eation was Na + 

2 trace g), (Fig. 2 trace h) or a mixture of 37.5:m1v1 
Na"" plus 37.5 K+ (Fig. 2 trace í). Thus, the opening of the 
MUC seemed to be equally sensitive to Na + or to K+ 

The mitochondrial permeability transítion results 
in decreased synthesis of ATP 

In D. hansenií mitochondria, PT was triggered by Iowering 
Pi or and resulted in lower CR alld decreased 
leadillg us to propose that oxidative phosphorylation might 
be optimized in the presence of increasing cOllcentrations of 
Pi and KT

• \\lhen we tested the synthesís ofATP at three 
different Pi concentrations and in the presence of different 
concentrations of K', we observed that the rate of synthesis 
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Fig. 2 Effect of Na+ and K+ mixtures on ¡he transmembrane 
potentia1 (~'l') of isolated mitochondria from D. hansenii. Reactíon 
mixture as in t'ig. L Final volume 2 mL; room temperatme.O.4mM 
Pi. Na+ amllor K+ concentrationswere: a, O; b, 18.751lh\1 Na+;c. 
18.75 mM K+; d, 37.5 1ll..c'v1 Na+;18.75 mM Na+ plus 18.75 mM K+; 
e, f, 37.5 mM K+; g, 37.5rru'v1 Na+ plus 37.5 mMK+; h, 75 mM Na+; i, 
75 mM K+. Where indicated, mitochondria (M) 0.5 mg prot (mlr1 and 
CCCP 5 ~'v1 were added. Representative traces from three independent 
experiments 
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of ATP increased proportionally ro Pi andJor K+, at 
0.4 mM Pi a slow rate of ATP synthesis was observed 
which increased as the K+ concentration was raised (Fig. 
At 4 mM Pi higher ra:tes 01' ATP synthesis were obtained 
and a slight optimization 01' thisrate by K+ was still 
observed (Fig 3). At the highest concentration of Pi tested, 
a hígh rate of synthesis of ATP was observed which was not 
further increasedby the presence ofdif1'erent concentrations 
ofK+. Thus, fue effect on the synthesis of ATP provide 
further support to the notion that there i8 an unspedfic 
channel in D. hansenii mitochondria which ls closed by 
highconcentrations of Pi and by interrnediate concentra­
tions 01' monovalent cations. 

The D. hansenii MUC is regulated by Ca2+ and by 

Divalent cations modulate the opening 01' the MUC 
from different species. However, the effects are opposite 
as in mammalians Ca2

+ opens the MUC (Halestrap and 
Davidson 1990) while in S. cerevisiae Ca2

-'- closes the 
MUC (Pérez-Vázquez et al. 2003) probably acting at the 
level 01' the porine .(Gutiérrez-Aguilaret al. 2007). By 
contrast, Mg2

+ seems to close aIl knoWn MUCs (Bemardí 
1999; Kowaltowski et al. 1998; Pérez-V ázquez el al. 
20(3). Thus, we decided tocharacterize the effects ofCa2

+ 

and Mg2T on the D. '1! in the presence of OA mM Pi. In the 
absence of cations (Fig. 4atrace a; Fig. 4b trace a), a low 
D. '1! was observed. In the presence of increasing Ca2+ 
concentrations, D. '1! increased (Fig. 4a traces a-f); reaching 
a maximurn at 1 mM . [Ca +2] aboye 1 mM did not 
promote further changes in Ll '1! (data not shown). In regard 
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Fig. 3 Effect of K+ aOO phosphate on the rate of ATP synthesis 
mediated byisolated mitochondria from D. hansenii. Experimental 
condítions as in Table 1, 200 JlM ADP. In addítíon, an enzyme coupled 
ATP assay system was included: 200 ¡L\1 MgClz, 20 mM glucose, 
1.4 mM NAt)P+, hexokinase 162.5 IJ.gimL and glucose-6cphosphate 
<:lehydrogenase 2 {)lmL. Pi concentrations were: 0.4 ml\1 (0),4.0 llli\c1 
(.)and 10.0 mM (.). The reaction was initíated with 200 t1..\1 ADP. 
Each poínt is the mean of four independent experiments± 3D 
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Fíg. 4 Effect of divalent carÍons on the transmembrane potential 
(él. \Ir) of isolated mÍlochondriafrom D. hansenü. Reaction mixture as 
Ín Fig. 2, Pi concentration was 0.4 A: Differcnt 
concentrdtions were: a, O; b, 100 JlM 200 .tlM ea2+; d, 
500 Jl.l\-1 Ca2+; e, 750 JlM Ca2+; f, 1 mM . B: Different Mg2+ 

concentrations were: a, O; b, 100 Jl!v[ Mg2é
• 200 ¡.¡.M Mg2+; d, 

500 ¡lM , e, 1 mM Mg2+; f, 2 mM , g, 5 mlVI Mg2+; h, 
10 mM . 'Nnere indicated, mitochondria.(M) 0.5 mg prol (ml)-l 
and CCCP 5 JlM. Representatíve traces from three independent 
experiments 

to Mg2+, 100 ¡,LM and 200 ¡,LM resulted in a partí al increase 
¡nD. '1! (Fig. 4b, traces a,b). At Mg2

+ 500 ¡,LM and 1 mM, D. '1! 
was increased to a value near the maxÍmurn obtainable 
(Fig. 4b, traces. d,e). At and above 21111VI Mg2+ themaxÍmurn 
Ll '1! was obtained (Fig. 4b, traces f,g,h). These results sl.lggest 
that both divalent catÍons closed the MUC from D. hansenii, 
but this c10sure was promoted at lower [Ca2+] than [Mg2+]. 

Selectíve inhibitíon of each oxidase and íts effect on PT 

In D. hansenii mitochondria there are two terminal 
oxidases. In addition to cytochrome oxidase (COX), there 
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is an altemative oxidase (AOX) (Veiga et al. 2003). The 
presence of AOX allowed us to explore whether PT might 
depend on whether electrons were accepted by COX or 
AOX. Oxygen consumption experiments were conducted in 
the presence of cyanide (to block COX) or propyl-galIate 
(to block AOX) (Table 2). The rate of oxygen consumption 
was measured in state IVand in state III. In the presence of 
cyanide the rate of oxygen consumption was about one 
third of thenon-inhibited rate (shown in Table 1), although 
increasing concentrations of K+ did promote an increase in 
the rate of oxygen consumption both in sta te IV and state 
1II, such that the CR remained low (Table 2). This effect 
suggests that under our conditions AOX expression was 
low and thus the lack of pro ton pumping activity by the 
blocked complexes III and IV failed to establish a high 
protonmotive force. By contrast, when AOX was blocked, 
the effect ofK+ on fue rate of oxygen consumption did lead 
to an increase in RC (Table 1) to a similar extent as the 
increase obtained in the absence of propyl-gallate (see 
Table 1), indicating that in the absence of the (low) AOX 
activity PT still occurred. 

The possible physiological meaning of the unusual 
sensitivity to monovalent cations observed in the D. 
hansenii MUC 

The monovalent cation-mediated prevention of opening of 
the D. hansenii MUC has not been detected in mitochon­
dría from any other species studied so far. It had always 
been considered that the permeability to these ions had to 
be closely controUed.in order to avoid a recycling of the 
cation following a uniport mechanism for uptake and a H+ 
antiport mechanism for export that would result in 
depletion of the electrical gradient and the consequent 
mitochondrial uncoupling and loss of ATP synthesis (Garlid 
1988; Castrejón et al. 1997). This monovalent cation­
mediated coupling makes sense when it is considered that 

Table 2 Effect of cyanide and propyl-gallate on the rate of oxygen 
consumption and respiratory control of isolated mitochondria from 
Debmyomyces hansen;¡ 

Cyanide Propyl Gallate 

1\I RC IV m RC 

o 18±0.7 19±0.8 1.02 145±9 162± 11 1.12 

10 24.7±OA 26.8± 1.2 1.08 151± 5 193± 10 1.27 

20 25.5±0.3 26.8±0.3 1.05 136±3 203±4 1.50 

50 28.6± 1.7 29.7± 2 1.04 144±5 221 ± 7 1.53 

75 34±6 36±8 1.06 138±8 240± 13 1.73 

Experimental conditions and data as in Table 1 except 100 ¡.tM 
Cyanide or 25 ¡.tM propyI gallate were indicated. Data from 4-5 
independent experiments. 
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in situ, D. hansenii mitochondria are exposed to high K+ or 
Na + concentrations. It should be noted that the monovalent 
cation-promoted increase in the efficiency of the oxidative 
phosphorylation by D. hansenii mitochondria may explain, 
at least partially the in crease in the growth rate of the D. 
hansenii cells when these are exposed to high concen­
trations of monovalent cations (González-Hemández et al. 
2004; Sánchez et al. 2008). 

As more mitochondria are isolated from different 
species, it is becoming obvious that these organelles are 
evolving together with the cell toadapt to the environment. 
As a result, there are variations in the protein composition 
of the organelle, e.g. the proteins in the respiratory chain 
vary widely specialIy in species with branched respiratOly 
chains. It is noteworthy that the components of the 
respiratory chain do not seem to vary at random, e.g., from 
21 yeast species anatyzed, 12 contain both an altemative 
oxidase and complex I (Veiga et al. 2003), while there is 
only one species, Pichia anomala, that contains an 
altemative oxidase but no complex 1 (Nosek and Fukuhara 
1994). 

The effectors regulating the activity of the mitochondrial 
unspecific channels from different species may vary widely. 
In many cases, a given molecule has opposite effects in 
MUCs from different species (Manon and Guérin 1998). 
This could be an indication of the different functions the 
MUC might have depending on the species. The mamma­
lían MUC, widely known as the permeability transition 
pore (PTP) and the S. cerevisiae MUC (YMUC) are the 
best characterized systems. Both channels have a molecule 
cutoff size of 1.5 kDa (Zoratti and Szabó 1995; Jung et al. 
1997) and sorne cations such as Mg2

+ and alkylamines 
close both MUes (Chávez et al. 2000; Castrejón et al. 
2002; Pérez-Vázquez et al. 2003). Here we demonstrated 
that the D. hansenii MUC is also closed by Mg2

+. 

Differences in sensitivity for MUCs from different species 
to cyclosporin A (CsA) have been reported (Tanveer et al. 
1996; Jung et al. 1997). CsA is a potent PT inhibitor in 
marnmalian (Halestrap and Davidson 1990), potato (Fortes et 
aL 2001) and wheat mitochondria (Pavlovskaya et al. 2007) 
but has no effect on yeast (Jung et aL 1997) or brine shrimp 
mitochondria (Menze et al. 2005). In the man1malian PTP, Pi 
is needed for Ca2+-mediated operllng, but it is also required 
by CsA to inhibít opening (Halestrap and Davídson 1990). In 
mitochondria from the yeast species S. cerevisiae (Velours et 
al. 1977; Roucou et al. 1997) and D. hansenií (this work), Pi 
always inhibits PT. Ca2

+ opens the MUC in marnmals 
(Crompton et al. 1988; Bemardi et al. 1994), potato (Fortes 
et al. 2001) and N. crassa (Brustovetsky et al. 2002) but it is 
inhibitOly in S. cerevisiae (Jung et al. 1997) and in D. 
hansenií (this work). A ci+ -porin interaction si te has been 
located both in S. cerevisiae (Gutiérrez-Aguilar et al. 2007) 
and mammals (Israel son et al. 2007). The inability ofCa2+ to 
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open the S. cerev¡sJae MUC might be explaíned if it is 
considered that there ¡s no specific carrier for Ca2+ín these 
mitochondria and thU8 the Ca2+ uptake i8 slow (Uribe et al. 
1992). Furthermore, addition of a Ca2

' ionophore to S. 
cerevisiae mitochondria enables Ca2+ to induce PT (Jung et 
al. 1997). It would be interesting to analyze the Ca2

-;­

transport activity of the isolated rnitochondria frorn D. 
hansenii. Adding to the wide variability in the pattem of 
PT in mitochondria from diiferent species, recently it was 
reported that the yeast spedes Yar/'Ol-via lipolytica (Deryabina 
et al. 2004) and Endornyces rnagnusii (Kovaleva et al. 2009) 
Eailtoundergo PT unless a high concentratíon of Ca2+ plus 
the Ca2

- ionophore ETHl29 are added. Remarkably, D. 
hansenií and Y. lipolytica are closely re1ated (Dujon et al. 
2004), but thefirst undergoes PT while thc second does so 
on1y under very specífic conditions (Kovaleva et al. 2009). A 
comparisoIl between the proteins that have been proposed to 
constitute lhe chmmel might yield abundant information on 
the rnechanisms that lead to PT and on tbe control 
rnechanisrns. 
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Hipótesis 

(Análisis in silicode la estructura del acarreador de 

oxaloacetato) 

Método: 

Se obtuvieron las secuencias de las proteínas homólogas a la proteína 

XP _503525 que corresponden a los diversos acarreadores mitocondríales de 

oxaloacetato encontrados a través de la base de datos del NCBI; se corrió un 

alineamiento múltiple con el programa CLUSTALW2 y posteriormente una 

inspección manual de las secuencias con el programa JalView. Se muestran 

los archivos de salida tanto del alineamiento como del árbol filogenético 

arrojado con dicho análisis. La secuencia del acarreador de oxaloacetato de S. 

cerevísiae y la proteína XP _503525 se modelaron con el programa PyMOL con 

el fin de visualizar dominios específicos de esta subfamilia de proteínas de 

acuerdo a los modelos de unión a sustratos para acarreadores mitocondriales 

establecidos porKunji (Kunji y Robinson, 2006; Robinson y cols,2008) 

En esta parte del trabajo se muestra la estructura del acarreador de 

oxaloacetato así como de sus posibles motivos estructurales que lo hagan 

poseer dos propiedades de transporte. Para esto se analizó la topología de 

esta proteína, algunos motivos estructurales conservados en proteínas de 

membrana así como de la familia de acarreadores mitocondríales; 

posteriormente se comparó con el acarreador de oxaloacetato de S. cerevisiae, 

el cual se encuentra caracterizado estructural y funcionalmente (Palmieri y cols, 

1999; Kunji y Robinson, 2006; Robinson y cols, 2008) 

Un primer paso para el análisis es demostrar si nuestra proteína 

presentaba la misma topología predicha para la famitia de acarreadores 

mitocondriales, con este fin se utilizó el programa Octopus. En la figura 1 se 

muestra la estructura y topología consenso. Se puede observar que este 

programa predice 6 cruces transmembranales, con las regiones N y C 

terminales orientadas al espacio transmembranales de acuerdo con la regla 

positivo adentro; así mismo se puede establecer que la estructura propuesta 

consta de seis hélices transmembranales, 3 loops matriciales, dos citosólicos, 

así como las regiones N y C hacia el cítosol. Estos datos concuerdan con la 



estructura cristalográfica del translocador de adenín nucleótídos el cual es el 

único miembro de esta familia con una estructura cristalográfica definida. 

Una vez corroborador que nuestra proteína presentaba las 

características propias de esta familia de acarreadores se modelo con el 

programa PyMOL y se refinó al analizar la presencia de aminoácidos 

hidrofóbicos (triptofano y tirosina) en los extremos de las hélices para poder 

delimitar la sección de las hélices inmersas en la bicapa lipídica; al observar el 

modelo de regiones hidrofóbicas se puede notar la zona que delimita la 

membrana interna mitocondrial y es de notar que las hélices transmembranales 

se encuentran completamente inmersas en la bicapa y solo las regiones de 

unión de las hélices 1, 3 Y 5 así como las hélices matridalesse encuentran 

fuera de ella lo que indica que son regiones muy móviles y que probablemente 

funcionen como las compuertas del poro de translocación (Fig. 2), así mismo 

se puede identificar una región o bolso hidrofóbico presente en la región media 

e interna de la hélice transmembranal 2 (H2) la cual podría servir para 

estabilizar alguna región hidrofóbica del sustrato. 

AVILOKOKKOPPKQISTLGGFVAGAIAACGAVTVTNPIELVKTRMQLOGEL 
ARGEAKVVTSPLQALVKIVKSEGIKGLQSGLFSAVVYOIGLNGCRLGL VEP 
RKVIANVCNIDLNKENPVGLNVASGA1SGIMGAVAGSPFYLlKTROOSVSPA 
. KVGAOTVVKSIGDGFRQIVGAEGFKGL YRGVDAAILRTGAGSSVOLPIVNW 
KELLLKHHITOPGASTHLVASAMSGLGVAVVMNPWDVLMTRMVNOKGNM 
KNPFOCLMKTVSIEGPFAL VKGFGAHLLRIAPHTILTLMFMEQTMKWVKWF 

EGVPF 
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Fig. 1. Estructura primaria y topología del acarreador de oxaloacetato de Y. lipolytica 
predicha por el programa Octopus. En rojo se muestra el motivo firma de la familia de 
acarreadores mitocondriales. 

-

-

Figura 2. Localización de aminoácidos hidrofóbicos (principalmente tirosina y 
triptofano) en las hélices transmembranales. La línea punteada delimita la cabeza de los 
fosfolípidos de la membrana interna mitocondrial. La flecha el bolso hidrofóbico 
presente en la hélice 2. 



Una característica de estas proteínas es que las hélices se agrupan en 

tandem de dos hélices unidas por un asa matricial de aproximadamente 100 

aminoácidos, en la figura 21 se presentan las hélices 1-2, 3-4 Y 5-6 unidad por 

las asas matriciales 1, 2 Y 3 compuestas por tres pequeñas hélices paralelas al 

plano de la membrana lipídica. Un punto a notar es la presencia de prolinas en 

el punto marcado por la flecha de la figura 3, en ese punto la hélice cambia de 

dirección aunque no se ve interrumpida como en el cas<Y"de la hélice 5 donde 

se ve claramente que la presencia de esa prolina produce una discontinuidad 

en la hélice. Es esta región de prolinas donde se encuentra el motivo firma de 

los acarreadores mitocondriales P-X-[E/D]-XX-[KJR] el cual sirve como una red 

de puentes salinos utilizado para la posterior apertura de las hélices matriciales 

y la consiguiente translocación del sustrato a la matriz mitocondrial. 

Otro punto a considerar son los motivos G-X-X-X-G conocidos como 

zippers de glicina presentes únicamente en las hélices 1, 2 Y 3 (Fig 4). Los 

cuales ayudan a estabilizar las hélices transmembranales. De manera 

interesante es en las hélices 2 y 3 donde se encuentra el bolso hidrofóbico 

localizado previamente. 

Figura 3. Modelo tridimensional de cada una de las repeticiones de la proteína en 
estudio. Las hélices al frente de la imagen se encuentran las hélices 1, 3 Y 5 indicando la 
interrupción provocada por el motivo estructural P-X-[E/D]-XX-[KJR]. 



Fig. 4. Localización de los motivos G-X-X-X-G de las hélices A) H2-H3 Y B) H I-H2. 
En café se muestran los residuos de glicina flanqueando a los residuos no conservados. 

Una vez localizados los motivos estructurales más importantes en 

nuestra proteína se realizó una búsqueda de los sitios de unión a sustrato así 

como las posibles diferencias estructurales con el acarreador de S. cerevisiae 

con el fin de explicar las diferencias en sus características de transporte. 

Los acarreadores mitocondriales en general presentan un sitio de unión a 

sustrato formado por los puntos de contacto 1, II Y III los cuales presentan una 

serie de aminoácidos encontrados en las hélices transmembranales 2, 4 Y 6 

respectivamente. El sitio de contacto II (CII) define el tipo de sustrato a 

transportar (aminoácidos, cetoácidos, o nucleótidos); el sitio de contacto I (CI) 

da especificidad entre una misma familia de sustratos (e. g. discrimina entre 

oxaloacetato y succinato) (Kunji y Robinson, 2006; Robinson y cols, 2008). 

Todos los sitios de contacto se encuentran en la región media del poro 

orientados hacia la fase acuosa. En la figura anexa 3 se puede observar un 

alineamiento múltiple de todas las secuencias de acarreadores de oxaloacetato 

de hongos indicando los sitios de contacto 1, 11 Y 111, así como los motivos 

estructurales que forman los puentes salinos de las compuertas matriciales y 

citosólicas. Como se observa en las secuencias prácticamente todos los 

aminoácidos claves en la función de este transportador se encuentran 

conservados. 



Hay varias regiones que merecen atención: 

1) 	 Los aminoácidos de CI están representados por los 

aminoácidos Y79, L83, N84 Y R101 reconocen el grupo 

carboxilato del oxaloacetato. 

2) 	 El sitio CII se encuentra representado pc:r el motivo RT, este 

discrimina entre ácidos orgánicos. 

3) 	 El sitio CIII formado por los residuos R e H. El conjunto de 

argininas de los sitios 1, II Y 111, forman el sitio de unión de 

polifosfato en el acarreador de adenín nucleótidos. 

4) 	 Un bolso hidrofóbico formado por el zipper de glicina de la 

hélice 3 (G-A-I-S-G) junto con Y79 y L97 de la hélice 2. 

5) 	 Los motivo firma (P-X-[D/E] -X-X- [O/E]) de la hélice 3 y 5 del 

acarreador de Y. lipolytica son los únicos que presentan 

aminoácidos no conservados en toda la familia de OAC. 

La figura 5 muestra una vista desde el espacio intermembranal del sitio 

de unión a oxaloacetato tanto del acarreador de Y. lipolytica como del de S. 

cerevisiae. Como se puede apreciar en esta figura el punto de contacto I 

presenta algunos residuos conservados como tirosina, arginina, asparagina y 

glutamina además de una región hidrofóbica variable la cual ayuda a estabilizar 

tanto al carboxilato del sustrato como al oC del oxaloacetato.Se ha visto que 

este transportador es capaz de unir sustratos de naturaleza hidrofóbica como el 

isopropilmalato (Marobbio y cols, 2008) el cual presenta una unidad isopropilo 

sustituida en el (XC en lugar del metileno del oxaloacetato. Este sitio presenta 

aminoácidos con dos orientaciones: 1) Los residuos de arginina y glutamina 

orientados hacia la matriz y 2) los residuos de tirosina y asparagina hacia el 

espacio intermembranal. Esto implicaría que el acarreador es capaz de 

reconocer un carboxilato y una región hidrofóbica del sustrato desde las 

conformaciones citosólica y matricial de la proteína. 

http:oxaloacetato.Se
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Fig. 5. Vista desde el espacio intermembranal del sitio de unión al sustrato en el poro 
del acarreador de oxaloacetato de Yarrowia lipolytica (a y c) y de Saccharomyces 
cerevisiae (b y d). Los residuos en rojo representan aminoácidos ácidos; en azul 
residuos básicos capaces de formar enlaces electrostáticos con el sustrato. La flecha 
naranja indica la histidina presente en el punto de contacto (JI presente en la hélice 5. La 
flecha blanca representa la longitud del poro de ambos acarreadores. En a y b se indica 
la posición del sitio de unión dentro del poro de la proteína; en c y d únicamente se 
muestra la disposición espacial de los aminoácidos del sitio de unión a sustrato. 

En sitio de contacto 11, el cual está formado únicamente por los residuos 

conservados R- T, representa el sitio de reconocimiento del I3C del sustrato (ya 

sea el carbonilo del oxaloacetato o el hidroxilo del isopropilmalato). Al igual que 

el sitio 1, los dos aminoácidos se encuentran orientados en distintas posiciones 

dentro del poro: mientras que el hidroxilo del ~C de la treonina se orienta hacia 



el el grupo guanidinio de la arginina se encuentra 

perpendicular al poro translocación. 

Tanto el sitio I y 11 no presentan diferencias en ambos En el 

sitio III (formado por una arginina y una histidina conservados) se una 

diferencia. la orientación de la histidina este sitio se puede observar que 

en el Y. lipolytica este residuo se encuentra forma axial al 

poro mientras que en el cerevisiae se encuentra ecuatorialmente (flecha 

naranja de la figura 24). En el caso Y. lipolytica, posición de esta histidina 

implicaría que cuando el acarreador se encuentra en su conformación C (con el 

poro abierto hacia el intermembranal), el poro tendría un diámetro 

mayor que su contraparte en (la flecha en figura 5 

representa: D YI = 12 A vs D Se 10). Debido a la entre el sitio 111 y 11 

(aproximadamente 3.5 A) probablemente este sitio estabilice al carboxilo y del 

sustrato por medio de un puente salino. Al analizar el acarreador 

oxaloacetato de Gandida albicans se pudo observar esta misma histidina 

se encuentra en la misma orientación que el Y. lipolytica, es decir forma 

axial. Resulta interesante ver que también en G. albicans se ha caracterizado 

una proteína tipo UCP (Cavalheiro y cols, 2004), además que al analizar el 

de esta levadura se encontró la proteína con mayor similitud a una 

UCP es un 

Otra diferencia 

/ípolytíca y el 

el caso de 

de en Y. lipo/ytica. 

entre los 

son los motivos firma de 

consenso entre los 

oxaloacetato es P-X-F-X-X-K; sin el acarreador de 

Y. 

de 

lipolytica 

presenta una sustitución la fenilalanina por una tirosina. la hélice 5, la 

secuencia consenso es P-X-D-X-X-L, en caso el acarreador de Y. 

presenta una sustitución leucina por metionina. A simple vista podrían 

representar sustituciones conservadas; sin embargo la posición de los 

aminoácidos 3 y 6 estos motivos representa los sitios de unión al sustrato en 

la compuerta matricial de todos los mitocondriales. Como se 

observar en figura 6, tirosina en el Y. /ípolytica podría 

interactuar con un ácido carboxílico (ya sea u 

formando un puente de hidrógeno; la residuo en el caso s. 



cerevisiae podría explicar porque no hay efecto del ácido graso en las 

mitocondrias de S. cerevisiae cuando un ácido graso está presente. 

a b 

Fig. 6. Vista de la compuerta matricial vista desde la matriz mitocondrial. En a) 
se muestra la compuerta del acarreador de oxaloacetato de Y. lipolytica y en b) el de S. 
cerevisiae. Las flechas indican los aminoácidos donde se presentan diferencias entre 
ambos acarreadores. En el caso de la flecha roja se encuentra una tirosina para Y. 
lipolytica y en S. cerevisiae en esta misma posición se encuentra una fenilalanina. La 
flecha. La flecha negra indica la posición de la metionina para Y. lipolytica y una 
leucina para S. cerevisiae. 

Discusión. 

En este trabajo se trato de explicar las diferencias en comportamiento de un 

mismo acarreador mitocondrial en dos levaduras diferentes. Por un lado en Y. 

lipolytica se encuentra que este transportador presenta dos sistemas de 

transporte (tipo UGP y tipo OAG) mientras que en S. cerevisiae solo el sistema 

de transporte tipo OAG se encuentra presente. Explicar este comportamiento 

basado en diferencias en la secuencia de aminoácidos resulta casi imposible 

puesto que ambas proteínas tienen una similitud muy alta; sin embargo al 

analizar la estructura terciaria y ver la orientación de residuos claves en la 

unión al sustrato se pudieron observar dos diferencias principales: 1) la 

orientación de la histidina presente en el sitio de reconocimiento al sustrato es 

diferente en ambas levaduras, esta posición permitiría explicar el efecto 

inhibitorio de los purín nucleótidos sobre el transporte tipo UGP, así mismo 

explicaría el efecto del ácido graso sobre la conductancia de protones. En otras 



palabras, es la orientación de este residuo el que probablemente fue 

modificado durante la evolución, permitiendo así que el acarreador de S. 

cerevisiae ganara especificidad y perdiera su transporte tipo uep, mientras que 

en Y. Iipolytica y muy probablemente en G. a Ibicans, es esta orientación la que 

permite una permite un comportamiento dual en dicho acarreador. 

Del mismo modo, las diferencias en la compuerta matricial, aunque 

menos visibles, podrían explicar la interacción del ácido graso con la proteína, 

ya que es factible que se forme un puente de hidrógeno entre la tirosina del 

motivo firma de la hélice 3 con el carboxilato del ácido graso. 
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Carrier code Accesion number Species 

UCP2 Tube ENSTBEPOOOOOOO1274 Tupaia belangeri 

UCP2 Rano NP _062227 Rattus norvegicus 

UCP2 Phsu AAG33984 Phodopus sungorus 

UCP2 Digr AAR30171 Oicrostonyx groenlandicus 

UCP2 Mumu AAD17199 Mus musculus 

UCP2 Ptva ENSPVAPOOOOOO06293 Pteropus vampyrus 

UCP2 Cysp ACL36298 Cynopterus sphinx 

UCP2 Mylu ENSMLUPOOOOOO11033 Myotis lucifugus 

UCP2 Rhfe ACL36297 Rhinolophus ferrumequinum 

UCP2 Eosp ACL36296 Eonycteris spelaea 

UCP2 Eqca XP _001498530 Equus cabal/us 

UCP2 Susr NP _999454 Sus scrofa 

UCP2 Tutr ENSTTRPOOOOOO05141 Tursiops truncatus 

UCP2 Bota NP _001028783 80S taurus 

UCP2 Cafa NP 001003048 Canis lupus familiaris 

UCP2 Mimu ENSMICPOOOOOO12697 Microcebus murinus 

UCP20tga ENSOGAPOOOOOOO1516 Otolemur garnettii 

UCP20cpr ENSOPRPOOOOOO09520 Ochotona princeps 

UCP2 Sptr ENSSTOPOOOOOO09617 Spermophilus tridecemlineatus 

UCP2 Mamu XP 001115559 Macaca mulatta 

UCP2 Patr XP 508635 Pan troglodytes 

UCP2 Hosa NP 003346 Homo sapiens 

UCP2 Poab NP 001126811 Pongo abelii 

UCP2 Ereu ENSEEUPOOOOOOO7261 Erinacaeus europaeus 
UCP2 Capo ENSCPOPOOOOOO09598 Cavia porcellus 
UCP2 Anfi AAP44414 Antechinus flavipes 
UCP2 Modo XP 001362966 Monodelphis domestica 
amUCP2 Xela NP 001084847 Xenopus laevis 
amUCP2 Xetr NP 989179 Xenopus tropicalis 

fUCP2 Teni ENSTNIPOOOOOO14758 Tetraodon nigroviridis 

fUCP2 Taru ENSTRUPOOOOO037074 Takifugu rubripes 
fUCP2 Zovi AAT99594 Zoarces viviparus 
fUCP2 Pabr AAT99593 Pachycara brachycephalum 
fUCP2 Orla ENSORLPOOOOOO11390 Oryzias latipes 
fUCP2 Sasa ACI66881 Salmo salar 
fUCP20nmy ABCOO182 Oncorhynchus mykiss 
fUCP2 Cyca 09W725 Cyprinus carpio 
fUCP2 Dare 09W720 Oanio rerio 
fUCP2 Ctid AAX49553 Ctenopharyngodon idella 
fUCP2 Hymo ABK96971 HypophthéJlmichthys molitrix 

fUCP2 Lece AAR10978 Leuciscus cephalus 
fUCP3b Teni ENSTNIPOOOOOO19332 T etraodon nigroviridis 
fUCP3 Orla ENSORLPOOOOOO11391 Oryzias latipes 

fUCP3 Gaac BT027074 Gasterosteus aculeatus 
fUCP3 Teni ENSTNIPOOOOO014759 Tetraodon nigroviridis 
fUCP3 Taru ENSTRUPOOOOO037001 Takifugu rubripes 
rUCP3 Zovi ACD03812 Zootoca vivipara 



rUCP3 Rhti ABX60139 Rhabdophis tigrinus 

rUCP3 Crpo ABU95646 Crocodylus porosus 

avUCP3 Euma AAK16829 Eupetomena macroura 

avUCP3 Mega AAL28138 Meleagris gallopavo 

avUCP3 Gaga NP 989438 Gallus gallus 

UCP3 Oran XP 001512822 Omithorhynchus anatinus 

UCP3 Anfla AAS45212 Antechinus flavipes 

UCP3 Modo XP 001368096 Monodelphis domestica 

UCP3 Capo ENSCPOPOOOOOO04660 Cavia porcellus 

UCP3 Phsu AAG33985 Phodopus sungorus 

UCP3 Mumu NP 033490 Mus musculus 

UCP3 Digr AAP94991 Oicrostonys groenlandicus 

UCP3 Rano NP 037299 Rattua norvegicus 
UCP3 Bota NP 776635 80S taurus 

UCP3 Tutr ENSTIRPOOOOOO05154 Tursiops trunca tus 

UCP3 Ptva ENSSPVAPOOOOOO06296 Pteropus vampyrus 

UCP3 Cafa NP 001003047 Canis lupus familiaris 

UCP3 Susc AAD33396 Sus scrofa 

UCP3 Mamu XP 001115599 Macaca mulatta 

UCP3 Patr XP 001174871 Pan troglodytes 

UCP3 Hosa NP _003347 Hamo sapiens 

UCP3 Mylu ENSMLUPOOOOOO11039 Myotis lucifugus 
UCP3 Mimu ENSMICPOOOOOO11572 Microcebus murinus 

UCP30tga ENSOGAPOOOOOO02603 Otolemur gamettii 

UCP3 Eqca XP 001498467 Equus caballus 
amUCP1 Xela N P 001088647 Xenopus laevis 

amUCP1 Xetr NP 001107354 Xenopus tropicalis 

UCP1 Modo XP _001377555 Monodelphis domestica 
UCP1 Smcr ABR32188 Sminthopsis crassicaudata 

UCP1 Bota XP 616977 80S taurus 
UCP1 Cafa NP 001003046 Canis lupus familiaris 
UCP1 Eqca NP 001915566 Equus caballus 
UCP1 Vipa ENSVPAPOOOOOO04864 Vicugna pacos 
UCP1 Mylu ENSMLUPOOOOOO08720 Myotis lucifugus 
UCP10tga ENSOGAPOOOOOO06089 Otolemur gamettii 
UCP1 Ptva ENSPVAPOOOOOO15831 Pteropus vampyrus 
UCP1 Mamu XP 001090457 Macaca mulatta 
UCP1 Patr XP 517450 Pan troglodytes 
UCP1 Hosa NP 068605 Hamo sapiens 
UCP10cda AOPC02 Ocho tona dauurica 
UCP10rcu P14271 Oryctolagus cuniculus 
UCP1 Capo ENSCPOPOOOOOOO1776 Cavia porcellus 
UCP1 Mumu EDL 10899 Mus musculus 
UCP1 Rano NP 036814 Rattus norvegicus 
UCP1 Meau P04575 Mesocricetus aura tus 
UCP1 Digr 08K404 Oicrostonyx groenlandicus 
UCP1 Phsu 09ER18 Phodopus sungorus 
UCP1 Tube ENSTBEPOOOOOOOO042 Tupaia belangeri 
UCP1 Ereu ENSEEUPOOOOOO04711 Erinaceus europaeus 



UCP1 Sumu Q18P97 Suncus marinus 

UCP1 Ecte ENSETEPOOOOOO08864 Echinops te/fairi 

fUCP1 Teni ENSTN I POOOOOO09630 Tetraodon nigroviridis 

fUCP1 Taru ENSTRUPOOOOO033443 Takifugu rubripes 

fUCP1 Oare NP 955817 Danio reri 

fUCP1 Cyca AAS10175 Cyprinus carpio 

UCP1 Stpu XP 001185598 Strongy/ocentrotus purpuratus 

pUCP1 Zema NP 001105727 Zea mays 

pUCP1 Orsa ABA95530 Oryza sativa 

pUCP1 Orvu BA051464 Dracuncu/us vu/garis 

pUCP1 Hemu BAC06495 He/icodiceros muscivorus 

pUCP1 Syre BAA92172 Sym/ocarpus renifo/ius 

pUCP1 Potr ABK93493 Popu/us trichocarpa 

pUCP1 Arth NP _190979 Arabidopsis thaliana 

pUCP1 Lyes AAL82482 Lycopersicon escu/entum 

pUCP1 Sotu CAA721 07 So/anum tuberosum 

pUCP1 Vivi CAN64198 Vitis vinifera 

pUCP1 Phpa XP _001762319 Physcomitrella patens 

pUCP1 Pisi ABK26343 Picea sitchensis 

UCP4 Trad XP 002116169 Trichop/ax adherens 

UCP4 Stpu XP 785257 Strongy/ocentrotus purpuratus 

UCP41xsc EECOO189 /xodes scapu/aris 

UCP4 Peco EEB16439 Pedicu/us corporis 

UCP4 Aeae XP 001658263 Aedes aegypti 

UCP4 Cuqu XP 001846101 Cu/ex quinquefasciatus 

UCP4 Anga XP _318630 Anophe/es gambiae 

UCP40rya XP _002101541 Drosophi/a yakuba 

UCP40rer XP 001977601 Drosophi/a erecta 

UCP40rme NP _573246 Drosophi/a me/anogaster 

UCP4 Acpi XP _001944640 Acyrthosiphon pisum 

UCP4 Trca XP _969929 Tribo/ium castaneum 

UCP4 Ciin XP 002125994 Ciona intestina/is 

UCP4 Xela XP _001085259 Xenopus /aevis 

UCP4 Xetr NP_001011241 Xenopus tropica/is 

UCP4 Oran XP _001511667 Ornithorhynchus anatinus 

UCP4 Modo XP 001368742 Monode/phis domestica 

UCP4 Susc XP 001928208 Sus scrofa 

UCP4 Bota XP 871807 80S taurus 

UCP4 Cafa XP _852329 Canis familiaris 

UCP4 Mamu XP 001103050 Macaca mu/atta 

UCP4 Patr XP _527398 Pan trog/odytes 

UCP4 Hosa NP _004268 Horno sapiens 
UCP4 Mumu NP 082987 Mus muscu/us 

UCP4 Rano NP 445952 Rattus norvegicus 

UCP4 Tagu ACH43727 Taeniopygia guttata 

UCP4 Neve XP _001624985 Nematostella vectensis 

UCP4 Cael NP 505414 Caenorhabditis e/egans 

UCP4 Cabr XP 001674616 Caenorhabditis briggsae 

pUCP2 Pisi ABK27159 Picea sitchensis 



pUCP2 Sode AAT66766 Solanum demissum 

pUCP2 Vivi CA048352 Vitis vinifera 

pUCP2 Potr EEF02294 Populus trichocarpa 

pUCP2 Arth NP _172866 Arabidopsis thaliana 

pUCP2 Chre XP _001692254 Chlamydomonas reinhardtii 

UCP5 Trea XP 969628 Tribolium castaneum 

UCP5Apme XP _397152 Apis mellitera 

UCP5 Drps EAL30290 Drosophila pseudoobscura 

UCP5 Drer XP 001972429 Drosophila erecta 

UCP5 Drme NP _729738 Drosophila melanogaster 

UCP5 Dran XP _001956581 Drosophila ananassae 

UCP5 Brfl XP _002208215 Branchiostoma floridae 

KMCP Oran XP 001514476 Ornithorhynchus anatinus 

KMCP Rano NP 001013205 Rattus norvegicus 

KMCP Mumu NP _080508 Mus musculus 

KMCP Bota NP 001092365 Bos taurus 

KMCP Eqea XP _001491327 Equus caba/lus 

KMCP Mamu XP _001094879 Macaca mulatta 

KMCP Patr XP _509663 Pan troglodytes 

KMCP Hosa BAG52822 Homo sapiens 

KMCP Modo XP _001364135 Monodelphis domestica 

KMCP Gaga XP _ 417040 Ga/lus ga/lus 

KMCP Tagu XP _002195861 Taeniopygia guttata 

KMCP Xetr Q5XGI1 Xenopus tropicalis 

KMCP Xela NP _001085558 Xenopus laevis 

UCP5 Dare NP _956458 Danio rerio 

UCP5 Rano NP _445953 Rattus norvegicus 

UCP5 Mumu Q9Z2B2 Mus musculus 

UCP5 Bota NP_001039610 Bos taurus 

UCP5 Cafa XP _852497 Canis familiaris 

UCP5 Eqea XP 001500183 Equus caba/lus 

UCP5 Patr XP _529152 Pan troglodytes 

UCP5 Hosa 095258 Homo sapiens 
UCP5 Mafa BAE90272 Macaca fascicularis 
UCP5 Modo XP _001364135 Monodelphis domestica 

UCP5 Gaga NP _001012901 Ga/lus gallus 

UCP5 XP _002164719 Hydra magnipapi/lata 

OGC Tast EED23072 Talaromyces stipitatus 

OGC Pema XP _002144937 Penicillium marneffei 

OGC Magr XP _368781 Magnaporlhe grisea 

OGC Necr XP _001728298 Neurospora crassa 

OGC Gize XP _388551. Gibberella zeae 

OGC Bofu XP _001556408 Botryotinia fuckeliana 
OGC Scsc XP _001596217 Sclerotinia sclerotiorum 
OGC Pabr EEH38473 Paracoccidioides brasiliensis 

OGC Ajea EEH09530 Ajellomyces capsulatus 
OGC Coim XP _001247492 Coccidioides immitis 
OGC Asor XP _001819396 Aspergi/lus oryzae RIB40 
OGC Asnig XP _001394255 Aspergillus niger 



OGCAsni EAA65082 Aspergillus nidulans 

OGC Asfu XP 750662 Aspergillus fumigatus 

OGC Nefi XP 001257889 Neosartorya fischeri 

OGC Ase! XP _001267922 Aspergillus clavatus 

OGC Saof AAU11471 Saccharum officinarum 

OGC Pibe CAI04585 Plasmodium berghei 

OGC Plch CAH81078 Plasmodium chabaudi 

OGC Brfl XP _ 002232329 Branchiostoma florida e 
OGCCiin XP 002128286 Ciona intestinalis 

OGC Teni CAF90256 Tetraodon nigroviridis 

OGC Sasa ACI69984 Salmo salar 

OGC Oare AAH71521 Oanio rerio 

OGC Modo XP 001371003 Monodelphis domestica 

OGC Cani XP 536607 Canis familiaris 

OGC Rano NP _071793 Raftus norvegicus 

OGC Mumu NP 077173 Mus musculus 

OGC Mamu XP 001097514 Macaca mulafta 

OGC Poab NP_001124629 Pongo abelii 

OGC Patr XP _523558 Pan troglodytes 

OGC Hosa CAA46905 Homo sapiens 

OGC Eqca XP _001504800 Equus caballus 

OGC Ovar NP_001120745 Ovis aries 

OGC Bota AAX08823 Bos taurus 

OGC Xetr AAH93472 Xenopus tropicalis 

OGC Xela AAH72308 Xenopus laevis 
OGC Peco EEB14865 Pediculus humanus corporis 

OGC Trca XP _975095 Tribolium castaneum 

OGC Navi XP 001605273 Nasonia vitripennis 

OGC Neve XP 001639936 Nematostella vectensis 

OGC Brma XP _001893008 Brugia malayi 
OGC Cabr CAE62839 Caenorhabditis briggsae 

OGC Cael NP 493694 Caenorhabditis elegans 

OGC 1 Orme AAM11057 Orosophila melanogaster 
OGC Orps XP _001357756 Orosophila pseudoobscura 
OGC Orme AAF56907 Orosophila melanogaster 
OGCAnga XP _552102. Anopheles gambiae 
UnkCPhpa XP _001782969 Physcomitrella patens 
UnkCPisi ABK24234 Picea sitchensis 

UnkCVivi XP _ 002285693 Vitis vinifera 

UnkC2Vivi XP_002274117 Vitis vinifera 

UnkCTrpr BAE71294 Trifolium pratense 
UnkCArth AAN13106 Arabidopsis thaliana 
UnkCPotr XP 002306542 Populus trichocarpa 

UnkCRico EEF48606 Ricinus communis 

UnkC2Arth AAP42725 Arabidopsis thaliana 
OIC Necr CAB91429 Neurospora crassa 
OIC Asfu EAL93595 Aspergillus fumiga tus 
OIC Cagl CAG59339 Candida glabrata 
OIC Sace NP _013452 Saccharomyces cerevisiae 



DIC Pian CAE84416 Pichia angusta 

DIC Pist XP 001385868 Pichia stipitis 

DIC Cadu CAX41240 Candida dubliniensis 

DIC Pigu XP 001484058 Pichia guilliermondii 

DIC Drps EAL27531 Drosophila pseudoobscura 

DIC Drme NP 610344 Drosophila melanogaster 

DIC Neve XP 001629043 Nematostella vectensis 

DIC Ciin XP 002126004 Ciona intestinalis 

DIC Teni CAG03725 Tetraodon nigroviridis 

DIC Dare AAH49505 Danio rerio 

DIC Xela AAH70665 Xenopus laevis 

DIC Xetr NP 001017018 Xenopus tropicalis 

DIC Rano CAA11278 Rattus novergicus 

DIC Mumu AAF03412 Mus musculus 

DIC Hosa CAB59892 Homo sapiens 

DIC Mamu XP 001111824 Macaca mulatta 

DIC Patr XP 001163658 Pan troglodytes 

DIC Eqca XP _001489670 Equus caballus 

DIC Ovar NP 001120763 Ovis aries 

DIC Bota XP 583360 Bos taurus 

DIC Brma XP 001901010. Brugia malayi 

DIC Cabr CAE65781 Caenorhabditis briggsae 

DIC Cael AAC46570 Gaenorhabditis elegans 

DIC Navi XP 001605171 Nasonia vitripennis 

DIC Peco EEB13332 Pediculus corporis 

DIC Trca XP 973010 Tribolium castaneum 

DIC Drwi XP 002073070 Drosophila willistoni 

DIC Anga XP 312758 Anopheles gambiae 

DIC Cuqu XP _001862945 Gulex quinquefasciatus 

DIC Cae! AC015396 Galigus c/emensi 

OAC Klla XP 452102 Kluyveromyces lactis 

OAC Cagl XP 448721 Gandida glabrata 

OAC Sace NP 012802 Saccharomyces cerevisiae 

OAC Vapo XP 001647483 Vanderwaltozyma polyspora 

OAC Loel XP 001526155 Lodderomyces elongisporus 

OAC Caal XP 716076 Gandida albicans 

OAC Pist XP 001383163 Pichia stipitis 

OAC Pigu EDK40814 Pichia guilliermondii 

ANT2 Klla XP 454505 Kluyveromyces lactis 

ANT2 Sakl AA032575 Saccharomyces kluyveri 

ANT2 Asgo NP 985041 Ashbya gossypii 

ANT2 Sace NP _009523 Saccharomyces cerevisiae 

ANT2 Cagl XP 446154 Gandida glabrata 

ANT2 Pija CAB88027 Pichia jadinii 

ANT2b Pist XP _001384264 Pichia stipitis 

ANT2 Pist XP 001386347 Pichia stipitis 

ANT2 Pigu XP _001481936 Pichia guilliermondii 
ANT2 Cadu CAX41441 Gandida dubliniensis 
ANT2 Caal XP 716829 Candida albicans 



ANT2 Capa AAC34595 Candida parapsilosis 

ANT2Deha XP 459840 Debaryomyces hansenii 

ANT1 Sepo NP 595323 Schizosaccharomyces pombe 

ANT1 Magr AAX07662 Magnaporthe grisea 
ANT1 Gize XP 386197 Gibberella zeae 

ANT1 Neer XP 963201 Neurospora crassa 

ANT1 Poan XP 001909827 Podospora anserina 
ANT1b Asni XP _001398880 Aspergillus niger 

ANT1 Aste XP 001212265 Aspergillus terreus 
ANT1 Asor XP _001816872 Aspergillus oryzae 
ANT1 Asfu XP _750288 Aspergillus fumigatus 
ANT1 Ase! XP 001269624 Aspergillus clavatus 

ANT1 Peeh CAP94466 Penicillium chrysogenum 
ANT1 Asni XP 661668 Aspergillus nidulans 

ANT1 Phno XP 001796004 Phaeosphaeria nodorum 

ANT1 Tast EED20116 Talaromyces stipitatus 
ANT1 Pema XP 002144143 Penicil/ium marneffei 

ANT1 Saee NP 013772 Saccharomyces cerevisiae 

ANTYali XP 505633 Yarrowia lipolytica 
ANT3 Taru BAD86711 Takifugu rubripes 
ANT3Dare NP _775354 Danio rerio 
ANT3 Xetr NP 988913 Xenopus tropicalis 
ANT3 Raru BAA36507 Rana rugosa 
ANT3 Xela NP _001080495 Xenopus laevis 
ANT3 Gaga NP 989562 Gallus gallus 
ANT3Tagu ACH44055 Taeniopygia guttata 
ANT1Dare NP 001122204. Danio rerio 
ANT1 Tagu XP 002191653 Taeniopygia guttata 
ANT1 Gaga NP 001006443 Gallus gallus 
ANT1 Xetr NP 988909 Xenopus tropicalis 
ANT1 Xela NP _001085135 Xenopus laevis 
ANT1 Eqca XP 001491279 Equus caballus 
ANT1 Ovar NP _001120750 Ovis aries 
ANT1 Bota NP 777083 80S taurus 
ANT10rcu NP _001076155 Oryctolagus cuniculus 
ANT1 Cafa XP 532844 Canis familiaris 
ANT1 Modo XP _001363393 Monodelphis domestica 
ANT1 Rano AAH60533 Rattus norvegicusJ 
ANT1 Mumu NP 031476 Mus musculus 
ANT1 Hosa NP 001142 Homo sapiens 
ANT2 Tagu ACH44053 Taeniopygia guttata 
ANT2 Taac OOOOK2 Tachyglossus aculeatus 
ANT2 Cafa XP _851701 Canis familiaris 
ANT2 Bota NP _777084 80S taurus 
ANT2 Rano NP _476443 Rattus norvegicus 
ANT2 Poab NP _001126815 Pongo abelii 
ANT2 Hosa P05141.6 Homo sapiens 
ANT2 Mumu NP_031477 Mus musculus 
ANT3 Susc NP _999583 Sus scrofa 



ANT3 Ovar NP 001120752 Ovis aries 

ANT3 Bota NP 777085 Bos taurus 

ANT3 Hosa NP _001627 Homo sapiens 

ANT3 Modo XP 001373505 Monode/phis domestica 

PIC2 Sace NP 010973 Saccharomyces cerevisiae 

PIC2 Tast EED15520 Ta/aromyces stipitatus 

PIC2 Pech CAP86768 Penicillium chrysogenum 

PIC2 Asni XP 001399552 Aspergillus niger 

PIC2 Asfu EAL93502 Aspergillus fumigatus 

PIC Stpu XP 783048 Strongy/ocentrotus purpuratus 

PICCiin XP 002130023 Ciona intestina/is 

PIC Dare NP 957009 Danio rerio 

PIC2 Dare NP 998887 Danio rerio 

PIC Sasa ACN10336 Salmo salar 

PIC Teni CAF96756 Tetraodon nigroviridis 

PIC Osmo AC009144 Osmerus mordax 

PIC Rasy AAN04052 Rana sy/vatica 

PIC Xela AAH46849 Xenopus /aevis 

PIC Xetr NP _988928 Xenopus tropica/is 

PIC Tagu XP 002189725 Taeniopygia guttata 

PIC Rano NP 620800 Rattus norvegicus 

PIC Mumu NP 598429 Mus muscu/us 

PIC Cafa XP 532660 Canis familiaris 

PIC Mafa BAE91499 Macaca faseicu/aris 

PIC Mamu XP _001084021 Macaca mu/atta 

PIC Hosa CAB56612 Homo sapiens 

PIC Poab NP 001126257 Pongo abe/ii 
PIC Ovar NP _001136367 Ovis aries 
PIC Bota AAI49997 Bos taurus 

PIC Eqca XP 001915632 Equus caballus 

PIC Modo XP _001371943 Monode/phis domestica 
PIC Oran XP 001506076 Ornithorhynchus anatinus 

PIC Chfu 061703 Choristoneura fumiferana 
PIC Anga EAA08862 Anophe/es gambiae 
PIC Drme AAF49734 Drosophi/a me/anogaster 
PICApme XP _396960 Apis me/lifera 

PIC Neve XP _001623906 Nematostella vectensis 
PIC Cael CAA53719 Caenorhabditis e/egans 
PIC Cabr CAE75517 Caenorhabditis briggsae 

PIC Arth BAB08283 Arabidopsis tha/iana 
PIC Pasu ABW74474 Paeonia suffruticosa 
PICVivi XP _002275325 Vitis vinifera 
PIC Bepe CAA69726 Betu/a pendu/a 
PIC Potr XP _002300143 Popu/us trichocarpa 
PIC Rico EEF49362 Ricinus communis 
PIC Gima BAA31582 G/yeine max 
PIC Metr ABD32560 Medicago trunca tu/a 
PIC Loja BAB83689 Lotus japonicus 
PIC Orsa XP _462662 Oryza sativa 



PIC Zema NP_001104842 Zea mays 

PIC Chre XP _001703470 Chlamydomonas reinhardtii 

PIC Pist XP_001382539 Pichia stipitis 

PICKlla XP _452174 Kluyveromyces lactis 

PIC Sace NP _012611 Saccharomyces cerevisiae 

PIC Cagl XP 445984 Gandida glabrata 

PIC Pigu XP _001486101 Pichia guilliermondii 

PIC Deha XP _ 457484 Debaryomyces hansenii 

PIC Caal EAL04873 Gandida albicans 

PIC Cadu CAX45254 Gandida dubliniensis 
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