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RESUMEN

La finalidad de esta tesina de grado fue la caracterizacion fisico-quimica y
estructural de la proteina caltrin Il de raton a fin de aportar datos que ayuden a
dilucidar el mecanismo de unién de la misma al espermatozoide durante la
eyaculacion. Se conoce que esta proteina se une a la region principal del flagelo
de espermatozoides aislados de la porcion cauda del epididimo e inhibe la
entrada de Ca*? extracelular dentro de la célula espermatica. Dicha inhibicion
bloguea el movimiento hiperactivado temprano disminuyendo el gasto energético
del espermatozoide y aumentando las probabilidades de encontrarse e

interaccionar con el ovocito en el tracto reproductor de la hembra.

La estructura primaria de caltrin 1l de ratén fue determinada previamente
en nuestro laboratorio y a partir de esta se realizaron calculos, utilizando diversas
herramientas bioinformaticas, para caracterizar las propiedades fisico-quimicas,
como su indice alifatico, coeficiente de extincibn molar tedrico, carga neta,
termoestabilidad y la estabilidad en solucion acuosa. La estructura tridimensional
(3D) de la proteina fue obtenida mediante dos métodos bioinforméticos que se
basan en diferentes principios. En uno se compara la estructura de caltrin Il con
la de una proteina relacionada evolutivamente (homologia molecular, SWISS-
MODEL) y en la otra se comparan sus formas de plegamiento con una proteina
plegada de forma similar (I-TASSER). Ambos modelos fueron refinados
utilizando ModRefiner y se les realiz6 el test de Ramachandran, el cual indico
que el modelo refinado de I-TASSER presentaba una estructura mas favorable
termodinamicamente, por lo que se utilizd6 ese modelo para todos los estudios.
Se determiné el potencial electrostatico y campo eléctrico tedrico en condiciones
de 0 y 145 mM de fuerza idnica, la escala de hidropaticidad de Kyte y Doolittle y
el valor M.O.D.A para conocer la zona mas propensa de unién o “docking” de
caltrin 1l de raton a la membrana del espermatozoide. Los resultados obtenidos
permiten proponer un modelo de interaccion entre caltrin Il y una membrana

(bicapa) modelo.



INTRODUCCION

La fertilizacion en mamiferos es el evento por el cual las gametas femeninas
y masculinas se unen para dar lugar a un nuevo individuo con una carga genética
diferente a la de sus progenitores. Las gametas femeninas se conocen como
ovocitos y se hallan contenidos dentro de los ovarios. Se encuentran rodeados
por un cumulo de células llamado cumulus oofurus y por una cubierta
glicoproteica llamada zona pellcida, las cuales deben ser atravesadas por las
gametas provenientes del macho (1).

El proceso por el cual se forman las gametas masculinas se denomina
espermatogénesis y da lugar a los espermatozoides. Estos se forman dentro de
los tabulos seminiferos del testiculo y luego son almacenados en el epididimo
hasta el momento de la eyaculacion (ver Figura 1). Durante la misma, los
espermatozoides epididimarios maduros son bombeados a través de las vias
deferentes hacia la uretra, donde se mezclan con las secreciones de las
vesiculas seminales (~70 % del volumen del fluido seminal), la glandula
bulbouretral y la préstata (~20 % del volumen del fluido seminal), las que diluyen
dichos espermatozoides, proveyéndoles de substratos metabdlicos, iones y
factores de estabilizacion (2; 3).
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Figura 1. Esquema representativo del aparato reproductor de una rata hembra (A) y macho
(B). Obtenido de Stark, D.M y Ostrow, M.E, eds. Assistant Laboratory Technician (AALAS, 1991).




Los espermatozoides luego de ser eyaculados son depositados en el tracto
reproductor de la hembra, en algunas especies en la vagina y en otras
directamente en el Gtero para luego ser retenidos en el istmo del oviducto,

conformando el reservorio oviductal. En el mismo se unirian al epitelio oviductal

(4).

Debido a que los espermatozoides recién eyaculados no son capaces de
fertilizar al ovocito deben adquirir dicha capacidad en el tracto reproductor de la
hembra, donde dejan atras el plasma seminal y experimentan una serie de
cambios bioquimicos vy fisioldgicos en la membrana plasmatica, tales como la
pérdida de colesterol y aumento de la fluidez, alteraciones en la composicion
proteica y en la distribucién de particulas intramembranosas, y aumento de la
concentracion intracelular de Ca?* (1). Todos estos cambios son denominados
colectivamente “capacitacion” espermatica y, a consecuencia de la misma,
ocurren dos procesos asociados a la entrada de Ca?* extracelular: la
hiperactivacion y la reaccion acrosomal (1). La hiperactivacion consiste en un
cambio de movilidad de los espermatozoides, desde un movimiento lineal
progresivo, a uno de trayectoria circular sin progresion y gran actividad en la cola.
La hiperactivacion ayudaria a los espermatozoides almacenados en el istmus del
oviducto, en el reservorio oviductal, a desprenderse del epitelio oviductal e iniciar
el acenso hacia la region de la ampolla del oviducto para fertilizar al ovocito.
También ayudaria en la penetracién del espermatozoide a través de las células
del cumulus y las mallas de glicoproteinas de la zona pellcida que rodean al
ovocito (4). Durante la reaccion acrosomal, la membrana plasmatica y la
acrosomal externa se fusionan en multiples zonas permitiendo la liberacién de
las enzimas del contenido acrosomal (1), las cuales participarian en procesos

estrechamente ligados a la fertilizacién.

La rapida entrada de Ca?* extracelular que precede dichos eventos en los
espermatozoides, debe ser estrictamente controlada para que dichos procesos
ocurran en el sitio y en el momento correcto a fin de garantizar el éxito de la
fertilizacion. El adelantamiento de los mismos conduce al fracaso de la
fecundacion. Por lo tanto, deben existir mecanismos que controlen el movimiento
de Ca?* a través de la membrana del espermatozoide y, de ese modo, modulen

el desarrollo de aquellos procesos, dependientes de este catidn, requeridos para



concretar la fertilizacion. Como mencionamos anteriormente, una vez
eyaculados los espermatozoides estan suspendidos en el plasma seminal donde
estan expuestos a proteinas y otras moléculas secretadas por las glandulas
anexas del aparato reproductor (vesiculas seminales y prostata,
fundamentalmente) las cuales pueden afectar las propiedades fisiologicas del
semen (2; 3). En resumen, el plasma seminal contiene proteinas con funciones
especificas, como coagulacion y licuefaccién del semen, y otras proteinas con la
capacidad de unirse a la superficie del espermatozoide e influenciar sobre
procesos especificos asociados a la fertilizacion (2). Entre dichas proteinas
encontramos a caltrin (del inglés “calcium transport inhibitor”), una proteina
pequefia y basica secretada por las vesiculas seminales de varios mamiferos
(bovino, rata, raton y cobayo) y la cual se une a la superficie de espermatozoides
eyaculados e inhibe la incorporacién de Ca?* extracelular (5). Aunque los
mecanismos de esta inhibicion no han sido completamente dilucidados, caltrin
bovina fue detectada en la region anterior de la cabeza y en la pieza principal de
la cola en espermatozoides eyaculados. La misma distribucion fue observada
cuando se incubaron espermatozoides epididimarios con caltrin purificada (6).
La Figura 1 indica las regiones donde se unen las diferentes proteinas caltrin. La
distribucion especifica en la superficie de los espermatozoides eyaculados
sugiere la existencia de receptores especificos para estas proteinas, ubicados
exclusivamente en las regiones donde el ingreso de Ca?* es requerido. Sin
embargo, la presencia de dichos receptores no ha sido descripta hasta el

presente.
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Figura 2. Diagrama general de un espermatozoide indicando ubicacién de la cabeza, la pieza
media y la porcion principal de la cola. Las flechas indican las regiones donde se unen las

diferentes proteinas caltrin. La figura fue extraida de Grasso y Coronel 2017 (7).




Es bien conocido que el ingreso de Ca?* tanto en la cabeza como en la cola
de los espermatozoides es necesario para que ocurran la reaccion acrosomal y
la hiperactivaciéon. Como la concentracion de Ca?* en los fluidos del tracto
reproductor de la hembra es suficientemente alta para promover dichos
fenomenos en cualquier momento durante el transito de los espermatozoides, el
movimiento de Ca?* a través de la membrana plasmatica debe ser estrictamente
regulado para prevenir la reaccion acrosomal y la hiperactivacion lejos del
oviducto (7). Dicha regulacion es realizada por las proteinas caltrin mediante la
inhibicién de la incorporacion de Ca?* extracelular, previniendo de este modo el
desarrollo prematuro de la exocitosis acrosomal y la hiperactivacion (8).
Consecuentemente, las enzimas hidroliticas acrosomales son retenidas en la
organela intacta y los espermatozoides pueden mantener el movimiento lineal
progresivo hasta alcanzar el oviducto, donde serdn almacenados hasta el

momento de la ovulacion (9).

Las proteinas caltrin fueron detectadas y secuenciadas en diversas especies
de mamiferos y sus propiedades biolégicas han sido estudiadas
exhaustivamente (5; 9; 10; 11; 12; 13; 14; 15). En la TABLA 1 se muestran

algunas caracteristicas de las proteinas caltrin hasta ahora estudiadas.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de las proteinas caltrin.

Mr pl g INST. INDEX GRAVY?
Bovine 5411 8.3 6990 24.86 -0.994
Rat 6217 9.3 3355 36.12 -0.432
Mouse | 6126 9.5 3355 51.99 -0.161
Mouse II 8476 10.6 3605 51.02 -0.478
Guinea pig | 5084 9.5 4595 45.68 -0.163
Guinea pig Il 6255 10.2 6460 73.57 -1.036

Abreviaciones: GRAVY (del inglés “grand average of hydropathy”) valor promedio de

hidropatia;
a. €: Coeficiente de extincién molar (en unidades de M1 cm-?, medidos a 280 nm en agua).

b. los valores negativos (kcal mol'l) de GRAVY indican que las proteinas caltrin son
fundamentalmente hidrofilicas (16). INST. INDEX: una proteina con un valor menor a 40 se
predice estable, mientras que otra con un valor mayor a 40 se predice inestable en solucion

acuosa (17). Tabla extraida de Grasso y Coronel 2017 (7).

¢. Mr: Masa relativa. pl: punto isoeléctrico.




Caltrin 1l de raton fue purificada a partir del contenido de vesicula seminal de
ratén, utilizando anticuerpos anti-caltrin bovina para su identificacion (18). La
estructura primaria fue obtenida por secuenciamiento por degradacion de Edman
de los fragmentos generados por la digestion con tripsina, clostripan vy
endopeptidasa C, obteniendo una secuencia de 75 aminoacidos de los cuales 7
son cisteinas que pueden formar puentes disulfuro en su estado nativo (18).
Posteriormente, el grupo de Luo y colaboradores (19) identificé, utilizando el ADN
complementario, una proteina del contenido de vesicula seminal de raton que
denominaron SVS VIl (del inglés “Seminal Vesicle Secretion VII”). El analisis
comparativo demostré6 que se trataba de la misma proteina purificada
previamente por Coronel y col. (18) denominada caltrin Il de raton, con ligeras
diferencias en un par de aminoacidos de la porcién c-terminal. Esta discrepancia
se debia a diferencias en el tratamiento de las muestras previamente al

secuenciamiento.

Existen discordancias en cuanto a la interaccibn con la superficie del
espermatozoide. Mediante el uso de inmunofluorescencia indirecta Luo y col.
(19) informaron que SVS VII 6 caltrin Il de ratdon se une a lo largo de toda la
superficie del espermatozoide de un modo totalmente inespecifico.
Contrariamente, estudios recientes de nuestro laboratorio (20), muestran que la
proteina se une selectivamente a la porcién principal de la cola de los

espermatozoides (Figura 3).

Ademas, disienten en el efecto sobre la motilidad del espermatozoide; segun
Coronel y col. (18) cuando se adiciona caltrin Il de raton al medio se inhibe en
gran proporcion la entrada de #°Ca?* en las células espermaticas. Ademas,
cuando se somete a la proteina a un proceso de reduccién y carboximetilacion
pierde su efecto inhibidor (18). Mientras que Luo y colaboradores sostienen que
SVS VIl actia como un potenciador de la hiperactivacion, y que solo en su forma

desplegada (por calentamiento) inmoviliza al espermatozoide (19).



Figura 3. Inmunolocalizacion de la proteina caltrin Il de raton en la superficie de los
espermatozoides. A. Microfotografia de epifluorescencia donde se muestra inmunorreaccion en
la porcién principal de la cola. No se observa inmunomarcacion ni en la pieza media ni en el
acrosoma. B. Microfotografia de contraste de fase. Magnificacién 1000X. Figura extraida de
Grasso y Coronel 2017 (7).

Como se mencion6 anteriormente, la existencia de receptores para las
proteinas caltrin en la superficie de los espermatozoides aiun no se conocen. Sin
embargo, diversos tipos de interacciones moleculares entre fosfolipidos y las
proteinas caltrin han sido reportadas. Por ejemplo, estudios cromatograficos en
capa fina demostraron que la proteina SVS VII 6 caltrin Il de ratén se une
especificamente a la fosfatidilserina (PS). Lo mismo se observo en estudios
utilizando liposomas de PS (19). Teniendo en cuenta las propiedades fisicas de
esta proteina, se puede asumir que dicha interaccion esta favorecida por la carga

neta positiva de caltrin Il a pH fisiolégico (pl = 10.2). Ver Tabla 1.

En nuestro laboratorio se estan llevando a cabo estudios estructurales
exhaustivos de estas proteinas. Recientemente se elabor6 un modelo
tridimensional para las proteinas caltrin bovina y caltrin | de ratdon (21). A partir
de esto, se evaluaron algunas propiedades fisico-quimicas y estructurales de
ambas proteinas utilizando herramientas bioinformaticas. Dentro de este marco,
el propdsito de este trabajo de Tesina de Grado es describir en profundidad tanto

las estructuras secundaria y terciaria y algunas propiedades fisicoquimicas de la



proteina caltrin Il de raton. Para ello se utilizaron diversas herramientas
bioinforméaticas y espectroscopia de dicroismo circular. El fin de estos estudios
es comprender cOmo esta proteina interactta con la membrana del
espermatozoide para influenciar sobre los mecanismos de sefalizacidén
intracelular que ocurren en esta célula durante las distintas etapas del complejo

proceso de fertilizacion.

Para ello nos planteamos los siguientes objetivos:

Objetivo general:

e Contribuir desde perspectivas bioldgicas, estructurales y fisico-
quimicas, a la comprension de los mecanismos moleculares y
supramoleculares involucrados en la interaccion de caltrin 1l de raton con

la membrana plasmatica del espermatozoide.

Objetivos especificos:

1. Caracterizacion fisico-quimica “in silico” de la proteina caltrin |l de
ratdbn utilizando diversas herramientas bioinformaticas que permitan
calcular parametros como el coeficiente de extincion, indice alifatico,
indice de inestabilidad, escala de hidrofobicidad de Kyte y Doolittle.

2. Prediccién de modelos moleculares tridimensionales (3D), a partir
de la estructura primaria de la proteina caltrin 1l de ratén, usando el
modelado molecular por homologia y también el método de “threading”.

3. A partir de estos modelos se calcularan diversos parametros tales
como superficie molecular, superficie de Van der Waals, las de
accesibilidad al solvente o Lee-Richards y también la cantidad y
estabilidad de puentes de hidrégeno presentes en dicha molécula.

4. Prediccion del potencial electrostatico de superficie y los campos
eléctricos de esta proteina bajo diversas condiciones de carga y fuerza
ionica.

5. Prediccién de la estructura secundaria de la proteina caltrin 1l de

raton utilizando herramientas bioinformaticas. Dichas predicciones se
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examinaran experimentalmente mediante espectroscopia de dicroismo
circular.
6. Prediccién de la zona de unién o “binding” de la proteina a la

membrana del espermatozoide.
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MATERIALES Y METODOS

Proteinas: La proteina caltrin Il de raton fue purificada a partir de la secrecién
de vesiculas seminales de ratones machos adultos siguiendo el procedimiento
descripto por Coronel y colaboradores (18). La proteina pura se liofilizé y guardé

a -20°C hasta su utilizacion.

Objetivo especifico 1: Para la caracterizacion fisico-quimica de caltrin Il de
ratbn se utilizardn las herramientas del server Expasy-Protscale (22). Se
obtendran los perfiles de hidropaticidad utilizando dos ventanas de 9 y 21
residuos, respectivamente, lo que permitir4 predecir el posible punto de anclaje
de la proteina a las membranas. También se determinard la estabilidad en
solucién acuosa, la termoestabilidad, el coeficiente de extincion molar en

condiciones reductoras y no reductoras y el indice alifatico de dicha proteina.

Objetivo especifico 2: La prediccién de los modelos 3D se realizaré por
modelado molecular por homologia utilizando el servidor SWISS-MODEL
Workspace (http://swissmodel.expasy.org/). La libreria de SWISS-MODEL
Workspace utiliza tanto BLAST (23) como HHblits (24), como buscadores; para
identificar las plantillas y obtener los alineamientos entre la proteina a modelar y
su plantilla. El uso combinado de estos dos métodos garantiza un correcto
alineamiento, incluso cuando no hay alta identidad de secuencia (homologia)
entre el modelo y su plantilla. Una vez realizado el alineamiento se realizara un
modelo atémico para la proteina (25). En el mismo se generan coordenadas
atomicas usando los alineamientos entre el modelo y su plantilla, se reconstruyen
las zonas no conservadas entre ambas (mediante la matriz de suplantacion
BLOSUM®62) y se completan las cadenas laterales a partir de una libreria de
estructuras conocidas (26). Para determinar la veracidad del modelo, se
calcularan los valores de QMEAN (“Qualitative Model Energy Analysis”), un
método de célculo compuesto que describe los aspectos geométricos mas
importantes de las proteinas. El método define algunas caracteristicas
geomeétricas del modelo, como angulos de torsion y accesibilidad al solvente, y
las compara con distribuciones estadisticas obtenidas a partir de estructuras
experimentales. El valor de QMEAN obtenido es indicativo de la confiabilidad del
modelo (25).

12



Paralelamente, la estructura 3D de caltrin Il de raton serd predeterminada
utiizando el server [|-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-
TASSERY/). A diferencia de SWISS MODEL, I-TASSER realiza el modelado
estructural por la técnica de “threading” (“‘enhebrado”) el cual se basa en la
determinacion in silico de la estructura secundaria de diversos fragmentos
obtenidos a partir de la secuencia de la proteina a modelar (27). Posteriormente,
el enhebrado se realiza mediante ajustes iterativos de los fragmentos obtenidos,
buscando los minimos energéticos, para la construccion del modelo final. En
resumen, el método de “enhebrado” consiste en cuatro pasos: identificacion de
la plantilla (a partir de la estructura secundaria predicha para los fragmentos
obtenidos de la secuencia a modelar), simulacién del ensamblaje del modelo
(mediante dinamica molecular), seleccion y refinamiento del modelo y
determinaciéon de la funcién (si la hubiere) basada en la estructura. Para la
identificacion de la plantilla se utiliza el software LOMETS, el cual contiene ocho
programas de reconocimiento de plantillas (PPAS, Env-PPAS, wPPAS, dPPAS,
dPPAS2, wdPPAS, MUSTER y wMUSTER) (27). I-TASSER genera diversas
conformaciones estructurales que se denominan sefiuelos. Para seleccionar el
modelo final utilizara el software SPICKER que agrupa todos los sefiuelos de a
pares y los compara en base a la similitud de estructura, generando hasta cinco
modelos. La credibilidad de cada modelo es medida usando el valor de C-score
(un score de confianza, el cual se calcula a partir de la significancia de los
alineamientos de la plantilla enhebrada y los parametros de convergencia de las
simulaciones del ensamblaje estructural). Su rango numérico va de -5 a 2, donde

un valor mayor indica una alta credibilidad del modelo predicho y vice-versa.

Finalmente, los modelos obtenidos serdn ajustados usando el algoritmo
ModRefiner. Dicho algoritmo refina el modelo en cuanto a enlaces de hidrégeno,
topologia de la cadena principal y posicionamiento de cadenas laterales por
medio de la minimizacion de la energia (28).

Objetivo especifico 3: Se estimaran diferentes superficies (molecular, Van
der Waals, accesible y excluida al solvente) a partir de los modelos 3D usando
el software UCSF Chimera®© 1.10 (29). Mediante el uso del programa Yasara©
se calcularan los radios de giro, los radios nucleares y los radios de Van der

Waals de la molécula a partir de los modelos.
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Objetivo especifico 4: El potencial electrostatico de superficie y los campos
eléctricos tedricos seran modelados usando la ecuacion de Poisson-Boltzmann
(30) para dos constantes dieléctricas (solvente = 80; interior de la proteina = 4)
a diferentes fuerzas i6nicas (145 mM-0 mM NacCl). Para ello utilizaremos el
software SPDBViewer. Este software asume que el sistema se encuentra a pH
7 y todos los residuos se encuentran cargados. Se calcularan los potenciales
electrostaticos y campos eléctricos con dos modelos de carga: A. tomando los
residuos cargados Unicamente y, B. tomando las cargas parciales de las cadenas
laterales. Un valor de 1,87 mV (KTe) y -1,87 mV (KTe) seran usados para
delimitar los potenciales electrostaticos y/o campos eléctricos positivos y

negativos, respectivamente.

Objetivo especifico 5: Se estudiara la estructura secundaria nativa de caltrin
Il de raton tanto in silico como experimentalmente. Las predicciones de las
estructuras secundarias se realizaran usando los servers ESPript 3.0 (prediccién
basada en el modelo 3D) y PSIPRED v 3.3 (prediccion basada en la secuencia).
Simultaneamente se determinara experimentalmente por dicroismo circular la
estructura secundaria de la proteina caltrin Il de ratén disuelta en agua ultrapura,
usando un espectropolarimetro Jasco J-810 y una cubeta de cuarzo con un paso
optico de 0,2 cm. Cada espectro se obtendra a partir del promedio de seis
escaneos. La concentracion de proteina a usar sera de aproximadamente 30 uM.
Se sustraera la contribucion del agua en todos los espectros. La velocidad de
escaneo sera programada a 50 nm/min con un tiempo de respuesta de 2
segundos, una recoleccion de datos cada 0,2 nm y un ancho de banda de 2 nm
(31). Las mediciones se realizaran en la region de 190-260 nm y expresadas
como elipticidad molar [©] (deg cm2 dmol-1) vs A (nm) (32). La composicion de

estructura secundaria se definira por deconvolucién de los espectros obtenidos.

Objetivo especifico 6: Se estudiara la zona de “binding” o unién a membrana
de caltrin 1l de ratén utilizando el server M.O.D.A (Membrane Optimal Docking

Area, http://molsoft.com/~eugene/moda/modamain.cqgi?act=dataset). El

algoritmo de M.O.D.A es una version mejorada del algoritmo PIER que también
se utilizaba para la prediccion de sitios de interaccion proteinas-membrana (33).
En un principio M.O.D.A amplia la superficie accesible al disolvente en 5 A para

abarcar la forma general de la proteina y genera una serie de puntos distribuidos
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uniformemente sobre la superficie de la proteina a una distancia promedio entre
si de 5 A. Luego define parches que son un conjunto de atomos de la superficie
de la proteina que se encuentran a una distancia determinada con respecto a un
punto central. Los parches pueden ser de nivel 1 o parches grandes, ubicados a
14 A del punto central, o de nivel 2 o parches chicos a 10 A del punto central.
Luego, a cada atomo de la superficie se le asigna un valor de cuan propenso es
de unirse a la membrana. En el calculo interviene el area superficial accesible al
disolvente atémico (SASA) y un valor especifico de cada tipo de atomo. A
continuacion, los valores obtenidos de cada atomo se promedian sobre los
parches de nivel 1; y finalmente las puntuaciones de que tan propenso es el
parche se trasladan a los residuos superficiales asignando a cada uno el
promedio ponderado de todos los parches del nivel 2 que lo abarcan (34). La
tabla 2 resume la metodologia utilizada en la presente tesina de grado.

Tabla 2. Herramientas bioinformaticas utilizadas, funciones que presentan y bibliografia
asociada.

Herramienta Utilidad Referencia

Expasy-Protscale Caracterizacion fisico- 22
uimica para conocer
Expasy- ProtParam a P
como almacenar vy

resguardar la proteina

ESPript 3.0 Prediccion de 23,24
PSIPRED v 3.3 estructura secundaria
SWISS-MODEL Modelado 27,28, 29, 30
Workspace tridimensional basado en
I-TASSER la secuencia/ estructura
secundaria de la
ModRefiner proteina
SPDBViewer Visualizacién modelos 28
3D, calculos de
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potenciales
electrostaticos, entre

otras

M.O.D. A

Predictor de zona de
la proteina que hace
docking con una

membrana

32,33
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RESULTADOS

Caracterizacion fisico-quimica

En la Tabla 3 se muestran algunas propiedades fisico-quimicas de la proteina
caltrin Il de raton. Entre ellas se encuentran tamafio molecular, peso molecular,
punto isoeléctrico, el coeficiente de extincion molar en el cual se considera que
todas las cisteinas presentes forman cistinas y el coeficiente de extincion molar
reducido el cual considera que todas las cisteinas estan reducidas. Debido a que
esta proteina no posee el aminoacido triptéfano en su estructura primaria el
resultado obtenido puede tener un error mayor al 10%, esto se debe a que el
espectro de emision de este aminoacido es dominante por encima de los valores
de los aminoacidos aromaticos tirosina y fenilalanina. También se presenta el
indice de estabilidad, que es un valor indicativo de la estabilidad de una proteina
almacenada en solucién acuosa; un numero mayor a 40 indica inestabilidad (22).
De acuerdo al valor calculado (51,02), la proteina en estudio es inestable para
ser almacenada en solucién acuosa por largos periodos de tiempo. El indice
alifatico, por su parte, que se determina a partir de las cadenas laterales de
aminoacidos alifaticos (valina, leucina, isoleucina y alanina), sefiala la estabilidad
de proteinas globulares a altas temperaturas (35). Caltrin Il de ratén presenta un
indice alifatico bajo (52,5), valor del que se deduce que a altas temperaturas su

estructura no es estable.

Tabla 3. Propiedades fisico-quimicas de caltrin Il de ratén.

Numero de aminoé&cidos 76
Peso molecular 8547,98
pl 9
Coeficiente de extincion 3605
Coeficiente de extincion reducido 2980
indice de inestabilidad 51,02
Estabilidad Inestable
indice alifatico 52,5
indice de hidropaticidad (GRAVY) -0,467
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El indice de hidropaticidad (GRAVY) brinda informacion sobre el caricter
hidrofébico o hidrofilico de una proteina en base a la composicion de
aminoacidos que presenta (16). En este caso, la proteina caltrin 1l de raton es de
caracter hidrofilico y tiene un comportamiento soluble en agua. Otro valor
obtenido utilizando ProtParam tool es la vida media de la proteina, que es el
tiempo que demora en desaparecer la mitad de una cantidad dada de proteina
luego de su sintesis. En los reticulocitos de mamiferos se estima que la mitad de
la proteina desaparece en 5 horas y media, mientras que en E. coli demora 2

minutos y en levaduras 3 minutos.

Modelos moleculares

Se utilizaron dos servidores para obtener los modelos moleculares: SWISS-
MODEL y I-TASSER (Figura 4). El primero realiza el modelado por homologia,
es decir comparando la estructura en estudio con la de una proteina similar que
esté relacionada evolutivamente. La busqueda de las proteinas relacionadas se
realiz6 utilizando los buscadores Blast y HHBIits. Para el modelo de caltrin 1l de
ratén, se us6 como plantilla la estructura correspondiente a la proteina “Secreted
Ly-6/uPAR-related protein 1” (PDB: 2muo.1A), obtenida con HHBIits. Esta
proteina presenta una identidad de secuencia del 26%, similitud de secuencia de
0,34 y una cobertura (proporcion de estructura de la secuencia de interés que
puede ser predicha por la plantilla) de 0,96. El valor de QMEANA4 fue de -4,46 y
el valor normalizado estuvo dentro de los limites de Z-score menor a 1. I-
TASSER realiza el modelado mediante “threading” o “enhebrado” el cual es un
método que se basa en el reconocimiento del plegamiento de proteinas. En base
a la prediccion de la estructura secundaria de la proteina a modelar, I-TASSER
selecciona una plantilla (proteina en la base de datos o PDB) y ajusta el modelo
mediante enhebrado iterativo de la secuencia problema. A partir de esto, se
obtienen las coordenadas atomicas para realizar el modelado. Para este modelo
3D la plantilla obtenida fue la correspondiente a la proteina “Ly-6/neurotoxin-like
protein 1” (PDB: 2I03A), con identidad de secuencia del 26%, cobertura de 0,95,
C-score de -0,38 y un valor de TM de 0,66+0,13. Para que un modelo sea de

extrema exactitud la identidad de secuencia deber ser mayor al 50% (36), asi,
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los modelos obtenidos tanto por SWISS-MODEL como por I-TASSER

presentaron baja exactitud con una identidad de secuencia menor al 30%.

Para mejorar los modelos, ambos fueron refinados utilizando la herramienta
informatica ModRefiner y los mismos se observan en la Figura 4. Este server se
encuentra disponible en linea y funciona a través de un algoritmo; el mismo, a
través de un campo de fuerza conocido, genera una minimizacioén de energia en
los modelos mejorando la topologia global y local de los mismos. Este programa
parte del esqueleto de Ca, al cual le minimiza la energia y luego agrega las
cadenas laterales a las cuales les hace lo mismo. De esta manera se evitan los
choques estéricos, aumentan los puentes de hidrogeno con respecto al modelo
original al generar un re-arreglo de las cadenas laterales, tanto en el esqueleto
de Ca como en las cadenas laterales, entre otras mejoras (28).

SWISS-MODEL I-TASSER

Modelo refinado

A\
(=
N \

TN

Figura 4. (A-C) Modelos obtenidos por SWISS-MODEL antes y luego de ser minimizado
energéticamente por ModRefiner, respectivamente. (B-D) EI mismo procedimiento, pero para los
modelos obtenidos por I-TASSER.

Otra forma de determinar la confiabilidad del modelo es comprobar que tanto
se ajusta el mismo a la plantilla. Esto se obtiene a partir de la desviacién
cuadréatica media (RMSD: “Root Medium Square Deviation”) que es la distancia

promedio entre los atomos (generalmente los atomos de la cadena principal Ca)
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de las proteinas superpuestas. Un buen modelo debe tener un RMSD menor a

1A y una identidad de secuencia mayor al 50% con respecto a sus plantillas. De

acuerdo con los datos que se muestran en la Tabla 4, ni I-TASSER ni SWISS-

MODEL cumplen con este criterio, pero se observa una mejora en la RMSD

luego del refinado (36). En la Figura 5 se puede observar la superposicién de

cada modelo (antes y después de ser refinado) con respecto a su plantilla,

mientras que en la Figura 6 se visualiza la alineacion de la secuencia de cada

modelo con respecto a su plantilla.

Tabla 4. Valores de desviacion cuadratica media (RMSD, siglas en inglés) para los modelos

originales y refinados de I-TASSER y SWISS-MODEL con sus respectivas plantillas.

RMSD
I-TASSER Sin refinar Refinado
2.602 2.483
SWISS-MODEL Sin refinar Refinado
3.564 2.418

SWISS-MODEL

i
/T —
< go—

\
=

Figura 5. (A-C) Modelos de SWISS-MODEL superpuestos con su plantilla, sin refinar arriba

y refinado debajo. (B-D) Modelos de I-TASSER superpuestos con su plantilla, sin refinar arriba y

refinado debajo.
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Consensus LiCysCkk . srsasCrm. i sRCkak e aCsTtshtVe a p...hpy
Conservation
RMSD: backbone

RMSD: full

RMSD: ca

Charge variation

HP.pdb, chain A MTSASCRT|.[l TRCKPED QISP V|

HR.pdb B SRDSRCTMS|Q SRCVAK] HVY

51 61 7 81

Consensus skgqsCSpgCk akgpdsikaa iylmCCekdL CNS

Conservation

RMSD: backbone

RMSD: full

RMSD: ca

Rank PDB Iden1 Iden2 Cov Nomm. Download 20 40 &0
i Zscore  Align. | 1 |
Sec.Str
Seq

1 2034 026 030 095 205 Download 1D HV AY-NGDN FNFM-R —PAMVAY M TRTYYTPTRMKI KS VPR FET TTS QDL NG
2 3ewmA 019 024 091 054 Download —IR VNN ST--DGY FIMI DFO RDTPIPHQRRSIE-C TERIE VK-
3 2034 026030 092 137 Download 1D HV -AVNGDN FNO-MR —-DAMAY MITRTYYTPTRMKVSKS ViR FETVYDSKHAS-TTS ~QYDL HG-
4 2muwoA 026 028 097 210 Download 1K YT KEPTSAS RI-ITR KP-EDTA MITLVIVENQSEVVIRS 555 VATDPDSIGAAHLIF FRDL NSE
5 21034 028 030 091 119 Download 1D HV AYNG-DN F-NPMR PAM-VAY MITRTYYTPTRMKVSKS ViR FETVY---KHASTTS QYDL 16—
6 21034 026 030 095 140 Download 1D HV AYNG-DN F-NEMR PA-MVAY M TRTYYTPTRMKI KS VIR FET TTS QDL NG
7 2034 025 030 095 226 Download 1D HV AYNGDN- FN MITR: Q¥DL NG
8 2103A4 026 030 095 177 1D HV RYNG-DN F-NEMR PA-MVAY M QYDL 1G-
9 2iE 023 029 086 041 1E TS5 GSSDMSQ RSFEEQ LORFKDDRHLRGCGYLE PGSNFHNQDTFHFLK QTTK 'EG

10 2mwoA 026 028 097 136 1K YT KEMTSAS RTIT-R —KPEDTA MITLVIVEAEYPFNTRS 5SS VATDPDSIGAAKLIF ~FRDL NSE

(a) Allthe residues are colored in black; howev
the property of amino acids, where polar are

those residues in templale which are identical to the residue in ine query sequence are highiighted in color. Coloring scheme is based on
htly coloured while non-polar residues are colored in dark shade. (more about the colors used)

(b) Rank of the top ten d by |- TASSER.
(c) Ident1 is the percentage sequence identity of the templates in the threading aligned region with the query sequence.
(d) Ident2 is the identity of with query sequence.

(€) Cov represents ine coverage of the threading alignment and is equal to the number of aligned residues divided by the length of query prolein.
() Norm. Z-score is the normalized Z-5core of the threaing alignments. Alignment with a Nommalized Z-score >1 mean a good alignment and vice versa.
(9) Dowmload Align. provides the 3D structure of the aligned regions of the threading templates.
() The top 10 alignments reported above (in order of their ranking) are from the following threading programs:
1:MUSTER 2:FFAS-3D 3:SPARKSX 4:HHSEARCH2 5: 6 HHSEARCH! 7:Nef.PPAS 8 HHSEARCH 0:pGenTHREADER 10:wdPPAS

Figura 6. (A) Alineacion de caltrin Il de raton con su plantilla (Secreted Ly-6/uPAR-related
protein 1) utilizando el programa UCSF Chimera®© 1.10. (B) Alineacion de caltrin Il de raton con

las mejores 10 plantillas obtenidas usando I-TASSER Suite.

Haciendo uso del servidor ProSA-web, se evaluaron las estructuras obtenidas
utilizando los puntajes Z (Z-score), que indican la calidad del modelo y mide la
desviacion de la energia de la estructura y la compara con la distribucion de
energia de estructuras nativas de todas las proteinas cargadas en el Protein Data
Bank (PDB), cuyas estructuras fueron obtenidas experimentalmente ya sea por

rayos X y/o resonancia magnética nuclear (RMN) (37).

En la Figura 7 se observan los valores de Z, que fueron -4,09 y -4,74 para el
modelo y la plantilla de SWISS-MODEL, y -5,36 y -4,13 para el modelo y la
plantilla de I-TASSER. Estos valores se ubican dentro del rango de los valores
normales de Z calculados para todas las proteinas nativas incorporadas en el
PDB. De esto se asume que los modelos son fiables con respecto a sus

plantillas.
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Figura 7. Z-Score se encuentra representado en graficos donde el valor de Z para cada
plantilla y modelo se resalta en un punto negro. La representacion indica los valores Z de
proteinas almacenados en el Banco de Datos de Proteinas, que fueron caracterizadas por Rayos

X (X-ray en azul claro) y Resonancia Magnética Nuclear (NMR en azul oscuro).

Los graficos de Ramachandran (Figura 8) fueron obtenidos utilizando el

servidor RAMPAGE Ramachandran

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php). El test se realiz6 para
cada uno de los modelos obtenidos, SWISS-MODEL vy I-TASSER, antes y

después de ser refinados. En la Tabla 5 se resumen los valores obtenidos por el

servidor. EI modelo que paso este test de confiabilidad es el correspondiente a
I-TASSER refinado, donde aproximadamente el 95% de los aminoacidos caen
en regiones favorables, es decir que se ajustan perfectamente a la posicion en

la que se encuentran y a la estructura secundaria que forman (38).
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Figura 8. (A-C) Gréfico de Ramachandran para los modelos obtenidos por SWISS-MODEL

sin refinar (superior) y luego de ser sometido a ModRefiner (inferior). (B-D) Grafico de

Ramachandran para los modelos de I-TASSER sin refinar (superior) y luego de ser sometido a

ModRefiner (inferior).

Tabla 5. Valores obtenidos por RAMPAGE Ramachandran en los que se observa el

porcentaje de aminoacidos de la secuencia de caltrin Il de ratdon que se ubican en regiones

favorables, permitidas y no permitidas, para cada uno de los modelos.

Regiones SWISS- SWISS- I-TASSER I-TASSER
MODEL MODEL refinado
refinado
Favorables 86,3% (63) 91,8% (67) 74,3% (55) 94,6% (72)
Permitidas 8,2% (6) 8,2% (6) 16,2% (12) 5,4% (4)
No permitidas 5,5% (4) 0% (0) 9,5% (7) 0% (0)
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Debido a que el modelo obtenido por I-TASSER refinado mostré el mejor
grafico de Ramachandran, se lo utilizd para el resto de las determinaciones y

analisis de este trabajo.

En la Figura 9 se muestran las superficies accesibles al disolvente, las
superficies moleculares y las de Van der Waals obtenidas utilizando el programa
Jmol®©. Caltrin 1l de ratén presenta un area de superficie de 8989 A3, mientras
que la superficie accesible al disolvente calculada es de 5528 A3 por molécula y
la superficie molecular o no accesible al disolvente es de 4708 A3 por molécula.
Presenta un radio de giro de 12,919 A un radio nuclear de 25,670 Ay un radio

de van der Waals de 27,494 A obtenidos mediante el programa Yasara®.

Figura 9. (A) Superficie accesible al disolvente o superficie de Lee-Richards. (B) Superficie

molecular. (C) Superficie de Van der Waals. Obtenidas utilizando Jmol®©.

En la Figura 10 se muestran los puentes de hidrégeno que estabilizan el
modelo de I-TASSER refinado de caltrin Il de ratdon obtenidos mediante el
programa DeepView, mientras que en la Tabla 6 se indican los aminoacidos y
los atomos que forman los puentes, la distancia entre el atomo donante y aceptor
del enlace y la distancia entre el hidrogeno del atomo donante y el atomo aceptor.

Estos datos fueron obtenidos por el programa UCSF Chimera.
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Figura 10. Puentes de hidrégeno presentes en caltrin 1l de ratén obtenidos utilizando el

programa DeepView (Swiss-Pdb Viewer v 3.7).

Tabla 6. Puentes de hidrégeno presentes en el modelo obtenido para I-TASSER refinado

utilizando el programa Chimera UCSF© 1.10.

Donante

ILE2N

CYS3N

ASN 4N

CYS6N

LYS8 N

SER12 N

SER19N

CYS21N

VAL 22 N

GLY 26N

SER 28 N

Aceptor

ASN 71 OD1

SER190

ASN 74 OD1

GLN 450

SER43 0

SER9 O

CYS30

LEU1O

GLY 26O

VAL220

SER48 0

Hidrégeno

ILE2H

CYS3H

ASN 4 H

CYS6H

LYS8 H

SER12 H

SER19H

CYS21H

VAL22 H

GLY 26 H

SER 28 H

D-A distancia D.H-A

distancia
2.960 2.076
2.981 2.018
3.138 2.212
2.959 2.014
3.064 2.104
3.460 2.520
2.918 1.967
2931 1.979
3.114 2.149
2.865 1.901
2.926 1.991

25



CYS29 N CYsSe68 0 CYS29H 2.933 1.977

SER30N MET 46 O SER30H 2.883 1.942
THR31N MET 66 O THR31H 2.968 2.009
VAL32 N LYS44 0O VAL32H 2.951 1.989
SER33 N TYR64 0 SER33H 2.893 1.932
HIS34 N TYR420 HIS34 H 2.935 1.975
PHE 35 N LEU62O PHE35H 2.879 1.917
TYR42N HIS34 0 TYR42H 3.147 2.190
SER43 N LYS8 O SER43 H 3.047 2.083
LYS 44 N VAL320 LYS44 H 2.909 1.946
GLN 45N CYS60 GLN 45 H 2.930 1.961
MET 46 N SER300 MET 46 H 3.002 2.044
SER48 N SER 280 SER48 H 2.940 1.984
LEU62 N LYS60 O LEU62H 2.757 1.978
TYR64N SER330 TYR64 H 2.931 1.967
MET 66 N THR310 MET 66 H 2.909 1.950
CYS68 N CYS290 CYS68H 2.950 1991
LEU72N ILE20O LEU72H 2.983 2.045
PHE 76 N ASN 740 PHE76 H 2.466 1.647

Determinacion de estructura secundaria

La estructura secundaria fue determinada utilizando ESPript 3.0 (39) para la
plantillay PSIPRED v 3.3 (40) para la secuencia (Figura 11). Ambas predicciones
muestran 6 hojas B como Unicas estructuras secundarias que representarian
aproximadamente el 40% de los residuos de aminoacidos, mientras que el 60%

restante estaria en una estructura desordenada. Las secuencias de las 6 hojas
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B son: ICNS (2 a 5), RCV (20 a 22), CSTVSHF (29 a 35), KHVYSK (39 a 44),
QLNT (55 a 58) y KLIYIM (61 a 66). Las secuencias encontradas para las hojas
B del modelo son: ICN (2 a 4), CEK (6 a 8), QSR (18 a 20), SCSTVSH (28 a 34),
YSKQMCS (42 a 48) y IYIMCC (63 a 68). La estructura secundaria del modelo
se adapta considerablemente a la estructura predicha para la secuencia, debido
a que ambos tienen la misma cantidad de hojas B y 5 de ellas se superponen en
algunos aminoacidos. Estos datos también se observan en la prediccion de
desorden por residuo (Figura 12), la cual muestra que mas del 50% de la
estructura de la proteina esta desordenada, es decir sin formar estructura

secundaria (41).

Secondary Structure Map
A Feature predictions are colour coded onto the sequence according to the sequence feature key shown below.

1L I €N S CEKSURDSRCTMS QS RCVAKZ®PGESUCSTV S HFUVY GTEKMHUWVYYSsS KOQQMOCUOCS P Q 50
51C K E K @ L NT G KK LI Y IMOCOCTCET KN NTLTCNSTF

KEY Helix Sheet Disordered Dlsﬂrtjer‘fd . Dompred DomSSEA
protein binding Boundary Boundary
Annotations n L [ ] (6] a
pL B2 B3 p4 Bs po
— —— TT —p TTT ————
B 1 10 20 30 a0 50 60 70
LICNSCEKSRDSRCTMPQSRCVAKPGESCSTVSHFVGTKHVYSKQMCSPQCKEKQLNTGKKLIYIMCCEKNLCNSFE

Figura 11. (A) Prediccion de estructura secundaria a partir de la secuencia utilizando
PSIPRED v 3.3. (B) Prediccion de la estructura secundaria a partir de la plantilla del modelo de
I-TASSER refinado utilizando ESPript 3.0.
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Figura 12. Prediccion de desorden por residuo obtenida a partir de la secuencia de caltrin Il
de ratén utilizando RONN v3.2.
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Dicroismo circular

En la Figura 13 se muestra el espectro de dicroismo circular de caltrin Il de
raton, en el cual se observa un pico negativo a 210 nm y uno positivo a 190 nm
en el espectro realizado en agua, lo que indica que la estructura secundaria de
la proteina se encuentra parcialmente formada por hojas B (32). Por otro lado,
tanto el algoritmo de Chou-Fasman como el espectro de DC denotan la

prevalencia de estructuras 3 y una baja proporcioén de a hélices.

6000

4000 —— Caltrin Il de ratén

2000

-2000

[©] (deg cm” dmol ")

-4000 + Chou-Fassmann ¢-0.20 B-0.42 0.38
Espectro basico «-0.07 p-0.47 0.58

-6000

190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
A (nm)

Figura 13. Se muestran los valores obtenidos por el algoritmo de Chou y Fasman y para el
espectro de DC.

Potenciales electrostaticos y campos eléctricos

Las interacciones electrostaticas surgen debido a cargas locales, a la
distribucion no esférica en la densidad de electrones, a la redistribucion de
electrones causada por campos eléctricos presentes en el entorno y a la
reorientacion de grupos polares presentes en el soluto y en el solvente debido a
los campos eléctricos presentes (42). La ley de Coulomb supone que las cargas
de la proteina interactian con las del medio y éstas Uultimas se hallan
caracterizadas por una Unica constante dieléctrica (D). La ecuacion de Poisson-
Boltzmann por su parte, plantea que la proteina y el medio poseen cada uno una

constante dieléctrica diferente y esto lo hace mas realista para trabajar con los
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modelos moleculares tridimensionales (30). En las Figuras 14 y 15 se muestra
gue la proteina esta cubierta mayoritariamente por cargas positivas (azul), lo cual
concuerda con su pl de 10,2. En la Figura 15 se puede apreciar una proyeccion

de campo eléctrico con carga neta positiva que se expande hacia el solvente.

Figura 14. Potencial electrostatico de superficie teérico calculado para el modelo de |-
TASSER refinado obtenidas con el programa DeepView (Swiss-Pdb Viewer v 3.7). (A, B)
Residuos cargados y cargas parciales de cadenas laterales para 0 mM NACI de fuerza ibnica,
respectivamente. (C, D) Residuos cargados y cargas parciales de cadenas laterales para 145
mM NaCl de fuerza iénica, respectivamente. La superficie molecular esta coloreada con un
gradiente de color rojo (-1,8 mV como punto de corte), blanco (puntos neutros) y azul (1,8 mV

como punto de corte).
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Figura 15. Campos eléctricos tedricos calculados para el modelo de I-TASSER refinado
obtenidas con el programa DeepView (Swiss-Pdb Viewer v 3.7). (A, B) Residuos cargados y
cargas parciales de cadenas laterales para 0 mM NaCl de fuerza i6nica, respectivamente. (C, D)
Residuos cargados y cargas parciales de cadenas laterales para 145 mM NaCl de fuerza idnica,
respectivamente. El color rojo indica valores por debajo de -1,8 mV, mientras que el azul indica

valor por encima de 1,8 mV.

Perfil de hidropaticidad de Kyte y Doolittle

El indice de Kyte y Doolittle (16) y el porcentaje de residuos accesibles al
solvente (43) fueron obtenidos utilizando el server ExXPASy ProtScale. Cada
aminoacido posee un valor individual en kcal/mol para el calculo de KD (Kyte y
Doolittle) y el porcentaje de accesibilidad de cada residuo. Valores por arriba de
0 kcal/mol indica que los aminoacidos localizados en esa regidon son mas
hidrofobicos. Las interacciones hidrofobicas hacen que un aminoacido en

solucion acuosa se introduzca dentro de la membrana, mientras que las
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interacciones polares y las cadenas laterales cargadas promueven la
permanencia del mismo en el entorno acuoso (44). En la Figura 16 se observa
gue mayoritariamente se trata de una proteina hidrofilica ya que un porcentaje
importante de los aminoacidos se encuentra por debajo de las 0 kcal/mol

indicando que son mas afines al agua.

Perfil de hidropaticidad K y D (ventana de 9 residuos)

Hidrofobicidad (kcal/mal)
% residuos accesibles

Residuos vs Hidrofobicidad
——— % residuos accesibles

0 20 40 60 80

Residuos

Figura 16. Escala de hidropaticidad de Kyte y Doolittle utilizando una ventana de 9 residuos
ilustrada con linea continua negra y porcentaje de residuos accesibles ilustrada con linea

discontinua roja.

Area éptima de unién o “docking” a membrana

El server M.O.D.A (Membrane Optimal Docking Area) muestra las zonas mas
propensas dentro de la secuencia de aminoacidos de la proteina de interactuar
con membranas. Utilizando este algoritmo, este método bioinformatico permite
detectar potenciales proteinas de membrana periféricas y residuos individuales
gue se insertan dentro de la membrana (34). En la Figura 17 se muestra que el
area de mayor docking o union abarca los residuos 34 a 37, que corresponden
a los residuos HFVG, los cuales parecen ser altamente hidrofébicos de acuerdo

con lo que se observa en la Figura 16.
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Figura 17. Valores de M.O.D.A (area de membrana 6ptima para “docking” o unién) para cada

residuo de la proteina.
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DISCUSION

El propoésito de esta tesina de grado fue el de llevar a cabo la caracterizacion
fisico-quimica y estructural de la proteina caltrin Il de raton, que es una proteina
del plasma seminal sintetizada en las vesiculas seminales y que se une a los
espermatozoides durante la eyaculacion (18). Los parametros obtenidos y
analizados nos permiten establecer las condiciones apropiadas para realizar
diferentes estudios in vitro ya que indicaron que la proteina no es estable al ser
almacenada en solucién acuosa durante largos periodos de tiempo. A raiz de
estos nuevos datos, procedimos a almacenarla luego de ser liofilizada y
solamente se disolvio en agua la cantidad necesaria para realizar los
experimentos. Se observé que el pl estimado por IEF (isoelectroenfoque)
calculado por Coronel y colaboradores (18) difiere del determinado in silico;
mientras el valor experimentalmente obtenido de pl fue de 10,2, el definido in
silico fue de 9. Esta diferencia puede deberse a mdltiples causas, la mas
probable es la falta de calibracion en los algoritmos, comparando valores tedricos
con experimentales, usados para la determinacion in silico (45); otras podrian
deberse a modificaciones post-traduccionales que cambian la carga,
precipitacion de la proteina durante la migracion en el gel (45), etc. Teniendo en
cuenta que la diferencia es poco mayor a una unidad, ambos valores o un

promedio de ellos pueden ser aceptables.

Dado que no existen estructuras cristalograficas o por Resonancia Magnética
Nuclear de caltrin 1l de raton, elaboramos un modelo tridimensional de dicha
proteina. Para esto se utilizaron dos métodos bioinformaticos que se basan en
premisas diferentes para armar la estructura 3D. El motivo de hacerlo por dos
métodos se debe a que de esta manera podemos comparar y seleccionar el
modelo mas preciso, es decir con mejores valores de ajuste, y también
comparando con los datos obtenidos para la estructura secundaria. Ambos
modelos presentaron una identidad de secuencia baja, ya que surgen de
comparaciones con proteinas no homélogas a caltrin Il. Para el caso de SWISS-
MODEL la baja similitud de secuencia resulta en un modelo 3D con menor
confiabilidad, mientras que el modelado por “threading” obtenido del servidor I-
TASSER, que no tiene en cuenta la similitud de secuencia, pero si las

restricciones estéricas y configuraciones energéticas favorables, presenté un
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mejor ajuste. Esto se evidencia en el grafico de Ramachandran que muestra que
el modelo de I-TASSER tiene mayor cantidad de aminoacidos en ubicaciones
favorables, por lo tanto las estructuras formadas por esos aminoacidos
presentan menos choques estéricos que las del otro modelo. En base a esto, se
procedio a utilizar esta estructura 3D para realizar el resto de las determinaciones

descriptas en el presente trabajo.

En cuanto a la estructura secundaria estimada para esta proteina, los distintos
analisis computacionales coinciden con que la mayor parte de la secuencia (50
% al menos) se encuentra desordenada y el resto se halla formando estructuras
tipo B, sin la presencia de hélices a. En comparacion con los datos obtenidos del
espectro de dicroismo circular, los valores in silico coinciden en gran parte ya
que el espectro basico para estas condiciones indica estructuras tipo B, en casi
un 50% de la proteina, y el resto de la estructura es desordenada. Cabe resaltar
que el espectro indica también una pequefa proporcion de estructura de hélice
a. Luo y colaboradores (19) a través de la misma técnica hallaron que la
estructura secundaria de caltrin Il presenta una composicion predominante de
hojas B respecto a las hélices a. Respecto a este tipo de estructura nuestro
modelo 3D obtenido por I-TASSER previo a la refinacion, también mostré un
segmento de hélice a que comprende los aminoacidos SRD ubicados en las
posiciones 9 a 11 de la secuencia. Sin embargo, dado que estos residuos
muestran configuraciones estéricas desfavorables segun el test de
Ramachandran y que el modelo 3D por I-TASSER luego de ser refinado indica
ausencia de hélices a, postulamos que no existiria este tipo de configuracion

secundaria en caltrin II.

El andlisis computacional utilizando el algoritmo M.O.D.A, el cual indica
los aminoacidos mas propensos de unirse a membrana, muestra que los
residuos 34 a 37 (HFVG) serian los que hacen “docking” o unién con la
membrana del espermatozoide. Estos residuos no se encuentran en hojas 3 lo
qgue facilitaria su posible union a membrana. Ademas, estos aminoacidos se
encuentran en un campo eléctrico positivo de la proteina determinado con una
fuerza idnica de 145 mM, un entorno probable de encontrar en una célula.
Ademas el perfil de hidropaticidad de Kyte y Doolittle muestra que dichos

aminodacidos son hidrofébicos, por lo tanto, intentan escapar del entorno acuoso
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y se introducirian parcialmente dentro de la membrana plasmatica del

espermatozoide.

Luo y colaboradores (19) sugirieron que el sitio de union de caltrin Il en las
membranas de los espermatozoides estan constituidos por fosfatidiletanolamina
y fosfatidilserina. De hecho, la demostracion de que lipidos extraidos de
espermatozoides y dispersados en solucion acuosa inhiben la union de caltrin I
a las membranas sugiere que el sitio de unién es de naturaleza lipidica. Sin
embargo, en las membranas espermaticas, la fosfatidilserina es un componente
relativamente menor y esta asimétricamente distribuido en la hemicapa interna
(46). Pero este hecho no descarta que la interaccion caltrin [I-membranas esté
localizada en nanodominios anionicos. Se ha demostrado la existencia de otras
especies lipidicas como fosfoinositidos y gangliésidos (47; 48) cargadas
negativamente y localizadas en la superficie de los espermatozoides. La carga
neta positiva de la proteina caltrin Il favoreceria la unién a estos lipidos. Teniendo
en cuenta todas estas evidencias experimentales ademas de las
determinaciones in silico, proponemos un posible modelo de interaccién caltrin

[l-membrana espermatica. Ver Figura 18.
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Figura 18. Modelo propuesto de interaccion entre caltrin 11 y una membrana modelo (bicapa

constituida por palmitoiloleolilfosfatidilserina, POPS). A partir de los valores de M.O.D.A.
orientamos vectorialmente los residuos con mayor propensién de unirse a la membrana (region

delimitada por el circulo).
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CONCLUSIONES

Como ya mencionamos en la introduccion, existen diversos factores que
regulan la reproduccion en mamiferos (1). Entre estos, las proteinas secretadas
en el plasma seminal han dado muestras de cumplir un rol muy importante en la
regulacion de numerosos procesos fisiologicos del espermatozoide asociados a
la fertilizacion (1; 8). Estudios protedmicos sobre los espermatozoides y los
fluidos seminales de diversos mamiferos han permitido identificar diversas
moléculas involucradas en mecanismos moleculares tanto para la generacion
como el mantenimiento de la capacidad fertilizante (1). Si bien en el presente
trabajo nos limitamos al estudio de la proteina caltrin Il de raton, las proteinas
tipo caltrin en general, las cuales son sintetizadas en el epitelio secretor de las
vesiculas seminales bajo estricto control androgénico (49; 50; 51) parecen estar
involucradas en la modulacion del proceso de fertilizacion, regulando no
solamente la entrada extracelular de Ca?* y, consecuentemente la reaccion
acrosomal y/o la hiperactivacion del espermatozoide, sino también la actividad
de enzimas espermaticas las cuales tendrian un rol en la capacidad fertilizante.
La actividad de las proteinas tipo caltrin en modular dichos eventos fisiolégicos
los cuales ocurren previamente a la fertilizacion es muy especifica y ocurren sin
alterar la capacitacion espermatica (52). Por lo tanto, las proteinas caltrin
protegen la integridad acrosomal y la funcionalidad requerida para que los
espermatozoides se unan al epitelio oviductal donde son retenidos bajos
condiciones protectoras hasta que ocurra la ovulacién. Como fue demostrado
previamente por Clark y colaboradores (13), la accion protectora de caltrin sobre
el acrosoma espermatico no interfiere con la reaccion acrosémica inducida por

la zona pellcida lo cual garantiza el éxito reproductivo.

Si bien la actividad funcional de las proteinas caltrin se realiza mediante la
union especifica a las células esperméticas, probablemente por medio de
receptores o nanodominios lipidicos de la membrana, dichas interacciones no
han sido descriptas hasta el presente. Es mas, pocos estudios estructurales han
sido realizados sobre las estructuras secundarias y terciarias de estas proteinas.
Por lo tanto, en la presente tesina de grado tratamos de conectar las propiedades
bioldgicas y estructurales (secuencia) conocidas para la proteina caltrin Il de

ratbn con su estructura secundaria y terciaria, obtenida mediante herramientas
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bioinforméticas con el proposito de explicar como seria su interaccion con las

membranas espermaticas.

Dicha interaccion estaria mediada por el campo eléctrico positivo generado
por los residuos mas propensos de unirse a membrana, determinados por el
algoritmo M.O.D.A, los cuales son HFVG ubicados en la posicion 34 a 37 de la
secuencia de caltrin 1l de raton. Se trata, ademas, de aminoacidos con un valor
de hidrofobicidad moderado pero accesibles al disolvente y en consecuencia,
con mayor probabilidad de unirse a membrana. La interaccion de caltrin Il de
ratén con las membranas de espermatozoides podria estar mediada a través de
nanodominios aniénicos formados por especies lipidas como fosfoinositidos y
gangliésidos que presentan carga negativa. Mediante esta unién caltrin cumpliria
su rol de inhibir la entrada de Ca?* extracelular y bloquear el comienzo del
movimiento hiperactivado desde que los espermatozoides son depositados en el
tracto reproductor de la hembra hasta que se capacitan con el fin de fertilizar el

ovocito.

38



BIBLIOGRAFIA
1. Yanagimachi, R. Mammalian fertilization. 1998. E. Knobil. The Physiology of
Reproduction. New York : Raven Press, 189-317.

2. Jodar, M.; Soler-Ventura, A. & Oliva, R. 2017. Semen proteomics and male
infertility. J Proteomics, 162, 125-134.

3. Gadella, B.M. 2017. Reproductive tract modifications of the boar sperm
surface. Mol Reprod Dev, 84 (9), 822-831.

4. Florman, H.M. & Fissore, R.A. Fertilization in Mammals. 2015. Physiology
of reproduction. New York : Elsevier, 149-196.

5. Rufo, G.A. Jr.; Singh, J.P.; Babcock, D.F. & Lardy, H.A. 1982. Purification
and characterization of a calcium transport inhibitor protein from bovine seminal
plasma. J Biol Chem, 257 (8), 4627-32.

6. San Agustin, J.T.; Hughes, P. & Lardy, H.A. 1987. Properties and function
of caltrin, the calcium-transport inhibitor of bull seminal plasma. FASEB J, 1 (1),
60-6.

7. Grasso, E.J. & Coronel, C.E. 2017. Structure and Function of Caltrin
(Calcium Transport Inhibitor) Proteins. Biochem Insights, 10, 1-8.

8. Lardy, H.A. 2003. Happily at work. J Biol Chem, 278 (6), 3499-509.

9. Dematteis, A.; Miranda, S.D.; Novella, M.L.; Maldonado, C.; Ponce, R.H.;
Maldera, J.A.; Cuasnicu, P.S. & Coronel, C.E. 2008. Rat caltrin protein
modulates the acrosomal exocytosis during sperm capacitation. Biol Reprod, 79
(3), 493-500.

10. Coronel, C.E.; San Agustin, J.T & Lardy, H.A. 1990. Purification and
structure of caltrin-like proteins from seminal vesicle of the guinea pig. J Biol
Chem, 265 (12), 6854-9.

11. Coronel, C.E. & Lardy, H.A. 1992. Functional properties of caltrin proteins
from seminal vesicle of the guinea pig. Mol Reprod Dev, 33 (1), 74-80.

12. San Agustin, J.T. & Lardy, H.A. 1993. Lysogenic activity of enhancer
caltrin and the influence of phospholipids on its expression. Biol Reprod, 49 (4),
723-9.

13. Clark, E.N.; Corron, M.E. & Florman, H.M. 1993. Caltrin, the calcium
transport regulatory peptide of spermatozoa, modulates acrosomal exocytosis
in response to the egg's zona pellucida. J Biol Chem, 268 (7), 5309-16.

14. Chen, L.Y.; Lin, Y.H.; Lai, M.L. & Chen, Y.H. 1998. Developmental profile
of a caltrin-like protease inhibitor, P12, in mouse seminal vesicle and
characterization of its binding sites on sperm surface. Biol Reprod, 59 (6), 1498-
505.

39



15. Winnica, D.E.; Novella, M.L.; Dematteis, A. & Coronel, C.E. 2000.
Trypsin/acrosin inhibitor activity of rat and guinea pig caltrin proteins. Structural
and functional studies. Biol Reprod, 63 (1), 42-8.

16. Kyte, J. & Doolittle, R.F. 1982. A simple method for displaying the
hydropathic character of a protein. J Mol Biol, 157 (1), 105-32.

17. Wilkins, M.R.; Gasteiger, E.; Bairoch, A.; Sanchez, J.C.; Williams, K.L.;
Appel, R.D. & Hochstrasser, D.F. 1999. Protein identification and analysis
tools in the EXPASYy server. Methods Mol Biol, 112, 531-52.

18. Coronel, C.E.; Winnica, D.E.; Novella, M.L. & Lardy, H.A. 1992.
Purification, structure, and characterization of caltrin proteins from seminal
vesicle of the rat and mouse. J Biol Chem, 267 (29), 20909-15.

19. Luo, C.W.; Lin, H.J. & Chen, Y.H. 2001. A novel heat-labile phospholipid-
binding protein, SVS VII, in mouse seminal vesicle as a sperm motility
enhancer. J Biol Chem, 276 (10), 6913-21.

20. Winnica, D.E. 1996. Aislamiento y caracterizacion de proteinas caltrin del
tracto reproductor de mamiferos. Tesis Doctoral. Cordoba, Argentina :
Universidad Nacional de Cérdoba, Facultad de Ciencias Quimicas.

21. Grasso, E.J; Sottile, A.E. & Coronel, C.E. 2016. Structural Prediction and
In Silico Physicochemical Characterization for Mouse Caltrin | and Bovine
Caltrin Proteins. Bioinform Biol Insights, 10, 225-236.

22. Gasteiger, E.; Hoogland, C.; Gattiker, A.; Duvaud, S.; Wilkins, M.R.;
Appel, R.D. & Bairoch, A. 2005. Protein Identification and Analysis Tools on
the EXPASYy Server. The Proteomics Protocol Handbook. s.l. : Humana Press,
571-607.

23. Altschul, S.F.; Gish, W.; Miller, W.; Myers, EW. & Lipman, D.J. 1990.
Basic local alignment search tool. J Mol Biol, 215 (3), 403-10.

24. Remmert, M.; Biegert, A.; Hauser, A. & Sdding, J. 2011. HHblits:
lightning-fast iterative protein sequence searching by HMM-HMM alignment.
Nat Methods, 9 (2), 173-5.

25. Biasini, M.; Bienert, S.; Waterhouse, A.; Arnold, K.; Studer, G,;
Schmidt, T.; Kiefer, F.; Gallo Cassarino, T.; Bertoni, M.; Bordoli, L. &
Schwede, T. 2014. SWISS-MODEL: modelling protein tertiary and quaternary
structure using evolutionary information. Nucleic Acids Res, 42 (Web Server
issue), W252-8.

26. Guex, N. & Peitsch, M.C. 1997. SWISS-MODEL and the Swiss-PdbViewer:
an environment for comparative protein modeling. Electrophoresis, 18 (15),
2714-23.

27. Yang, J.; Yan, R.; Roy, A.; Xu, D.; Poisson, J. & Zhang, Y. 2015. The I-
TASSER Suite: protein structure and function prediction. Nat Methods, 12 (1),
7-8.

40



28. Xu, D. & Zhang, Y. 2011. Improving the physical realism and structural
accuracy of protein models by a two-step atomic-level energy minimization.
Biophys J, 101 (10), 2525-34.

29. Pettersen, E.F.; Goddard, T.D.; Huang, C.C.; Couch, G.S.; Greenblatt,
D.M.; Meng, E.C. & Ferrin, T.E. 2004. UCSF Chimera--a visualization system
for exploratory research and analysis. J Comput Chem, 25 (13), 1605-12.

30. Neves-Petersen, M.T. & Petersen, S.B. 2003. Protein electrostatics: a
review of the equations and methods used to model electrostatic equations in
biomolecules--applications in biotechnology. Biotechnol Annu Rev, 9, 315-95.

31. Nolan, V.; Perduca, M.; Monaco, H.L. & Montich, G.G. 2005. Chicken
liver bile acid-binding protein is in a compact partly folded state at acidic pH. Its
relevance to the interaction with lipid membranes. Biochemistry, 44 (23), 8486-
93.

32. Wiedemann, C.; Bellstedt, P. & Gorlach, M. 2013. CAPITO--a web server-
based analysis and plotting tool for circular dichroism data. Bioinformatics, 29
(14), 1750-7.

33. Kufareva, I.; Budagyan, L.; Raush, E.; Totrov, M. & Abagyan, R. 2007.
PIER: protein interface recognition for structural proteomics. Proteins, 67 (2),
400-17.

34. Kufareva, I.; Lenoir, M.; Dancea, F.; Sridhar, P.; Raush, E.; Bissig, C.;
Gruenberg, J.; Abagyan, R. & Overduin, M. 2014. Discovery of novel
membrane binding structures and functions. Biochem Cell Biol, 92 (6), 555-63.

35. Ikai, A. 1980. Thermostability and aliphatic index of globular proteins. J
Biochem, 88 (6), 1895-8.

36. Baker, D. & Sali, A. 2001. Protein structure prediction and structural
genomics. Science, 294 (5540), 93-6.

37. Wiederstein, M. & Sippl, M.J. 2007. ProSA-web: interactive web service
for the recognition of errors in three-dimensional structures of proteins. Nucleic
Acids Res, 35 (Web Server issue), 407-10.

38. Lovell, S.C.; Davis, |.LW.; Arendall, W.B. 3rd; de Bakker, P.l.; Word, J.M.;
Prisant, M.G.; Richardson, J.S. & Richardson, D.C. 2003. Structure
validation by Calpha geometry: phi,psi and Cbeta deviation. Proteins, 50 (3),
437-50.

39. Gouet, P.; Robert, X. & Courcelle, E. 2003. ESPript/ENDscript: Extracting
and rendering sequence and 3D information from atomic structures of proteins.
Nucleic Acids Res, 31 (13), 3320-3.

40. Jones, D.T. 1999. Protein secondary structure prediction based on position-
specific scoring matrices. J Mol Biol, 292 (2), 195-202.

41



41. Yang, Z.R.; Thomson, R.; McNeil, P. & Esnouf, R.M. 2005. RONN: the
bio-basis function neural network technique applied to the detection of natively
disordered regions in proteins. Bioinformatics, 21 (16), 3369-76.

42. Moult, J. 1992. Electrostatics, Curr Opin Struct Biol, 2 (2), 223-9.

43. Janin, J. 1979. Surface and inside volumes in globular proteins. Nature,
277 (5696), 491-2.

44. Engelman, D.M.; Steitz, T.A. & Goldman, A. 1986. Identifying nonpolar
transbilayer helices in amino acid sequences of membrane proteins. Annu Rev
Biophys Biophys Chem, 15, 321-53.

45. Audain, E.; Ramos, Y.; Hermjakob, H.; Flower, D.R. & Perez-Riverol, Y.
2016. Accurate estimation of isoelectric point of protein and peptide based on
amino acid sequences. Bioinformatics, 32 (6), 821-7.

46. Ladha, S. 1998. Lipid heterogeneity and membrane fluidity in a highly
polarized cell, the mammalian spermatozoon. J Membr Biol, 165 (1), 1-10.

47. Bearer, E.L. & Friend, D.S. 1980. Anionic lipid domains: correlation with
functional topography in a mammalian cell membrane. Proc Natl Acad Sci U S
A, 77 (11), 6601-5.

48. Bearer, E.L. & Friend, D.S. 1982. Modifications of anionic-lipid domains
preceding membrane fusion in guinea pig sperm. J Cell Biol, 92 (3), 604-15.

49. Novella, M.L.; Maldonado, C.; Aoki, A. & Coronel, C.E. 1999. Androgen-
dependent synthesis/secretion of caltrin, calcium transport inhibitor protein of
mammalian seminal vesicle. Arch Androl, 43 (1), 1-12.

50. Mirosevich, J.; Bentel, J.M. & Dawkins, J.S. 2001. Regulation of caltrin
MRNA expression by androgens in the murine prostate. J Androl, 22 (3), 449-
457.

51. Furutani, Y.; Kato, A.; Kawai, R.; Fibriani, A.; Kojima, S. & Hirose, S.
2004. Androgen-dependent expression, gene structure, and molecular evolution
of guinea pig caltrin I, a WAP-motif protein. Biol Reprod, 71 (5), 1583-1590.

52. Dematteis, M.A. 1995. Efecto de las proteinas caltrin sobre la reaccion
acrosomal, hiperactivacion y fertilizacién in vitro. Estudios en rata y ratén.
Tesina para optar al titulo de biélogo. Cérdoba, Argentina : Universidad
Nacional de Coérdoba, Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales.

42



