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sNHE (cuadro azul) y sAC (cuadro rojo) estan representados a un lado de las especies...... 65

Figura 28: Alineamiento del VSD de los sNHE de metazoa. La mayoria de los sNHE que
analizamos en este trabajo conservan los 4 segmentos TM (Souza et al., 2014; Kang &
Baker, 2016). Agregamos 2 VSDs funcionales del canal de potasio Kv1.2 y Shaker en el
alineamiento. La firma de la hélice S2 ([F/YIXX[D/E]JXXX[R/K]) (Souza et al., 2014) se
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conserva, excepto en el caso del sNHE de los ctendforos en el cual observamos un VSD
degradado desde €l S2 al S4.........ccoooiiiiii i 67
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ABREVIATURAS

Abreviatura Significado

[Ca*']. Concentracién de Ca** citoplasmatica

[L] Concentracion de ligando libre

[Llr Concentracion de ligando total

[R] Concentracion de receptor libre

[R]r Concentracion de receptor total

[RL] Concentracion de complejo ligando-receptor

°C Grados centigrados

8-CPT-cAMP 8-(4-Clorofeniltio)adenosin-3’,5’ monofosfato ciclico
8-CPT-cGMP 8-(4-Clorofeniltio)guanosin-3’,5’ monofosfato ciclico
8-Fluo-cAMP  8-[[2-[(Fluoreceiniltioureido)amino]etil JtiolJadenosin-3’,5’ monofosfato ciclico
8-NBD-cAMP 8-(2-[7-Nitro-4-benzofurazanil ]Jaminoetiltio)adenosin monofosfato ciclico
ATP Adenosin trifosfato

C-terminal Carboxilo terminal

Ca* I6n calcio

cAMP Adenosin monofosfato ciclico

CatSper Canal de Ca* especifico de espermatozoide

CFP Proteina fluorescente cian

cGMP Guanosin monofosfato ciclico

Cl I6n cloro

cm Centimetros

CNBD Dominio de union a nucleétidos ciclicos

cNMP Nucleétido ciclico

cO; Dioxido de carbono

DNA Acido desoxirribonucleico

Errer Eficiencia de FRET

E. Potencial de membrana

EPAC1 Factor de intercambio de nucle6tidos GDP-GTP 1
EPAC2 Factor de intercambio de nucle6tidos GDP-GTP 2
FRET Transferencia de energia de resonancia Féster
HCOy I6n bicarbonato

H, Canal de protones

ICs Concentracion de inhibicién 50

IPTG Isopropyl-b-D-thiogalactopiranosido

ITC Calirometria de titulacién isotérmica

K, Constante de disociacion

K; Constante de inhibicion

ko Constante cinética de disociacion

Kon Constante cinética de unién

M Molar

min Minutos

mL Mililitros
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mM Milimolar

Na* I6n sodio

NHA1 Antiportador Na'/H" 1
NHA2 Antiportador Na*/H" 2

NHE Intercambiador Na*/H"

Ni** I6n niquel

nm Nanémetro

PBC Casete de unién a fosfato
PF Proteina fluorescente

pH. pH citoplasmatico

s Segundos

S1 Segmento transmembranal 1
S2 Segmento transmembranal 2
S3 Segmento transmembranal 3
S4 Segmento transmembranal 4
sAC Adenilato ciclasa soluble
sNHE Intercambiador Na“"/H" especifico de espermatozoide
™ Transmembranal

VSD Dominio sensible a voltaje
pM Micromolar
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RESUMEN

El batido flagelar del espermatozoide juega un papel fundamental para la
fecundacion en la mayoria de las especies de animales. Su regulacion esta controlada por
parametros fisioldgicos como son la concentracion de Ca?* y el pH citoplasmatico (pH.), entre
otros. Cuando el espermatozoide de mamifero llega al sitio donde ocurre la fecundacion, el
batido flagelar se caracteriza por ser vigoroso y de amplitud larga, llamado hiperactivacion el
cual es un evento fundamental para la fecundacién. Durante la hiperactivacién, participan
una adenilato ciclasa soluble (sAC), un intercambiador Na*/H" especifico de espermatozoide
(SNHE) y un canal de Ca? especifico de espermatozoide (CatSper). Cada una de estas
proteinas estan conectadas a través de una via de sefalizacion que regula el batido flagelar
del espermatozoide de mamifero.

A diferencia a otros intercambiadores Na*/H* somaticos, el intercambiador
sNHE es una proteina constituida por tres dominios, un dominio catalitico, un dominio
sensible a voltaje (VSD) y un dominio de union a nucledtidos ciclicos (CNBD). El objetivo de
este proyecto fue determinar la participacion de los nucledtidos ciclicos (cNMPs) en la
actividad del sNHE. Debido a la dificultad para expresar la proteina funcional, decidimos
realizar experimentos con proteinas recombinantes del CNBD aislado. Desafortunadamente,
no obtuvimos una construccidn estable en solucion, aun con el dominio CNBD aislado. Sin
embargo, como parte de las estrategias experimentales, desarrollamos un nuevo ensayo de
unién entre el CNBD vy la proteina fluorescente cian (CFP) y un analogo fluorescente de
cAMP (8-Fluo-cAMP) a través de estimaciones de transferencia de energia resonante
(FRET) entre los fluoréforos acoplados en cada molécula. Mediante esta estrategia se logro
determinar las constantes de unidn aparentes entre este par molecular y los analogos de
nucledtidos ciclicos.

Ademas de abordar la funcién del sNHE mediante técnicas bioquimicas,
decidimos realizar un analisis filogenético del sNHE en conjunto con la sAC y CatSper para
obtener una vision de la putativa relacidon evolutiva de estas proteinas y su posible
implicacion en la funcion del sNHE. Interesantemente, nuestros resultados muestran un
patron general de coevolucion entre las tres proteinas en metazoarios, apoyando la idea del
acoplamiento funcional entre las proteinas. Por otra parte, en las especies fuera de los
animales, nunca encontramos un ortdlogo del sNHE, lo que sugiere que el mecanismo de
regulacion de CatSper es distinto a los que observamos en animales.

Finalmente, este trabajo tiene aportaciones importantes de la funcién del sNHE
desde un punto de vista evolutivo. Ademas, aporta una nueva estrategia para el estudio de
CNBDs poco o nulamente descritos y promueve el desarrollo de nuevas aproximaciones
experimentales de las que actualmente estan descritas.
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SUMMARY

The flagellar beating of the sperm plays a fundamental role for fertilization in the
most animal species. It is controlled by physiological parameters such as Ca?* concentration
and cytoplasmic pH (pH:). When the mammalian spermatozoa reach the place where
fertilization occurs, the flagellar beating is vigorous with long amplitude, called hyperactivation
which is a fundamental event for the fertilization. During hyperactivation, a soluble adenylate
cyclase (sAC), a sperm-specific Na*/H* exchanger (sSNHE) and a sperm-specific Ca®* channel
(CatSper) participate in this process. Each of these proteins is connected through a signaling
pathway that regulates the flagellar beat of mammalian sperm.

In contrast to the somatic NHEs, the sNHE exchanger is a protein constituted by
three domains, a catalytic domain, a voltage sensitive domain (VSD) and a cyclic nucleotide
binding domain (CNBD). Our particular interest, during the development of this project, was to
determine the participation of cyclic nucleotides (cNMPs) in the activity of the sNHE. Due to
the difficulty to express the functional entire protein, we decided to carry out experiments with
a recombinant protein of the isolated CNBD. Unfortunately, we did not obtain a stable
construction even with the isolated domain. Nevertheless, as part of the experimental
strategies, we developed a new binding assay between the CNBD-CFP and a fluorescent
analogue of cAMP (8-Fluo-cAMP) using the Fdster resonant energy transfer (FRET).

In addition to the biochemical aproach to role the function of sSNHE, we decided
to carry out a phylogenetic analysis of the sNHE in conjunction with the sAC and CatSper to
obtain an evolutionary view of the sNHE function. Interestingly, our results show a general
coevolution pattern among the three sperm-specific proteins in Metazoa, supporting the idea
of a functional coupling among the proteins. On the other hand, in non-metazoan species, we
never found an ortholog of sNHE, which indicates that the mechanism of regulation of
CatSper is different from those observed in animals.

Finally, this work has an important contribution of the function of the sNHE from
an evolutionary point of view. In addition, our work provides a new strategy for the study of
CNBDs, which are little or nullly described.
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INTRODUCCION

La fecundacién es uno de los procesos biolégicos con mayor importancia para
la preservacion de las especies de reproduccion sexual, en el cual se genera un individuo
genéticamente unico. Este proceso es un dialogo complejo y concertado que se establece
entre el espermatozoide y el 6vulo (gameto masculino y femenino, respectivamente).
Entender el mecanismo del dialogo molecular durante todo el proceso de la fecundacion es
importante no solamente para la ciencia basica sino para atacar distintos retos sociales,
como el control de la concepcion humana a través de la reproduccion asistida, desarrollo de
nuevos anticonceptivos y el control de poblacion en animales en el campo agricola (Darszon
etal., 2011).

Comunicacion celular previo a la fecundacion entre el
ovulo y el espermatozoide

La fecundacién requiere de una comunicacion celular entre ambos gametos,
desde la deposicion de los espermatozoides en el tracto reproductor femenino hasta la fusion
de los pronucleos de ambas células sexuales. Como se muestra en la Figura 1, el evento de
fecundacion se divide en 1) activacion de la movilidad, 2) quimiotaxis y/o reotaxis, 3)
hiperactivacion, 4) unién a la capa externa, 5) reaccion acrosomal, 6) penetracion, 7) fusion
de ambas membranas, 8) reaccion cortical y 9) fusidon de los pronucleos. Sin embargo
estudios recientes muestran que los espermatozoides que se unen a la zona pelucida (etapa
4) ya se encuentran reaccionados (Jin et al., 2011), con este ultimo analisis es necesario
modificar esta convencién dentro del area de reproduccion.
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1) Activacion
de movilidad

2) Quirmiotaxis

3) Hipé\.

4) Unién a capa
extemna

9) Fusign de
pronucleos €A

7) Fusion de
membranas

5) Reaccion
acrosomal

6) Penetracion

Figura 1: Representacién gréfica del proceso de
fecundacion. El evento de fecundacion se divide
en 1) activacién de la movilidad, 2) quimiotaxis y/
o reotaxis, 3) hiperactivacion, 4) union a la capa
externa, 5) reaccién acrosomal, 6) penetracion,
7) fusibn de ambas membranas, 8) reaccidn
cortical y 9) fusion de los pronucleos.

El espermatozoide

El espermatozoide es la célula sexual masculina. Durante su diferenciacion se
observa una reduccién en el volumen del citoplasma, se compacta el DNA (acido
desoxirribonucleico, por sus siglas en inglés) y se forma el flagelo. El objetivo primordial de
esta célula es transferir al 6vulo el material genético que dara lugar a un individuo
genéticamente unico.

El espermatozoide se constituye principalmente de cabeza y flagelo (Figura 2).
En la cabeza se encuentra el nucleo, el acrosoma y la envoltura nuclear redundante. El
acrosoma es una vesicula acida derivada del aparato de Golgi que contiene enzimas
hidroliticas y otras proteinas necesarias para la fusion con el évulo. La envoltura nuclear
redundante, junto con el nicleo son un reservorio del i6n calcio (Ca?*). Por otra parte, el
flagelo se divide en la pieza media, principal y terminal. El flagelo es la estructura que le

confiere fuerza motriz a la célula a través de un complejo molecular denominado axonema
(Lishko et al., 2012).
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Figura 2: Diagrama general del espermatozoide de
mamifero. El espermatozoide se compone por la
cabeza, la pieza media, la pieza principal y la pieza
terminal. La cabeza esta compuesta por el acrosoma, el
nucleo, la envoltura nuclear redundante y el flagelo se
compone principalmente por el axonema vy las
mitocondrias.

Hiperactivacién del flagelo

En mamiferos, los espermatozoides comienzan a moverse después de la
eyaculacion en el tracto reproductor femenino, en ese momento el flagelo de los
espermatozoides muestran un batido simétrico y una amplitud corta (Figura 3A; Motilidad
activada). A diferencia de los espermatozoides aislados de zonas cercanas al sitio de
fecundacion, donde el batido flagelar es asimétrico y tiene una amplitud larga (Figura 3A;
Motilidad hiperactivada). En un medio experimental de baja viscosidad, los espermatozoides
con motilidad activada muestran un nado progresivo en comparacion con los
espermatozoides hiperactivados que muestran un movimiento aleatorio (Suarez & Osman,
1987). En condiciones fisiolégicas, la hiperactivacion tiene al menos tres papeles fisioldgicos
(Carlson et al., 2003; T Nishigaki et al., 2014); i) en un medio viscoelastico el nado es
progresivo, ii) permite la liberacién del reservorio del istmo vy iii) facilita la penetracion de las
células del cumulus y de la zona pelucida que se encuentran rodeando al ovocito (Figura 3B).
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A En un medio experimental no viscoso

Movilidad Activada Movilidad hiperactivada

En un fluido viscoso
Direccién del flujo oviductual
iii —
i » A\

Epitelio del oviducto OCéIuIaS del cumulus

Figura 3: Propiedades y funcién de la hiperactivacion. A. Forma
del flagelo y direccion del nado (flechas) durante la motilidad
activada y motilidad hiperactivada en espermatozoides nadando
en un medio experimental de baja viscosidad. B. Relevancia
fisiolégica de la hiperactivacion del espermatozoide i) Nado
progresivo en medio viscoelastico en el tracto reproductor
femenino ii) liberacion del espermatozoide del reservorio del
istmo y avance hacia el sitio de fecundacion vy iii) penetracién
por las células del cimulus y la zona peltcida.

Control molecular de la hiperactivacion del batido flagelar

Para que ocurra la hiperactivacion se requiere la participaciéon de distintas
proteinas que en conjunto resultan indispensables para esta funciéon. EI Ca* tiene una
funcion crucial (Ho et al., 2002) debido a que en ausencia de Ca*" extracelular el proceso de
hiperactivacion no ocurre. El espermatozoide de mamifero expresa 2 tipos de canales de
Ca?, los canales de Ca* voltaje dependientes (Ca,s) y una nueva familia especifica de
espermatozoide denominada CatSper (por sus siglas en inglés por Cation channel of Sperm)
(Ren et al., 2001; Darszon et al., 2011). CatSper es el principal canal de Ca?* del
espermatozoide y se localiza en la membrana plasmatica de la pieza principal del flagelo
(Ren et al., 2001; Kirichok et al., 2006). Interesantemente, CatSper es indispensable para la
fecundacion, debido a que espermatozoides de ratones nulos para CatSper tienen
afectaciones en la motilidad hiperactivada (Carlson et al., 2003; Ho et al., 2009). A diferencia
de otros Ca,s, CatSper esta constituido por 4 subunidades a formadoras de poro (Lobley et
al., 2003) y 5 subunidades auxiliares B, y, 8, € y ¢ (Liu et al., 2007; Wang et al., 2009; Chung
etal., 2011, 2017) (Figura 4).
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Figura 4: Representacién grafica de CatSper de mamiferos. CatSper
esta constituido por 4 subunidades a (1-4) y 5 subunidades auxiliares

(B,v,d,ey0Q).

CatSper, un canal de Ca* regulado por pH citoplasmatico y

adenosin monofosfato ciclico

CatSper es un canal altamente regulado por alcalinizacion intracelular (Kirichok
et al., 2006; Lishko et al., 2011). Ademas del pH citoplasmatico (pH:), el adenosin
monofosfato ciclico (CAMP) juega un papel fundamental durante la hiperactivacion y por
consecuencia en la regulacién de la concentracion de Ca?®* citoplasmatico ([Ca*].) a través
de la regulacién de CatSper (Ren et al., 2001; Kirichok et al., 2006; Navarro et al., 2008;
Darszon et al., 2011).

En el espermatozoide de mamifero estan involucrados distintos elementos
moleculares que regulan el pHc, tales como las anhidrasas carboénicas CAl, CAll (Ali Akbar et
al., 1998), CAIV (Mezquita et al., 1999), CAXIl (Halmi et al., 2004) y CAXIIl (Lehtonen et al.,
2004), el canal de protones H, (Lishko et al., 2010), los intercambiadores CI/HCO3; SLC26A3
y SLC26A6 (Chavez et al., 2012), el cotransportador Na*/HCO3; NBC (Demarco et al., 2003) y
los intercambiadores Na*/H* NHA1 (Liu et al., 2010), NHE1(Garcia & Meizel, 1999), NHE4
(Woo et al., 2002) y el sNHE (Wang et al., 2003). Interesantemente, el SNHE es uno de las
proteinas de membrana con mayor implicacion en la motilidad del espermatozoide, debido a
que los ratones nulos en este intercambiador son infértiles a causa de aberraciones en la
hiperactivacion (Wang et al., 2003).

El sSNHE es producto de la familia génica SLC9C y cataliza el incremento del
pH. a través del gradiente de Na* (Lee et al., 1983; Lee, 1984, 1985; Lee & Garbers, 1986).
Esta proteina se localiza en la pieza principal del flagelo del espermatozoide de ratén (Wang
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et al., 2003). En comparacion con otros intercambiadores presentes en el espermatozoide o
en células somaticas (Garcia & Meizel, 1999; Harris & Fliegel, 1999; Woo et al., 2002; Wang
et al., 2003; Liu et al., 2010), a parte del dominio catalitico, el sNHE posee un dominio
sensible a voltaje (VSD) y un dominio de union a nucleétidos ciclicos (CNBD) (Figura 5). El
VSD esta conformado por 4 segmentos transmembranales (TMs) con un alto grado de
similitud con el VSD de los Cays, lo que sugiere que el VSD del sNHE esta regulado por el
potencial de membrana (E.) (Figura 5; TM 11-14). Asimismo, la presencia del CNBD
citoplasmatico sugiere que la actividad del sNHE se regula a través de la unién de
nucleodtidos ciclicos (cNMPs), tales como cAMP o guanosin monofosfato ciclico (cGMP). Sin
embargo, en la actualidad no ha sido posible determinar la regulacién del sNHE de
mamiferos expresando la proteina entera en un sistema heterélogo.

Dom'molca‘mm'cu Dominio sensible a voltaje

Dominio de union
a nucleétidos ciclicos

Figura 5: Representacion grafica del intercambiador Na+/H+
especifico del espermatozoide (sNHE). El sNHE estd compuesto
por un dominio catalitico, un dominio sensible a voltaje y un dominio
de unién a nucledtidos ciclicos.

En relacién a la regulacién del cAMP, el espermatozoide expresa una adenilato
ciclasa soluble (sAC), producto del gen ADCY10. La sAC es una proteina que produce cAMP
a partir de adenosin trifosfato (ATP) y se regula por la unién alostérica de HCO3 (Figura 6A)
(Buck et al., 1999; Chen et al., 2000; Esposito et al., 2004; Xie et al., 2006). La sAC de
mamiferos esta compuesta por dos dominios cataliticos y un dominio P-loop NTPasa (Figura
6B) (Leipe et al., 2004). La sAC es una proteina importante para la motilidad del
espermatozoide de mamifero debido a que el ratdon nulo presenta defectos en la motilidad
basal (Esposito et al., 2004).
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Figura 6: Representacion grafica de la adenilato
ciclasa soluble (sAC). A. La sAC es un proteina que
produce cAMP a través de ATP, esta proteina esta
regulada por la unién alostérica de HCOg3. B. La sAC
de humano estd compuesta por dos dominios
cataliticos (C1 y C2) y un dominio P-loop NTPasa (P-
loop) (Leipe et al., 2003).

Es importante recordar que tanto CatSper, sNHE y la sAC son proteinas
indispensables para la fertilidad por su participacion en la hiperactivacion del batido flagelar
del espermatozoide de mamiferos. De hecho, Navarro y colaboradores proponen un modelo
de regulacion donde se involucra la participacion de las tres proteinas durante la
hiperactivacion (Figura 7) (Navarro et al., 2008). Actualmente, su propuesta se respalda por
las siguientes evidencias experimentales; i) los cNMPs permeables a la membrana
incrementa la [Ca*]. en espermatozoides de ratones silvestres, efecto ausente en
espermatozoides de ratones nulos para CatSper (Kobori et al., 2000; Ren et al., 2001), ii) la
inhibicion de PKA carece de efecto sobre el incremento de la [Ca?*]. inducido por cNMPs, iii)
la expresion de la sAC estd comprometida a la presencia del sNHE, es decir en
espermatozoides de ratones nulos para el sNHE la isoforma completa de la sAC es
indetectable (Wang et al., 2007) . Muy recientemente, se reportd que el sSNHE de erizo de
mar se activa por la hiperpolarizacién del potencial de membrana (E.) y por la unién de
cAMP en el CNBD (Windler et al., 2018).
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Sperm Na heterotetramer channel
Membrane

Figura 7: Modelo de regulacion del batido flagelar en
mamiferos. El incremento de bicarbonato intracelular
activa a la sAC produciendo cAMP, el incremento de
cAMP activa al sNHE a través del CNBD, la actividad
del sNHE incrementa el pHc regulando positivamente la
actividad de CatSper y promueve la hiperactivacion
(modificado de (Navarro et al., 2008)).

Debido a la relevancia de la funcién del sNHE en el mecanismo de regulacion
de la hiperactivacion del espermatozoide de mamifero, decidimos abordar al intercambiador
desde dos perspectivas, una bioquimica y una filogenética. La primera esta enfocada a
entender su regulacion a través de los cNMPs y la segunda en comprender su
comportamiento a través de la evolucion de los eucariontes. A continuacion describiremos
ambas vertientes en capitulos por separado.
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CAPITULO I. Ensayo para estudiar la interaccion molecular
entre un dominio de unién a nucleétidos ciclicos y un analogo
de adenosin monofosfato ciclico, mediante mediciones de
transferencia de energia entre dos fluoré6foros

ANTECEDENTES

Como se mencion6 anteriormente, el analisis de la secuencia del sNHE sugiere
la presencia de un CNBD en su extremo carboxilo terminal (C-terminal) (Figura 5) (Wang et
al., 2003). Sin embargo, la sola presencia del CNBD en el sNHE no determina que los
cNMPs estén regulando la actividad del sNHE debido a que existen varios reportes de
proteinas con CNBD que no unen cNMP (Dremier et al., 2003; Kannan et al., 2007; Brelidze
et al., 2009; Fechner et al., 2015). Anteriormente mencionamos que la actividad del sNHE,
por lo menos en erizo de mar, esta regulada por la hiperpolarizacion del E, y por la union de
cAMP en el CNBD (Windler et al., 2018), sin embargo, se desconoce la actividad del CNBD
del sNHE de mamiferos (Takuya Nishigaki et al., 2014). Hasta la fecha es imposible expresar
el sNHE de mamifero en un sistema heterélogo, lo cual es un paso limitante para estudiar la
actividad del CNBD con la proteina completa del sNHE. Esta limitacion técnica nos obliga a
hacer el andlisis de la modulacién del CNBD de manera aislada.

Dominio de unién a nucleétidos ciclicos (CNBD)

ElI CNBD es un sensor de nucledtidos ciclicos que puede modificar la actividad
de la proteina que lo presenta, este interruptor molecular esta conservado y presente tanto
en proteinas de organismos eucariontes como en procariontes (Kannan et al., 2007). Este
dominio evolucioné para responder a cNMPs mediante un cambio conformacional (Berman
et al., 2005; Rehmann et al., 2007). EI CNBD regula la actividad de varios tipos de proteinas,
tales como factores de transcripcién, cinasas, canales ionicos y factores de intercambio de
nucleotidos GDP-GTP en GTPasas pequefas (EPAC1 y EPAC2) (Bos, 2006; Kannan et al.,
2007).
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La estructura general de los CNBDs se puede dividir en un dominio a y un
dominio B (Figura 8A) (Kannan et al., 2007). El dominio a, es la regiéon de hélices a
accesorias del CNBD que transduce la sefal a la proteina asociada en respuesta a la union
de un cNMP. El dominio B esta conformado por un nucleo de 8 3 plegadas, el cual forma la
cavidad donde se coordina la union del cNMP (Rehmann et al., 2007). Es importante senalar
que dentro del dominio B, particularmente entre la B6 y la B7, se encuentra un asa
denominada casete de union a fosfatos (PBC, por sus siglas en inglés Phosphate Binding
Cassette) que coordina la unién del fosfato del cNMP (Rehmann et al., 2007). El mecanismo
por el cual el CNBD responde ante la union de un cNMP se puede resumir en tres pasos, 1)
El PBC coordina la unién del fosfato del cNMP, 2) se promueve un cambio conformacional
en el dominio a, esto da inicio a la transduccion de la sefial del CNBD a la proteina asociada
y 3) un cambio de conformacion de la bisagra y de la tapa estabilizan la unién entre el CNBD
y el cNMP (Figura 8B, panel 1-3).

o Dominio a
t‘.n

e

B

N-terminal

helical bundle, pr— : _7_7
\\ o

¥ N-terminal
) 3\\ helical bundle

| _f/; 7 IT:J

Figura 8: Representacion grafica del dominio de unién a nucleétidos ciclicos (CNBD). A. El
CNBD se puede dividir en dos dominios por separados, el dominio a (verde) y el dominio 3
(purpura). El dominio a, es la regién de hélices a accesorias del CNBD que transduce la
sefial a la proteina asociada en respuesta a la unién de un cNMP. El dominio B esta
conformado por un nucleo de 8 B plegadas, el cual forma la cavidad donde se coordina la
union del cNMP (Rehmann et al, 2007). B. Mecanismo de accion de los CNBDs en
respuesta a la unién de un cNMP. El mecanismo por el cual el CNBD responde ante la unién
de un cNMP se puede resumir en tres pasos, 1) El PBC coordina la union del fosfato del
cNMP, 2) se promueve un cambio conformacional en el dominio a, esto da inicio a la
transduccion de la sefial del CNBD a la proteina asociada y 3) un cambio de conformacion de
la bisagra y de la tapa estabilizan la unién entre el CNBD y el cNMP.
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Estudio de la interaccién ligando-receptor utilizando
técnicas de espectroscopia de fluorescencia

En la actualidad existen distintos métodos para determinar la formacién de
complejos ligando-receptor, por ejemplo, usando ligandos con marcas radioactivas
(separacion mecanica) y calorimetria de titulacion isotérmica (ITC, por sus siglas en inglés
Isotherman Titulation Calorimetry). Sin embargo, estas técnicas muestran desventajas
experimentales como uso de is6topos radioactivos y la pureza de la proteina es un paso
limitante. Estas desventajas pueden ser abordadas utilizando estrategias de espectroscopia
de fluorescencia. A continuacion daremos una breve introduccién de distintas técnicas de
espectroscopia de fluorescencia utilizadas para determinar la interaccion ligando-receptor.

Transferencia de energia de resonancia Féster (FRET),
Anisotropia y fluoréforos sensibles a la polaridad del ambiente

Transferencia de energia de resonancia Féster

La transferencia de energia de resonancia Foéster (FRET, por sus siglas en
inglés FoOster Resonance Energy Transfer) es una técnica de espectroscopia de
fluorescencia que utiliza el fenobmeno cuantico de la transferencia de energia mediante
resonancia entre un fluoréforo en un estado electrénico excitado y un fluoréforo en su estado
basal, denominamos como Donador (D) y Aceptor (A), respectivamente (Figura 9) (Lakowicz,
2006; Nishigaki & Trevifio, 2012). Existen 3 condiciones fundamentales para determinar la
eficiencia de FRET entre dos fluoréforos; 1) el espectro de emisiéon del donador debe
coincidir con el espectro de excitacion del aceptor (Figura 9A), 2) la distancia entre los
fluoréforos debe ser menor a 10 nm (Figura 9B) y 3) los fluoréforos deben estar orientados
apropiadamente uno respecto al otro.

La eficiencia de FRET (Errer) estd determinada por la ecuacién (1), donde Ro
representa la distancia de Fdéster, la cual determina la distancia critica a la que el 50% de la
energia de excitacion es transferida al aceptor (Lakowicz, 2006) y r es la distancia entre
ambos fluoréforos. Es decir, la Errer decae fuertemente conforme el donador y el aceptor se
alejan (Figura 9D, ecuacién 1). La estrategia de FRET permite determinar la interaccion
entre un ligando y un receptor, si ambos estan marcados con una molécula fluorescente que
funcione como donador o aceptor, respectivamente. La interaccion entre el complejo ligando-
receptor reducira la intensidad del donador e incrementara la intensidad del aceptor, debido
al fenomeno de transferencia de energia resonante (Figura 9C).

R,

Epper(r)=—2—
FRET( ) Rg+r6

. (1)
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Figura 9: La transferencia de energia de resonancia de Féster. A. El espectro de emision del donador
debe sobrelapar en parte con el espectro de excitacion del aceptor. B. La distancia entre los
fluoréforos debe ser menor a 10 nm. C. La interaccion entre el complejo ligando-receptor reducira la
intensidad de fluorescencia del donador e incrementara la intensidad del aceptor, debido al fendmeno
de transferencia de energia resonante. D. La Errer decae fuertemente conforme el donador y el
aceptor se alejan.
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Anisotropia

Cuando un fluoréforo se excita en solucion por luz polarizada, la fluorescencia
emitida se mantiene polarizada a cierto grado (Figura 10A). El grado de polarizacién de la
emision se describe en términos de anisotropia (Nishigaki & Trevifio, 2012).
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Figura 10: Anisotropia. A. Cuando un fluoréforo se excita en solucién por luz
polarizada, la fluorescencia emitida se mantiene polarizada a cierto grado. El
grado de polarizacion de la emision se describe en términos de anisotropia
B. La anisotropia esta relacionada con el tamafio aparente de una molécula
fluorescente en una solucién, es decir que el valor de anisotropia aumenta
cuando la masa molecular se incrementa, como ocurre en el caso de las
interacciones entre moléculas.

El valor de anisotropia esta determinada por la ecuacion (2), donde /| y L
corresponden a los componentes paralelo y perpendicular, respectivamente, de la intensidad
de la fluorescencia respecto a la orientacién de la luz de excitacion polarizada.

I —1I
Anisotropz’az—”—l .. (2)
I"+21L

La anisotropia esta relacionada con el tamafio aparente de una molécula
fluorescente en una solucion, es decir que el valor de anisotropia aumenta cuando la
molécula interacciona con otra molécula. Por lo anterior, esta estrategia se utiliza para
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determinar la interaccion entre dos moléculas (Figura 10B). La anisotropia es una
herramienta poderosa, sin embargo, requiere equipo sofisticado y la sensibilidad esta
comprometida por el decremento de la intensidad de la emisién debido al uso de luz
polarizada.

Fluoréforos sensibles a la polaridad del ambiente

Dentro de la variedad de moléculas fluorescentes, existen algunos que cambian
sus propiedades espectroscopicas en funcién a cambios de su entorno, en particular al
cambio de la polaridad del solvente. Los cambios en las propiedades fluorescentes se
pueden generalizar en dos categorias: 1) cambio en la intensidad de fluorescencia (Figura
11A) y 2) corrimiento del espectro de emision y/o exitacion (Figura 11B).
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Figura 11: Pueden ocurrir dos fendmenos en el espectro del flurodforo
cuando pasa al estado relajado (R), debido a efectos de la polaridad del
ambiente. A. Cambios en la intensidad de fluorescencia cuando el fluoréforo
pasa al estado relajado. B. Cambios en la longitud de onda de emisién
cuando el fluoroforo pasa al estado relajado. C. Durante la interaccion
ligando-receptor, entre un fluoréforo acoplado a un ligando (8-NBD-cAMP) y
un receptor (EPAC1) la fluorescencia del NBD aumenta conforme se titula
con mayor concentracion de receptor (Kraemer et al., 2001).

Determinacion de la actividad de un CNBD

La actividad del CNBD puede determinarse indirectamente midiendo la
actividad de la proteina efectora mediante la dependencia de cNMP, tal como se reporta para
la actividad de la cinasa PKA (Taylor et al., 1990). También, es posible estudiar la interaccion
molecular entre el cNMP y el CNBD aislado. Por ejemplo, el cAMP marcado radioactivamente
puede utilizarse para determinar la unidn especifica a un CNBD mediante separacion
mecanica (filtracion o centrifugacion) entre ligandos libres y unidos (Saraswat et al., 1988).
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Por otro lado, se sabe que algunos analogos de cNMPs modificados quimicamente en el
carbono 8 del anillo de purina pueden funcionar como analogos funcionales para los CNBDs
(Khwaja et al., 1975). Por lo tanto, los cNMPs con marcas fluorescentes como el 8-Fluo-
cAMP se emplean para determinar la interaccidon molecular por medio de anisotropia de
fluorescencia (Moll et al., 2008). Ademas, se han utilizado analogos fluorescentes sensibles a
la polaridad del ambiente, tal es el caso del 8-NBD-cAMP (Kraemer et al., 2001). Estos
métodos son Uutiles, sin embargo, no satisfacen la sensibilidad asi como la versatilidad de
manera simultanea. Teniendo esto en cuenta, desarrollamos una estrategia simple para
estudiar la interaccion molecular basada en FRET, utilizando 8-Fluo-cAMP y el CNBD de la
proteina EPAC1 (EPAC1cnos) etiquetado con una proteina fluorescente color cian (CFP).
Nuestro método demostro ser mas sensible y versatil que los reportados anteriormente.

HIPOTESIS

El dominio de union a nucledtidos ciclicos de EPAC1 fusionado a una proteina
fluorescente y un analogo fluorescente de cAMP facilitaran determinar de forma versatil y
sensible las propiedades cinéticas y al equilibrio de la union entre estas dos moléculas,
utilizando la técnica de espectroscopia de fluorescencia FRET.

OBJETIVO GENERAL

» Desarrollar un método sensible y versatil para determinar la interaccién y especificidad
entre un CNBD y cNMPs mediante FRET

OBJETIVOS PARTICULARES

* Analizar las cinéticas de union del CNBD de EPAC1 a cNMPs mediante ensayos
fluorescentes de tipo FRET.

* Comparar los valores de afinidad obtenidos por FRET y los logrados por anisotropia,
para la interaccion de cNMPs al CNBD de EPAC1.

¢ Definir si el CNBD del sSNHE es un dominio de unién a cNMPs o si es un dominio con
secuencia consenso sin afinidad a estos nucleétidos.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Tabla 1: Reactivos utilizados

Nombre de reactivo

Proveedor

Plasmido que codifica la proteina fluorescente
cian (CFP, por sus siglas en inglés Cyan
fluorescent protein) CFP-pRSETB

Plasmido que codifica el CNBD de EPAC1 de
humano.

Analogos de cAMP (8-Fluo-cAMP, 8-CPT-cAMP,
cAMP, 8-CPT-cGMP, cGMP)

Cepas de Escherichia coli JIM109(DE3) o
BL21(DE3)

Enzima para restriccion

Nhel y BamHI

Enzima para PCR

Vent™

Inhibidor de proteasas

cOmplete™

Cromatografia de afinidad

Ni-NTA SuperFlow

Cromatografia de exclusiéon molecular
Sephadex-G25

Oligonucleotidos

cnbdF: 5°-
GGCTAGCGAATTCGAGGAGTTGGCC-3’
cnbdR: 5’-GGGATCCCCTCT
AGATTCCAGCCGCA-3’

Dr. T. Nagai. Universidad de Osaka, Japén.

M. Lohse. Universidad de Wuerzburg, Alemania.
Axxora y Biolog

National BioResource Project. National Institute
of Genetics.

Fermentas Inc.

New England Biolabs

Roche

Qiagen

Pharmacia

Unidad se sintesis. Instituto de Biotecnologia.
UNAM

Equipo de espectrofluorometria

Las medidas de

fluorescencia

fueron realizadas mediante un

espectrofluorémetro actualizado por Olis con una lampara de arco Xenén como fuente de luz
de excitacion. Para obtener los espectros de emision en algunos experimentos, utilizamos un
LED “royal blue” como fuente de luz de excitacion. Las muestras fueron iluminadas a través
de una guia de luz liquida unida a un LED donde utilizamos un filtro bandpass de D440/20ex

(Chroma).
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En general, las intensidades de fluorescencia y los espectros de las muestras
fueron determinadas a temperatura ambiente, utilizando cubetas de poliestireno desechables
(Sigma-Aldrich). En el caso de muestras con concentracion mayor a 3 uM, utilizamos cubetas
de cuarzo para volumenes de 45 pL (Starna Cells). La determinacion de fluorescencia se
realizé al menos por triplicado.

Preparacién y purificacion de la proteina recombinante
CNBD acoplada a la proteina fluorescente cian (CNBD-CFP)

Para construir la quimera EPAC1cnepo-CFP, clonamos el CNBD de EPAC1 de
humano (E157-E316) mediante PCR utilizando como templado a EPAC1-camps (Nikolaev et
al., 2004) con los oligonucledtidos cnbdF y cnbdR (Tabla 1). El producto fue digerido con las
enzimas Nhel y BamHI e insertado en el plasmido CFP-pRSETB (EPAC1cneo-CFP-pRSETB).
La construccién incluyé una cola de 6 histidinas en el amino terminal para su purificacion
mediante cromatografia de afinidad con niquel (Ni*).

Posteriormente, la construccion EPAC1cnen-CFP-pRSETB fue transformada en
la cepa JM109(DE3) o BL21(DE3). La proteina recombinante se expresé en cultivos de 200
mL de medio LB a 22 °C por 2 dias, el LB fue suplementado con ampicilina y en ausencia de
Isopropyl-b-D-thiogalactopiranosido (IPTG) (Heim et al., 1994). La expresién de la quimera se
confirmd por un color amarillo en el cultivo. Las células se recuperaron por centrifugacion
(2500 g por 20 min a 4 °C). Para eliminar los residuos de LB, la pastilla se lavo 3 veces con
la soluciéon A (10 mM de Trizol y 150 mM NaCl, pH 7.4) y finalmente se suspendié en 1 mL de
solucién A suplementada con el inhibidor de proteasas cOmplet™. La suspension se sonico
en hielo (3 pulsos de 30 s con intervalos de 90 s incubando en hielo). Para recuperar la
proteina soluble, el lisado se centrifugé a 28,000 g por 10 min a 4°C y se recuperd la fraccion
soluble. La fraccion soluble contiene la proteina recombinante no purificada. Este extracto fue
utilizado para realizar los experimentos con proteina no purificada.

Para purificar la proteina recombinante utilizamos cromatografia de afinidad por
Ni*, se prepard una columna con un 1 mL de Ni-NTA SuperFlow. La columna se equilibré con
6 mL de la solucién A. Las union inespecifica de proteinas endogenas se eluyé con 5 mL de
la solucion A suplementada con 50 mM de imidazol. La proteina recombinante se recuperé
con la adicién de la solucion A adicionada con 250 mM de imidazol. La integridad de la
quimera se confirmé mediante la tincion de Coomassie en un gel SDS/PAGE. El imidazol se
elimind mediante filtracion de gel con Sephadex-G25 equilibrada con la solucidn A. La
proteina se concentro utilizando un filtro Amicon Ultra 50 K.

Para determinar la concentracion de la proteina purificada se determind la
absorbancia a 435 nm utilizando un NanoDropTM2000 (Solucion A como blanco). El
coeficiente de extincion molar de CFP es 32,500 M cm™.
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Se determind la concentracion de la proteina pura por el ensayo de Bradford
utilizando BSA para generar la curva estandar y se obtuvo una diferencia menor al 5 %.

En todos los experimentos se utilizé la solucion A como medio.

Mediciones de las cinéticas de union

Para determinar las constantes cinéticas ko, y Kor entre EPAC1cnep Y 8-Fluo-
cAMP utilizamos un espectrofluorometro de mezclado rapido (SFM-20, BioLogic) a 22 °C.
Cada muestra fue excitada por un monocromador de luz a 440 nm a través de una fibra
optica y la intensidad de fluorescencia fue detectada a través de un filtro long-pass mayor a
515 nm, la cual corresponde principalmente a la fluorescencia del 8-Fluo-cAMP.

Para elucidar el valor de ko el complejo EPAC1cnep ¥ 8-Fluo-cAMP (100 nM
cada uno) se mezclé con un exceso de competidor (10 uM 8-CPT-cAMP). Para obtener el
valor de ko,, 200 nM de EPAC1cnep ¥ 200 nM 8-Fluo-cAMP se mezclaron en volumenes
iguales (100 nM de cada uno al final); ambas medidas se realizaron a un flujo de 2 mL-s™, se
colectaron los datos cada 10 ms durante 80 y 15 s respectivamente. Las tres muestras se
prepararon por separado y se utilizdo el promedio de 16 trazos de cada muestra para el
analisis de datos.

El valor de k.« fue determinado mediante el ajuste de la ecuacion (3), donde F(t)
es la intensidad de fluorescencia del aceptor en funcién del tiempo.

Flt)=ale ™)+p ... (3)

Después de determinar la k. el valor de k., fue derivado del ajuste de la
ecuacion (4).

1— e(a—b)kmt)

ge(a—b)kmt) (4)

F(t)=a'(a-

k
donde a,b=[R]+[L]+-L+ on ya, B, a’, B son

on

constantes para el ajuste. Los ajustes se realizaron utilizando R (R-Core-Team, 2016).

Determinacidon de la constante de disociacién al equilibrio

Para determinar la K, al equilibrio, preparamos una condicion inicial de 3.16 uM
de EPAC1cnen-CFP y 6.32 uM de 8-Fluo-cAMP en presencia y ausencia de un exceso de
competidor (1mM de 8-CPT-cAMP). Posteriormente realizamos diluciones secuenciales
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hasta obtener 0.032 nM de EPAC1cneo-CFP utilizando 3.16 como factor de dilucion. Una vez
que obtuvimos los espectros, establecimos el cociente de la intensidad de fluorescencia del
donador (F44) y el punto isosbéstico (Fso1). Nuestro método esta basado en la teoria de
interaccion ligando-receptor con deplecién de ligando (ecuacion 5).

(L], +[ R+ K,—V([ L], +[R],+ K, —4[L],[R];

[RL]= 5

.. (5)

Simplificando la ecuacion 3 a partir de las siguientes aseveraciones

considerando

[L];=2[R];,
donde
(R]=x,
[L]=2x
ylafracciéndel complejo [RL] _ Fan
[R]T FSOI

obtenemos la ecuacioén 6

3x+K,—/(3x—K ) —8x’
2x

F474 _
Fsy

o' 4B ... (6)

a’’, B” son constantes para el ajuste. Los ajustes se realizaron utilizando R (R-
Core-Team, 2016).

Estimacién de las afinidades aparentes mediante ensayos
de competencia con analogos de nucleétidos ciclicos sin marca
fluorescente

Las curvas de competencia fueron realizadas en un lector de placas a partir de
la mezcla entre 10 nM de EPAC1cneo-CFP y 20 nM 8-Fluo-cAMP utilizando cuatro analogos
de cNMP (cAMP, cGMP, 8-CPT-cAMP y 8-CPT-cGMP) como competidores no fluorescentes.
Las lecturas se hicieron en un lector de placa utilizando un bandpass de excitacién de 440
nm y un bandpass de emision de 485 nm. Determinamos los valores de K, de cada
competidor (Ki) a partir de la ICs, la [R] y [L] como se describe en Nikolovska-Coleska y
colaboradores (Nikolovska-Coleska et al., 2004).
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RESULTADOS

A continuacion describiremos los resultados obtenidos durante el desarrollo del
ensayo de union tipo FRET.

Descripcion del disefio experimental

Como mencionamos anteriormente, basamos nuestro disefio experimental en la
estrategia de fluorescencia FRET, a continuacion daremos una explicacion sobre cémo
funciona nuestro desarrollo. En la figura 12, podemos observar los espectros de emision

(lineas punteadas) y de excitaciéon (lineas continuas) de EPAC1cnep-CFP (Donador) y de 8-
Fluo-cAMP (Aceptor).
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Figura 12: Espectros de emision y excitacion de EPACcngp-CFP

y 8-Fluo-cAMP.

Como comentamos en los antecedentes de esta seccién, en los ensayo de
FRET es indispensable que el espectro de emision del donador y el espectro de excitacion
del aceptor empalmen entre si para que pueda ocurrir el fendbmeno de transferencia de

energia resonante, esto ocurre entre los espectros de EPAC1 cnep-CFP (linea punteada) y de
8-Fluo-cAMP (linea continua) (Figura 13).
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Figura 13: Empalme entre el espectro de emision de CFP

(EPACcnep-CFP) y el espectro de excitacion de Fluoresceina y
(8-Fluo-cAMP).

Cuando la quimera EPAC1cnep-CFP es excitada a 440nm en ausencia de 8-
Fluo-cAMP, la intensidad de fluorescencia que observamos corresponde a CFP (Figura 14A
panel 1) mientras que cuando esta en presencia del analogo fluorescente de cAMP y hay
uniéon entre éste y la proteina recombinante ocurre FRET (Figura 14A panel 2), es decir
ocurre una reduccioén en la intensidad de fluorescencia del donador (linea roja Figura 14B).
Posteriormente, para determinar que la union es especifica entre el CNBD y el analogo
fluorescente de cAMP se compite con un exceso de un analogo no fluorescente de cAMP (8-
CPT-cAMP) (Rehmann et al., 2003) (Figura 14A panel 3) y se recupera la intensidad del
espectro de emision del donador (linea negra Figura 14B). El complejo de uniéon entre
EPAC1cneo-CFP y 8-Fluo-cAMP tiene una Errer mayor que 80% (flecha azul Figura 14B), lo
que corrobor6é que nuestro par FRET es eficiente para determinar la union entre la proteina
recombinante y el analogo fluorescente de cAMP.
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Figura 14: Resumen grafico sobre la estrategia experimental. A. 1) Cuando
la quimera EPAC1cnep-CFP es excitada a 440nm en ausencia de 8-Fluo-
cAMP, la intensidad de fluorescencia que observamos corresponde a CFP,
2) mientras que cuando esta en presencia del analogo fluorescente de
cAMP y hay unién entre éste y la proteina recombinante ocurre FRET y 3)
para determinar que la union es especifica entre el CNBD y el analogo
fluorescente de cAMP se compite con un exceso de un analogo no
fluorescente de cAMP (8-CPT-cAMP). B. El complejo de unién entre
EPAC1cnepo-CFP y 8-Fluo-cAMP tiene una Errer mayor que 80% (flecha
azul).

Ensayo de unién tipo FRET de proteina no purificada

Una vez que corroboramos la Errer entre EPAC1cneo-CFP y 8-Fluo-cAMP,
decidimos verificar la sensibilidad del par FRET utilizando proteina no purifica, es decir,
utilizar la fraccion soluble después del paso de sonicacion. En la figura 15 se muestran los
espectros de fluorescencia de EPAC1cnepo-CFP y de 8-Fluo-cAMP, correspondientes para
proteina no purificada (Figura 15A), en ausencia (linea roja) y en presencia de exceso de
competidor 8-CPT-cAMP (linea negra). El nivel de FRET de la proteina no purificada es
ligeramente menor en comparaciéon con el nivel de FRET de la proteina purificada,
probablemente por la degradacion parcial de la proteina recombinante y/o la interferencia de
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algunas proteinas endogenas de la bacteria. A pesar de la reduccién en el nivel de FRET, la
eficiencia observada con la proteina no purificada muestra la eficacia y versatilidad de
nuestro ensayo. Para corroborar la especificidad de la interaccion entre EPAC1 cnep-CFP y 8-
Fluo-cAMP por otro método, utilizamos una construccion con un CNBD que no une cAMP
debido a una mutacién en la arginina 279 por un &cido glutamico (Qiao et al,
2002) (EPAC1r279e-CFP). En la figura 15B observamos que no hay sefial de FRET entre
EPAC1r279e-CFP y 8-Fluo-cAMP. Como un ejemplo adicional sobre la utilidad de nuestro
desarrollo, probamos el CNBD del factor de transcripcion CAP y observamos una seial
especifica de FRET en el rango uM (Figura 15C).
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Figura 15: Ensayo de union tipo FRET en presencia (linea negra) y en ausencia (linea roja) de exceso del

competidor 8-CPT-cAMP A. Quimera no purificada de EPAC1cnen-CFP y 8-Fluo-cAMP. B. Quimera

purificada de EPAC1r27e-CFP y 8-Fluo-cAMP. C. Quimera CAPcngp-CFP y 8-Fluo-cAMP.
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Determinacion de ko, y Ko

Es posible determinar las tasas de asociacidon y disociacién de la interaccién
molecular entre EPAC1cneo-CFP y 8-Fluo-cAMP monitoreando la sefal de FRET en tiempo
real, por lo que determinamos la constantes k., y ko usando un espectofluorémetro de
mezclado rapido (Figura 16). Para obtener la k. adicionamos 10 mM de 8-CPT-cAMP al
complejo EPAC1 cneo-CFP/8-Fluo-cAMP (100 nM cada uno).

En la figura 16A observamos un trazo representativo de la cinética de
disociacion (puntos negros) y ajustamos la ecuacion (3) descrita en Materias y Métodos
(trazo rojo). Para determinar la k., mezclamos EPAC1cngo-CFP con 8-Fluo-cAMP (100 nM
cada uno), en el panel B de la figura 16 observamos un trazo representativo de la cinética de
asociaciéon y ajustamos la ecuacion (4) (trazo rojo). De igual forma realizamos ambos
experimentos en presencia de 100 mM de imidazol para determinar el efecto de este
compuesto en la interaccion molecular (Tabla 2). Podemos concluir que no existe diferencia
significativa en la constante de asociacion (ko) entre las dos condiciones, pero la tasa de
disociacion (ko) con imidazol es significativamente mas pequefia. Sin embargo, no hay
diferencia significativa entre los valores de la Ky dinamica (k.#/kon) entre las dos condiciones
(3.65 £ 0.07 nM y 364 + 0.08 nM en ausencia y presencia de imidazol, respectivamente). Por
lo anterior, consideramos que el imidazol residual (< 2 mM) no tiene efecto en lainteraccion
entre EPAC1cnep-CFP y 8-Fluo-cAMP.

A ® Experimental = Theoretical B

~ 2 0.15 1
0.45 S = 2
(=] o
L=
=3 i 0 % 0.10 4 b=
< 0.40 = o = 0
L = = =2
S 2 0.05- =
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Figura 16: Ensayo de unién mediante stopped-flow. A. Cinética de disociaciéon ante la adicion de 10 mM
de 8-CPT-cAMP al complejo EPAC1cneo-CFP/8-Fluo-cAMP (100 nM) (puntos negros). B. Cinética de
union al mezclar 100 nM de EPAC1cneo-CFP y 100 nM 8-Fluo-cAMP (puntos negros). Los valores tedricos
(linea roja) fueron determinados como se describe en materiales y métodos. Los recuadros (linea azul)
muestran la diferencia entre los resultados obtenidos experimentalmente y los valores tedricos del ajuste.

42



Tabla 2: Constantes cinéticas de la interaccién molecular entre EPAC1cngp-CFP y 8-Fluo-cAMP

Imidazol 0 mM Imidazol 100 mM
Numero de mediciones 5 5
Kon (x 10" M™-s™) 2.62 +0.05 2.59 £ 0.05
ko (x 107 s) 9.55+0.02 9.42 + 0.02*
K (kopkon) (NM) 3.65 + 0.07 3.64 +0.08

* P < 0.05 Prueba Wilcoxon de suma de rangos
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Figura 17: Determinacion de la Ky a través de FRET y Anisotropia. A. Determinacion
de la constante Ky al equilibrio mediante FRET. Los ensayos de unién al equilibrio
fueron realizados manteniendo una relacion estequiométrica 1:2 de EPAC1 cngp-CFP/
8-Fluo-cAMP en diferentes concentraciones. La eficiencia de FRET fue graficada en
funcién de la concentracién total de EPAC1cnen-CFP (circulos). La fraccién de
EPAC1CNBD-CFP unida a 8-Fluo-cAMP es indicada con la linea punteada a partir
de 0 a 1. El valor de K, fue determinado como se describe en materiales y métodos.
El mejor ajuste esta indicado con una linea negra. B. Determinacién de la constante
Ks al equilibrio mediante anisotropia. La eficiencia de FRET fue graficada en funcién
de la concentracion total de 8-Fluo-cAMP (circulos). El valor de anisotropia de 100
nM de 8-Fluo-cAMP en solucidn esta indicado con la linea punteada. El valor de Ky
fue determinado como se describe en materiales y métodos. El mejor ajuste esta
indicado con una linea negra.

Usualmente, la Ky se determina utilizando una concentracién fija del receptor e
incrementando la concentracion de ligando hasta que el receptor esté saturado,
posteriormente se estima la concentracion de ligando unido y libre en cada ensayo al
equilibrio. Posteriormente, se estima la concentracién donde el 50% del receptor esta unido
al ligando (K,). Para simplificar este laborioso proceso experimental, desarrollamos un
protocolo sencillo para determinar la Ky entre EPAC1cnepo-CFP y 8-Fluo-cAMP basado en un
ensayo tipo FRET. Primero, preparamos una mezcla del donador y el aceptor con una
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estequiometria 1:2 en ausencia y presencia del competidor. Posteriormente, realizamos
diluciones secuenciales y determinamos la eficiencia de FRET en cada condicion mediante el
cociente del pico maximo de intensidad de CFP y el punto isosbéstico (Figura 14B). La figura
17A muestra la eficiencia del FRET entre el complejo receptor-ligando en funcion de la
concentracion total de 8-Fluo-cAMP. El valor de K, fue determinado mediante el ajuste de la
ecuacion 5 (linea negra). El valor obtenido (5.7 + 2.6 nM) es comparable con el valor de la Ky
dinamica (Kkon/Kor: 3.65 = 0.07 nM). Con la finalidad de validar el valor de la K determinada
por FRET, realizamos un ensayo de union por anisotropia de fluorescencia (Figura 17B) y
obtuvimos un valor de Ky similar (15.8 nM * 3.5 nM) al valor determinado por el ensayo tipo
FRET. Ademas, demostramos que el método de FRET es mas sensible (mas confiable en
baja concentracion de la muestra) que el de anisotropia. Por los resultados anteriores,
podemos considerar a nuestro método como un nuevo protocolo para determinar la K.

Curva de competencia con analogos de cNMP

Para determinar la versatilidad de nuestro ensayo de unién, realizamos
experimentos de competencia usando 10 nM de EPAC1cneo-CFP y 20 nM de 8-Fluo-cAMP y
determinamos la Ky de varios analogos de cNMPs. Como esperabamos, cada analogo 8-
CPT-cNMP tiene una actividad mayor que su respectivo cNMP sin marca (Rehmann et al.,
2003) (Figura 18), lo que indica que la adicién del grupo alquil al carbono 8 de la base
nitrogenada incrementa la afinidad al CNBD. También, determinamos los valores de la
constante de inhibicidon K; (representan los valores de Ky de los competidores) utilizando el
método de Nikolosvka-Coleska y considerando 5.7 nM como la Ky del 8-FluocAMP
(Nikolovska-Coleska et al., 2004). Obtuvimos para 8-CPT-cAMP K= 250 nM, para cAMP K=
3.8 UM, para 8-CPT-cGMP K= 22 pM y para K= cGMP 140 pM. Los valores de K; para
cAMP determinados en este estudio coinciden con el valores reportados previamente (de
Rooij et al., 2000; Kraemer et al., 2001). Por otra parte, cuando el valor de K, obtenido
mediante anisotropia (15.8 nM) es utilizado para obtener el valor de Ki de cAMP (7.0 uM) el
resultado es mayor a los datos reportados. Este resultado da soporte a la relevancia de
nuestro ensayo de union tipo FRET.
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Figura 18: Curvas de union de distintos cNMPs como competidores. Las
intensidades de fluorescencia de CFP fue determinado mediante un lector
de placas a partir en presencia de 4 distintos competidores a distintas
concentraciones como se describe en materiales y métodos. 8-CPT-cAMP
(triangulos abiertos), cAMP (triangulos cerrados), 8-CPT-cGMP (circulos
abiertos) y cGMP (circulos cerrados).

Expresion heteréloga del C-terminal del intercambiador
Na*/H* especifico del espermatozoide de ratén

Para determinar la funcionalidad del CNBD del sNHE de ratén, preparamos 10
quimeras del CNBD del sNHE con variaciones en la extension del N- y C-terminal. Las
quimeras fueron preparadas mediante la fusion la proteina CFP en el C-terminal del péptido.
Cada una de las construcciones se sobre expresé en el sistema procarionte JM109(DE3) y
BL21(DE3). Sin embargo, a diferencia de la construccion EPAC1cnep-CFP que se produce y
recupera sin problema en estas células, la proteina del CNBD del sNHE en ningun caso
pudimos obtenerla soluble. Con base en lo anterior, evaluamos la expresion de las
construcciones en el sistema eucarionte HEK293. La expresion de todas las construcciones
se observaron de manera uniforme en el citoplasma, lo cual sugiere que varias chaperonas
ayudan en la estabilidad y la solubilidad de las quimeras en el citoplasma de las células
eucariontes.
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DISCUSION

En este trabajo, desarrollamos un ensayo de unico y simple basado en FRET,
que permite estudiar la interaccion molecular entre un CNBD recombinante y un analogo
fluorescente de cNMP. En nuestros métodos, el CNBD lo fusionamos con una proteina
fluorescente (PF). Es importante resaltar que el uso de las PFs tiene ventajas
experimentales: a) Incrementan la solubilidad de la proteina recombinante, b) permiten
visualizar la proteina recombinante durante la expresion, extraccion y purificacion y c) facilita
determinar la concentracion de la proteina utilizando la absorbancia de la PF. Considerando
estas caracteristicas, nuestro ensayo de unién tipo FRET es un método amigable para
estudiar la interaccion molecular entre el CNBD y el cNMP.

Actualmente, existen dos métodos populares de espectroscopia de
fluorescencia para estudiar la interaccion entre el CNBD y cNMP: 1) anisotropia y 2)
fluorescencia sensible a la polaridad del ambiente. En general, la anisotropia es un método
confiable en experimentos de unién entre una molécula pequefia y una molécula grande, tal
es el caso de la interaccion ligando:receptor. Sin embargo, el método de anisotropia es
menos versatil que FRET ya que requiere un equipo especial para realizar los experimentos
(Lakowicz, 2006). Ademas, la sensibilidad de la anisotropia se ve disminuida por
consecuencia en la reduccién de la sefial de fluorescencia por su paso a través de los
polarizadores. De acuerdo a esta teoria, nuestro resultado claramente mostré que el ensayo
de unién tipo FRET es mas sensible que el de anisotropia. Por otra parte, es posible
determinar la Ky de un CNBD utilizando el analogo fluorescente 8-NBD-cAMP con base en la
sensibilidad del NBD a la polaridad del ambiente (Cukkemane et al., 2007). Sin embargo, el
NBD no es brilloso como es el caso de CFP. De hecho, determinamos que la intensidad de
fluorescencia del 8-NBD-cAMP en solucién acuosa es 900 veces mas tenue que la de CFP.
Aunado a esto, se requiere una concentracion minima de 60 a 100 nM de 8-NBD-cAMP
(Kraemer et al., 2001) en comparacion con nuestra propuesta (10-20 nM de 8-Fluo-cAMP)
para realizar un ensayo de union en un lector de placas de fluorescencia convencional. En
este sentido, el ensayo de union tipo FRET es mas versatil y sensible que los ensayos
descritos anteriormente. Nuestra propuesta permite estudiar eficientemente proteinas que
unen cNMP no caracterizados. Inclusive, un analisis bioinformatico revelé que hay CNBDs
predichos aun no caracterizados, tanto en procariontes como en eucariontes (Kannan et al.,
2007), incluyendo por supuesto el CNBD del sNHE del espermatozoide.

Debido a que no es posible expresar heterélogamente la proteina completa del
sNHE de ratén, decidimos realizar un ensayo de union solamente utilizando el CNBD
predicho del sNHE. Sin embargo, nuestro intento de expresar el CNBD predicho del sNHE en
bacterias no fue exitoso debido a problemas de solubilidad. A pesar de la situacion, parece
factible realizar un ensayo de union tipo FRET del CNBD del sNHE en el citoplasma en
células eucariontes vivas debido a que existen varias chaperonas que ayudarian con la

46



solubilidad. La clave de este proyecto seria utilizar un analogo fluorescente de cAMP y
permeable a la membrana plasmatica.

CONCLUSIONES

En este trabajo aprovechamos las ventajas técnicas del uso de proteinas
fluorescentes en un ensayo de unién ligando-receptor: Solubilidad, Nivel de Expresion,
Purificacion y Cuantificacion.

Desarrollamos un ensayo de unién unico y simple basado en FRET. Este ensayo
permite estudiar la interaccién molecular entre un CNBD recombinante y un analogo
fluorescente de cNMP.

Comparamos dos herramientas de espectroscopia de fluorescencia, FRET vy
Anisotropia en la obtencion de las constantes de unién entre el CNBD de EPAC1 y
analogos de nucledtidos ciclicos. Determinamos que el ensayo tipo FRET tiene mayor
sensibilidad y es mas versatil que el ensayo de anisotropia.

Este ensayo nos permitira estudiar eficientemente CNBDs no caracterizados.
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CAPITULO II: Analisis de genémica comparativa entre el canal
de Ca* CatSper, el intercambiador Na‘/H* especifico del
espermatozoide y la adenilato ciclasa soluble

En esta seccion desarrollamos la segunda vertiente con la que abordamos el
estudio del sNHE. Como mencionamos anteriormente, Navarro y colaboradores proponen un
modelo de regulacion de la hiperactivaciéon del batido flagelar en mamiferos (Figura 7)
(Navarro et al., 2008). El modelo propone la participacién de la sAC y el sSNHE como posibles
reguladores de CatSper por lo cual decidimos determinar la relacion evolutiva de estas tres
proteinas.

ANTECEDENTES

La raiz evolutiva de los eucariontes esta definida entre dos super grupos,
Unikonta (células eucariontes con un cilio) y Bikonta (células eucariontes con dos cilios)
(Stechmann, 2002). El grupo Unikonta incluye a los animales (Metazoa), a los hongos (fungi)
y a Thecamona trahens (el unico ancestro conocido de los Opisthokonta). Por otra parte,
Bikonta contiene a las plantas, a las diatomeas y a las algas (Stechmann, 2002; Richards &
Cavalier-Smith, 2005; Derelle & Lang, 2012). Para estudiar las diferencias o semejanzas
entre los genomas de las especies con alta diversidad genética, la gendmica comparativa se
convierte en una herramienta indispensable (Koonin et al.,, 2000). De hecho, un primer
acercamiento demostré que de 2,100 ortdlogos de genes ancestrales, de un grupo de 21
genomas de bacterias, arqueas y eucariontes, solo el 5% estan presentes en el conjunto de
21 genomas; la mayoria de estas proteinas son componentes de la maquinaria de
transcripcion y traduccién (Koonin et al., 2000; Tatusov et al., 2000). En esta notable
plasticidad gendmica, resalta la pérdida de genes en linajes especificos a través de distintas
fuerzas evolutivas. Por una parte, la transferencia horizontal de genes es plausible como una
explicacion de la distribucion filogenética en mosaico, aunque puede ser dificil probar en
casos especificos como para proteinas compuestas por varias subunidades (Aravind et al.,
1998). Por otro lado la pseudogenizacién, un proceso de pérdida de la funcién del gen debido
al proceso de relajacion evolutiva (seleccion neutra) (Podlaha & Zhang, 2010).

Evolucion de los canales CatSper

A pesar de la relevancia de la funcién de CatSper en mamiferos, los genes que
codifican el canal no estan conservados en varios vertebrados como aves, anfibios y algunos
peces 0seos incluyendo el pez cebra y en invertebrados como peces sin mandibula,
artropodos, nematodos, moluscos, placozoa y esponjas (Figura 19A) (Cai & Clapham, 2008).
En estas especies, los genes que codifican las subunidades a y B de CatSper se
pseudogenizaron durante la evolucion (Cai and Clapham, 2008). Asimismo, se observo un
patrén heterogéneo en la presencia de CatSper en los ancestros de los animales y en las
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especies de Bikonta (Figura 19B) (Cai & Clapham, 2012; Cai et al., 2014). Considerando que
el canal funcional de CatSper requiere el ensamblaje de distintas proteinas, no es factible
asumir que un evento de transferencia horizontal generé una distribucion heterogénea del
canal en los eucariontes. Por lo anterior se sugiere que CatSper emergié en una etapa
temprana de la evolucion de los eucariontes.
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Figura 19: A. Distribucion filogenética de CatSper en metazoarios (Cai & Clapham, 2008). B. Distribucién
filogenética de CatSper en no metazoarios (Cai & Clapham, 2012; Cai et al., 2014). Los recuadros grises con
linea continua representan los grupos taxonémicos que conservan CatSper, mientras que los recuadros vacios
con linea punteada indican los grupos sin CatSper

Evoluciéon de la adenilato ciclasa soluble y dependencia
funcional del intercambiador Na‘*/H* especifico del espermatozoide y
la adenilato ciclasa soluble

De manera interesante, en el afio 2002 Roelofs y colaboradores reportaron que
los ortdlogos de la sAC de humano estan presentes en mamiferos, sin embargo estan
ausentes en especies como Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans y plantas
(Roelofs et al., 2002). Este patrén corresponde a la distribucion filogenética de CatSper (Cai
& Clapham, 2008; Cai et al., 2014). Ademas, Wang y colaboradores reportaron que el sNHE
interacciona fisicamente con la isoforma completa de la sAC (sACy) y demostraron que esta
interaccion estabiliza a ambas proteinas (Wang et al., 2007). De hecho, en espermatozoides
del ratén nulo para el sNHE, la isoforma sAC+ desaparece de los espermatozoides maduros y
la actividad de la sAC disminuye significativamente (Wang et al., 2007). Todos estos reportes
previos sugieren la existencia de un acoplamiento funcional entre CatSper, el SNHE y la sAC.
Con base en lo anterior, decidimos analizar de manera sistematica la distribucion de los
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genes que codifican para las tres proteinas en el linaje completo de los eucariontes utilizando
las bases de datos de DNA disponibles de genomas secuenciados.

HIPOTESIS

La distribucion filogenética de la sAC y el sNHE tendra una correlacion positiva
con la distribucion de CatSper.

OBJETIVO GENERAL

* Determinar la distribucién filogenética y origen del acoplamiento funcional que se ha
descrito para la sAC y el sNHE con CatSper.

OBJETIVOS PARTICULARES

* Determinar la distribucion filogenética de la sAC y el sSNHE en los eucariontes y en que
grupos filogenéticos coexisten.

* Determinar la relacion evolutiva de la sAC y el sNHE con CatSper y en que grupos
filogenéticos coexisten.

MATERIALES Y METODOS

Mineria de base de datos y seleccion de especies

Para determinar la presencia de CatSper, el sNHE y la sAC en la filogenia de
los eucariontes, realizamos una busqueda tipo TBlastN y BlastP (Altschul et al., 1990; S.
Altschul et al., 1997) sobre las bases de datos disponibles (Tabla 3) utilizando las secuencias
de los ortélogos de las tres proteinas de humano (Homo sapiens), del erizo purpura de mar
(Strongylocentrotus purpuratus) y de la anémona de mar (Exaiptasia pallida).

Tabla 3: Base de datos utilizadas para determinar la presencia de CatSper, el SNHE y la SAC

Base de datos Sitio Referencia

National Center for http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (S. F. Altschul et al., 1997)
Biotechnology Information

STRING 10 http://string-db.org/ (Franceschini et al., 2013)
AGRIPEST BASE http://agripestbase.org/

InsectBase http://www.insect-genome.com/  (Yin et al., 2015)
e!Ensembl http://www.ensembl.org/ (Kersey et al., 2015)
e!EnsemblMetazoa http://Metazoa.ensembl.org/ (Kersey et al., 2015)
e!EnsemblFungi http://fungi.ensembl.org/ (Kersey et al., 2015)
e!EnsemblProtist http://protists.ensembl.org/ (Kersey et al., 2015)

Broad Institute / Origins of  http://www.broadinstitute.org/

50



Multicellularity

SkateBase http://skatebase.org/ (Wang et al., 2012; Wyffels et al.,
2014)

Genome Portal http://genome.jgi.doe.gov/ (Nordberg et al., 2014)

Phytozome https://phytozome.jgi.doe.gov/ (Nordberg et al., 2014)

Metazome https://metazome.jgi.doe.gov (Nordberg et al., 2014)

SilkDB http://silkworm.genomics.org.cn/  (Xia et al., 2004; Wang et al., 2005)

FlyBase http://flybase.org/ (Attrill et al., 2016)

Posteriormente, definimos qué especies conservan CatSper, sNHE y la sAC.
Para este propésito decidimos aplicar los siguientes criterios: para CatSper, consideramos
como caso positivo a las especies que conservan al menos 4 subunidades a formadoras de
poro, considerando lo reportado para raton (Qi et al., 2007). Es importante mencionar que
algunas especies conservan copias insuficientes (de 1 a 3) de subunidades a de CatSper,
por lo que consideramos a estas especies como carentes de CatSper. En el caso del sNHE,
las especies que conservan al menos uno de los ortdlogos de SLCIC (la familia que codifica
para el sNHE) son consideradas como especies que tienen el sNHE. Actualmente, algunos
mamiferos poseen dos genes de esta familia, el SLCI9C1 (Wang et al., 2003) y el SLCI9C2
(Liu et al., 2010) y ambos genes son expresados preferentemente en el testiculo (Donowitz
et al., 2013). En raton, el gen SLCI9C2 se encuentra pseudogenizado (Simbolo MGI: Gm6185
(Blake et al., 2017) y solo el gen SLCI9C1 permanece como una proteina funcional. Por esta
razon, el estudio del sNHE avanzé significativamente en ratdon. Como una caracteristica
particular del sNHE, la proteina posee un dominio catalitico seguido por un VSD y un CNBD
en el C-terminal. Cabe mencionar que existen algunos intercambiadores Na*/H* (NHEs) con
un CNBD en el C-terminal sin tener el VSD (tal es el caso de la proteina SOS1 de
Arabidopsis thaliana (C.-I. Wu et al., 1996). Para el caso de la sAC, las proteinas que poseen
2 dominios cataliticos, un dominio P-loop NTPasa (Leipe et al., 2004) y carecen de
segmentos transmembranales fueron considerados como ortélogos de la sAC. La eficiencia
de nuestro método la probamos comparando la distribucién de las subunidades o de CatSper
con los resultados reportados previamente por Cai y colaboradores (Cai & Clapham, 2008,
2012; Cai et al., 2014).

Sintenia e identificacion de pseudogenes

Para evaluar las diferencias y semejanzas entre genomas de dos especies es
comun evaluar el nivel de sintenia de uno o mas genes contiguos entre dos bloques
sintenicos (Ghiurcuta & Moret, 2014). Para evaluar la conservacién del bloque sinténico
correspondiente a los genes SLC9C y SLC9B (un gen que codifica para un NHE especifico
de espermatozoide denominado NHA) utilizamos el navegador Genomicus
(http://genomicus.biologie.ens.fr) (Louis et al., 2015), el cual permite visualizar los ortélogos
de distintas especies en presencia de los genes adyacentes. Ademas, utilizamos la base de
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datos y navegador de e!Ensembl (http://www.ensembl.org/) (Yates et al., 2016) para
identificar los genes que flanquean a SLC9C y SLC9B.

Para encontrar el SLC9C degenerado en el tinamu blanco (Tinamus guttatus) y
en la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster), obtuvimos el fragmento de la secuencia
gendmica flanqueada por los ortélogos de GAL y PPP6R3 en el genoma del tinamu y el RNA
no codificante (Dmel/asRNA:CR45143-RA) localizado rio abajo del gen FUS del genoma de
la mosca. Interesantemente, durante la mineria de los genomas de pavo (Meleagris
gallopavo), pato (Anas platyrhynchos) y paloma (Columba livia) encontramos secuencias con
arreglos de exones con identidad para la sAC, por esta razén decidimos obtener las
secuencias y analizarlas. Posteriormente, las secuencias fueron procesadas mediante el
software Small Exon Finder (http://gander.wustl.edu/~wilson/smallexonfinder/index.html)
(Shaffer et al., 2014). Cada secuencia de aminoacidos deducida fue alineada con los
ortdlogos mas cercanos. Todos los alineamientos fueron realizados con ClustalW con los
parametros por defecto (Thompson et al., 1994) y las visualizaciones fueron preparadas con
el paquete “msa” en Rstudio (Bodenhofer et al., 2015).

Analisis filogenético del sNHE y la sAC

Para determinar la historia filogenética de la sAC y el sNHE, seleccionamos al
menos una proteina representativa para cada grupo taxondmico de la filogenia de los
eucariontes. Utilizamos 26 secuencias anotadas para el sSNHE (Tabla 4) y 33 secuencias de
proteinas para la sAC (Tabla 5). En el caso del analisis filogenético de la sAC, incluimos el
homdlogo de sAC de Dyctyostelium el cual codifica una guanilato ciclasa soluble (sGC-
Amoeba) (Roelofs et al., 2001). Ambos analisis evolutivos fueron realizados con MEGA7
(Kumar et al., 2016), con el cual determinamos el mejor modelo de sustitucion que se ajusta
a cada conjunto de secuencias. La historia evolutiva fue inferida mediante el método de
“‘Maximum likelihood” basado en el modelo de Whelan y Goldman (Whelan & Goldman,
2001) y el modelo Le_Gascuel_2008 (Le & Gascuel, 2008) para el set de secuencias de la
sAC y el sNHE respectivamente. Los arboles iniciales fueron obtenidos por busqueda
heuristica aplicando el método de Neighbor-Joining a la matriz de distancias por pares
estimada usando el modelo JTT. Todas las posiciones con menos del 80% de cobertura
fueron eliminadas.
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Tabla 4: Homologos del sSNHE para realizar analisis filogenético de la figura 24

Especie Nombre comin Identificador
Homo sapiens Human C1 NM_183061.2
Mus musculus Mouse NM_198106.4
Rattus norvegicus Rat C1 NM_001008762.2
Homo sapiens Human C2 NM_178527.3
Rattus norvegicus Rat C2 XM_017604643.1
Anole carolinensis Lizard XM _016993479.1
Lepisosteus oculatus Spotted gar XM_015338064.1
Callorhinchus milii Elephant shark XM _007887836.1
Latimeria chalumnae Coelacanth XM_014494506.1
Branchiostoma floridae Amphioxus XM_002597519.1
Ciona intestinalis Ciona XM_002119928.2
Strongylocentrotus purpuratus ~ Purple sea urchin NM_001098457.1
Lottia gigantea Owl limpet C1 XM_009055560.1
Lottia gigantea Owl limpet C2 XM_009053155.1
Crassostrea gigas Pacific oyster XM_020066843.1
Lingula anatina Lingulata XM _013565254.1
Danaus plexippus Monarch butterfly DPOGS203525
Heliconius melpomene Postman butterfly HMELO013207
Exaiptasia pallida Glass anemone XM_021043824.1
Amphimedon queenslandica Sponge XM_003384983.2
Mnemiopsis leidyi Sea walnut ML174765a
Salpingoeca rosetta Apunsozoa XM_004995518.1

Ectocarpus silliculosus

Brown algae

Esi0050_054

Arabidopsis thaliana SOS1-Arabidopsis NM_126259.4
Auratiochytrium limacinum Labyrinthulomycete gw1.19.482.1
Thecamona trahens Choanoflagellate XM _013897693.1

Tabla 5: Homologos de la sAC para realizar andlisis filogenético de la figura 25

Especie Nombre comun Identificador
Homo sapiens Human XM_011509760.3
Mus musculus Mouse NM_173029.3
Rattus norvegicus Rat C1 NM_021684.1
Anole lizard Lizard XM_008119652.2
Callorhinchus milii Elephant shark XM_007890197.1
Lepisosteus oculatus Spotted gar XM_015359032.1
Latimeria chalumnae Coelacanth XM _014493498.1
Trichoplax adhaerens Placozoa XM_002117821.1
Amphimedon queenslandica Sponge XM_019993565.1

Exaiptasia pallida

Ciona intestinalis
Branchiostoma floridae
Strongylocentrotus purpuratus

Glass anemone
Ciona
Amphioxus
Purple sea urchin

KY853034.1

XM_002121860.4
XM_002610098.1
NM_001025209.1
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Lingula anatina Lingulata XM_024076007.1
Crassostrea gigas Pacific oyster XM_011451881.2
Mnemiopsis leidyi Sea walnut ML29314a
Heliconius melpomene Postman butterfly HMELO015715
Danaus plexippus Monarch butterfly DPOGS208170
Bombyx mori Silkworm XM _021351392.1
Anopheles gambiae Mosquito AGAP008683
Ectocarpus silliculosus Brown algael CBJ26102.1
Ectocarpus silliculosus Brown algae?2 CBJ29407.1
Auratiochytrium limacinum Labyrinthulomycetel Aurli1|36553
Auratiochytrium limacinum Labyrinthulomycete2 Aurli1|3394
Auratiochytrium limacinum Labyrinthulomycete3 Aurli1|29869
Auratiochytrium limacinum Labyrinthulomycete4 Aurli1|11945
Allomyces macrogynus Fungil AMAG_15879
Allomyces macrogynus Fungi? AMAG_14269
Salpingoeca rosetta Apunsozoa XM_004990475.1
Thalassiosira pseudonana Diatom XM_002289477.1
Dictyostelium discoideum sGC_Amobea XM _638127.1
Thecamona trahens Choanoflagellatel XM_013900106.1
Thecamona trahens Choanoflagellate2 XM _013898968.1

Analisis de motivos y dominios en las secuencias de la
sAC

Con la finalidad de determinar la variabilidad de dominios en las secuencias
homologas de la sAC (Tabla 4), realizamos un analisis utilizando SUPERFAMILY (Gough et
al., 2001; Oates et al., 2015). De la misma forma, realizamos un analisis con el algoritmo
MEME para determinar los motivos especificos de metazoarios. La busqueda se delimité a
un maximo de 20 motivos con una ocurrencia de cero 0 una vez por secuencia y un tamafio
de 60 a 200 aminoacidos (Bailey et al., n.d.). Ambos analisis fueron depurados manualmente.

RESULTADOS

Relacion evolutiva entre la sAC, el sNHE y CatSper en
Metazoa

La distribucion de CatSper, el sSNHE y la sAC en los grupos taxondmicos que
comprenden a los eucariontes esta resumida en la figura 20. A partir de que encontramos
una distribucion heterogénea dentro de tres grupos taxondmicos (aves, peces 0seos y
artrépodos), entonces los indicamos con una clasificacibn ambigua (cajas abiertas, Figura
20). Los detalles de la distribucion de genes se muestra en figuras separadas: aves (Figura
21), peces 06seos (Figura 22) y artrépodos (Figura 23).
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Reportes previos han sugerido que CatSper esta distribuido de manera
heterogénea dentro de toda la filogenia de los eucariontes (Cai & Clapham, 2008, 2012; Cai
et al., 2014). Sin embargo, nuestro analisis indica que el sSNHE esta conservado sélo dentro
de los animales (Metazoa, Figura 20).

El andlisis filogenético del sNHE cuenta la historia evolutiva de este
transportador. Como esperabamos, los ortdlogos del sNHE pertenecientes a los Metazoa se
agruparon en un clado (caja verde) separado de los homodlogos del sNHE, estas especies
fuera de los Metazoa (no-metazoarios) se agruparon a un clado distante (caja purpura)
(Figura 24). La composicion general de los dominios de los ortélogos y homélogos del sNHE
se explican a continuacién, el dominio catalitico del intercambiador Na*/H* (caja roja), el VSD
(caja azul) y el CNBD (caja amarilla). Por ejemplo, la proteina SOS1, un NHE de Arabidopsis
thaliana (Wu et al., 1996a) posee un CNBD pero carece de un VSD (Figura 24), por lo que
consideramos a éste como un homologo del sNHE. Estos resultados sugieren que el sNHE
pudo emerger en un proceso temprano de la especiacién de los Metazoa. Sin embargo, no
descartamos la posibilidad de la existencia de organismos pertenecientes al grupo de los no-
metazoarios que conserven un ortélogo del sNHE cuyo genoma aun no esté secuenciado.
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Figura 20: Distribucion filogenética de los genes que codifican CatSper (cuadro
negro), el sNHE (cuadro azul) y sAC (cuadro rojo) en los eucariontes. El arbol
representa los grupos taxonémicos de los Metazoa (caja verde) y no-metazoarios
(caja purpura). Los grupos taxondémicos con cajas abiertas tienen variedad en la
distribucién dentro del grupo. Los homologos del sNHE y la sAC estan
representados con cajas llenas a la mitad, azul y rojo respectivamente. El tamafio
de las ramas no es proporcional a su tasa evolutiva.
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Pelecaniformes
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Coraciiformes

Psittaciformes |

Galloanserae

Anatidae

Phasianidae
n

Numididae
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MNeognathae
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Gruiformes I

Palasognathae

’7..

LII

Nipponia nippon
Pelecanus crispus
Phaethon lepturus
Phalacrocorax carbo
Egretta garzetta
Leptosomus discolor
Merops nubicus
Spheniscidae

Nestor notabilis
Melopsittacus undulatus
Anas platyrhynchos *
Anser cygnoides domesticus
Meleagris gallopavo *
Gallus gallus

B Numida meleagris

Coturnix japonica

Tauraco erythrolophus
Colius striatus

Gavia stellata
Falconiformes

Cuculus canorus
Chaetura pelagica
Charadrius vociferus
Opisthocomus hoazin

Tyto alba

Balearica regulorum gibbericeps
Mesitornis unicolor
Cariama cristata
Chlamydotis macqueenii
Eurypyga helias
Caprimulgus carolinensis
Columba livia *

Calypte anna

Picoides pubescens
Pterocles gutturalis
Apaloderma vittatum
Passeriformes

Buceros rhinoceros silvestris
Apteryx australis mantelli
Struthio camelus australis
Tinamus guttatus

Figura 21: Distribucion filogenética de los genes que codifican CatSper (cuadro negro), el
sNHE (cuadro azul) y sAC (cuadro rojo) en las aves. El tamafio de las ramas no es
proporcional a su tasa evolutiva.
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Figura 22: Distribucién filogenética de los genes que codifican CatSper (cuadro
negro), el sSNHE (cuadro azul) y sAC (cuadro rojo) en los peces. El tamafio de
las ramas no es proporcional a su tasa evolutiva.

BB Tribolium castaneum
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Figura 23: Distribucién filogenética de los genes que codifican CatSper (cuadro negro), el
sNHE (cuadro azul) y sAC (cuadro rojo) en los artrépodos. El tamafio de las ramas no es
proporcional a su tasa evolutiva.
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Figura 24: Analisis filogenético y la composicion de dominios del sNHE y
sus homodlogos. La historia evolutiva se infiri6 entre los ortélogos y
homologos del sNHE. El arbol esta dibujado a escala, se muestra el arbol
con la mayor probabilidad y la longitud de las ramas representa el nimero
de sustituciones por sitio. Los puntos rojos en las ramas indican que el
valor de bootstrapping es mayor al 50%. Se usé una distribucién discreta
Gamma de dos categorias para modelar las diferencias de velocidad
evolutivas entre los sitios (+G, parametro = 1.73).

Por otra parte, previamente se ha reportado que la proteina sAC puede ser
encontrada en especies pertenecientes al grupo de los no-metazoarios (Figura 25) (Roelofs
et al., 2002; Kobayashi et al., 2004; Leipe et al., 2004; Blackstone, 2014). La historia
evolutiva de los ortdlogos de la sAC muestra una distribucion amplia dentro de los
Eucariontes, es decir, se encuentra en los Metazoa y en los no-metazoarios. De acuerdo con
los resultados obtenidos por el software SUPERFAMILY (Oates et al., 2015), observamos
una diversificacion del C-Terminal de las sAC, ademas de dos motivos especificos de
Metazoa obtenidos mediante la suite MEME (Bailey et al., 2009). La composicion de los
dominios que encontramos es: el dominio catalitico (caja roja), el dominio P-loop NTPasa
(caja amarilla), el dominio de hidrolasa dependiente de metales (caja cian), el dominio
compuesto de hidrolasa dependiente de metales (caja rosa), el dominio tipo TPR (caja verde
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oscuro), el dominio tipo HD-PDEasa (caja blanca), el dominio tipo PH (caja café) y el dominio
tipo HCP (caja azul). Ademas, se muestra el resultado de un analisis de busqueda de
motivos (MEME) en el que encontramos dos motivos especificos de Metazoa (caja verde
claro y cian por debajo de los dominios cataliticos) (Figura 25).

La distribucidn heterogénea en el andlisis filogenético sugiere que alguna sAC
perdié el dominio P-loop NTPasa durante el proceso de evolucidén ya que esta configuracion
de dominios (dos dominios cataliticos y un dominio P-loop NTPasa) se encuentra en sAC de
bacterias (Roelofs et al., 2002; Kobayashi et al., 2004). Es importante mencionar que la
mayoria de las especies de bacterias conservan una sAC con sélo un dominio catalitico,
mientras que algunas especies poseen dos dominios cataliticos (Chen et al., 2000;
Kobayashi et al., 2004).
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Figura 25: Andlisis filogenético y composicion de dominios de la sAC y sus homdlogos. La historia
evolutiva se infirié entre los ortélogos y homdlogos de la sAC. El arbol esta dibujado a escala, se muestra
el arbol con la mayor probabilidad y la longitud de las ramas representa el numero de sustituciones por
sitio. Los puntos rojos en las ramas indican que el valor de bootstrapping es mayor al 50%. Se usé una
distribucién discreta Gamma de dos categorias para modelar las diferencias de velocidad evolutivas
entre los sitios (+G, parametro = 1.66). Las sAC de Metazoa forman un clado independiente (caja verde),
sin embargo se observaron sAC fuera de los no-metazoarios. De acuerdo con los resultados obtenidos
por el software SUPERFAMILY, nosotros observamos una diversificacion del C-Terminal de las sAC. La
composicidon de dominios se describe a continuacién, el dominio catalitico (caja roja), el dominio P-loop
NTPasa (caja amarilla), el dominio de hidrolasa dependiente de metales (caja cian), el dominio
compuesto de hidrolasa dependiente de metales (caja rosa), el dominio tipo TPR (caja verde oscuro), el
dominio tipo HD-PDEase (caja blanca), el dominio tipo PH (caja café) y el dominio tipo HCP (caja azul).
Ademas, se muestra el resultado de un analisis de busqueda de motivos (MEME), se observan dos
motivos especificos de Metazoa (caja verde claro y cian por debajo de los dominios cataliticos).
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Previamente, Cai y colaboradores identificaros los pseudogenes de CatSper3 y
CatSperf3 en gallo comparando los bloques sinténicos correspondientes entre humano y gallo
(Cai & Clapham, 2008). Estos resultados sugieren que las especies que carecen de CatSper
lo perdieron durante la evolucion y se encuentra bajo un proceso de pseudogenizacion. De la
misma manera, nosotros encontramos el pseudogene del sSNHE en el genoma de una ave
primitiva (Tinamus guttatus) utilizando los bloques sinténicos entre esta ave, coelacanto,
pejelagarto y lagartija (Figura 26A). Ademas corroboramos la presencia de un pseudogene
para el sNHE en la mosca de la fruta utilizando la conservacién de la sintenia con dos
mariposas (Figura 26B). Estos resultados sugieren que todas las especies de Metazoas que
carecen de un sNHE en el presente, solian poseer esta proteinas, como en el caso de
CatSper. Por otra parte, fue imposible determinar la conservacién de la sintenia de sAC entre
diferentes especies de distintos grupos taxonémicos en vertebrados debido a que
encontramos varios sitios de translocacion de la sAC (ADCY10) en genomas de distintas
especies (datos no mostrados). Por lo anterior, nos resulté complicado determinar una region
blanco para analizar la presencia de pseudogenes para la sAC. Sin embargo, a partir de
resultados obtenidos de TBlastN encontramos posibles pseudogenes para la sAC en tres
aves que no la conservan (Figura 26C). Esta evidencia soporta que las aves que carecen de
sAC solian poseer esta proteina.
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Figura 26: Sintenia del SLC9C y pseudogenes de SLC9C y ADCY10. A. El panel superior muestra el
bloque sinténico del SLCIC entre lagartija, coelacanto, pejelagarto y tinamud blanco. El panel inferior
muestra el alineamiento entre los fragmentos representativos de las proteinas del sNHE de lagartija,
coelacanto, pejelagarto y la secuencia de amino acidos predichos de los exones obtenidos del genoma del
tinamua blanco (PE of Tinamu). B. El panel superior muestra el bloque sinténico del SLCOC entre dos
mariposas (bf) y la mosca de la fruta. El panel inferior muestra el alineamiento de los fragmentos de
proteinas entre las dos mariposas y la secuencia de aminoacidos predica del exon obtenido de la mosca
de la fruta (PE of fly). C. alineamiento representativos de la sAC de lagartija, pollo y tinamu blanco y las
secuencias de aminoacidos deducidas de los exones predichos de pavo (PE of Turkey), pato (PE of Duck)
y paloma (PE of Pigeon). Los cromosomas (Chr) no estan representados a escala.
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En Metazoa, la distribucion del sNHE y la sAC esta altamente correlacionada
con la distribucién de CatSper (Figura 20). Actualmente, algunos grupos taxondémicos son
clasificados dentro de -Todo- o -Nada-. Al inicio de nuestro analisis, observamos que las
especies que poseen CatSper siempre conservan el sNHE y la sAC como es el caso de
mamiferos, reptiles, coelacanto, peces -cartilaginosos, tunicados, cefalocordados,
equinodermos, braquiépodos, cnidarios y ctendforos (Figura 20). Ademas, encontramos tres
especies de peces 0seos que conservan CatSper (Yanagimachi et al., 2017) también poseen
el sNHE y la sAC, por lo que consideramos que esta regla podria aplicar para todos los
Metazoa. Sin embargo, encontramos excepciones en dos aves primitivas (Apteryx australis y
Tinamus guttatus) que conservan CatSper y sAC pero no conservan el sNHE, indicando que
la regla no es absoluta. De igual manera, encontramos varios grupos taxondmicos que
conservan el sNHE y la sAC pero carecen de CatSper: moluscos y artropodos (Figura 20).
Ademas, algunas especies solo conservan la sAC como es el caso de algunas aves,
artrépodos y placozoa. Con base en lo anterior podemos definir que existen patrones
intermedios fuera de los grupos de -Todo- y -Nada- descritos previamente. Sin embargo, la
distribucion general de CatSper, del sNHE y la sAC en Metazoa sugiere un proceso de
coevolucion entre las tres proteinas.

Distribucion del NHA

Recientemente, los intercambiadores NHA1 (SLC9B1) y el NHA2 (SLC9B2) se
reportaron como NHEs especificos del espermatozoide de raton (Fuster & Alexander, 2014;
Chen et al., 2016). De igual forma, estos intercambiadores estan enriquecidos en testiculo de
humano (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000164037-SLC9B1/tissue). La importancia de
los NHAs la demostraron Chen y colaboradores en el 2016: el ratén nulo para NHA1 muestra
una reduccion parcial en la fertilidad masculina, mientras que el ratéon nulo para ambos
intercambiadores (NHA1 y NHA2) es completamente infértil (Chen et al., 2016).

Debido a que los intercambiadores NHAs comparten algunas propiedades con
el sNHE, como la localizacién en la pieza principal del flagelo y el fenotipo de los ratones
nulos -defectos en la motilidad y disminucién de la expresion de sAC- decidimos investigar la
distribucion filogenética de los NHAs en vertebrados. Una busqueda simple en Genomicus
v91.01 revel6 que en humano, el NHA1 y NHA2 estan localizados uno seguido del otro en el
cromosoma 4 (Figura 27), lo cual sugiere que ocurrié un evento de duplicacién génica.
Ademas, demostramos que el SLCO9B se encuentra en vertebrados como pavo y gallo,
especies que solo conservan la sAC. De igual forma, el NHA se encuentra en rana, medaka y
pez cebra (peces 0seos), especies que carecen de CatSper, el sNHE y la sAC. Por otra
parte, observamos que la lagartija no conserva el NHA, sin embargo tiene CatSper, el sNHE
y sAC.

Estos resultados implican que los NHAs no tienen relacion con la distribucion
evolutiva de CatSper, el sNHE y la sAC, lo que sugiere que la distribucion que describimos
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no es solo una consecuencia de proteinas especificas de espermatozoide en mamiferos o de
proteinas involucradas en la regulacion de la hiperactivacién del batido flagelar.
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Figura 27: Nivel de conservacion de la sintenia del NHA. El SLCO9B se
encuentra en vertebrados como pavo y gallo, especies que soélo conservan la
sAC. De igual forma, el NHA se encuentra en rana, medaka y pez cebra
(peces 0seos), especies que carecen de CatSper, el sSNHE y la sAC. Por otra
parte, observamos que la lagartija no conserva el NHA, sin embargo tiene
CatSper, el sNHE y sAC. Los genes que codifican CatSper (cuadro negro), el
sNHE (cuadro azul) y sAC (cuadro rojo) estan representados a un lado de las
especies.

DISCUSION

Coevolucion de CatSper, el sNHE y la sAC en Metazoa

En este estudio, realizamos un analisis de gendmica comparativa con los genes
que codifican para CatSper, el sNHE y la sAC y encontramos una distribucidén restringida
para cada proteina. En Metazoa, la distribucién de CatSper, el sNHE y la sAC muestran un
patrén aparente de coevolucion entre las tres proteinas, o que sugiere que el sNHE y la sAC
son reguladores cruciales de CatSper en animales. Es importante mencionar que se reporto
una distribucion similar para el complejo de Ca?* mitocondrial compuesto por MCU/MCUD,
MICU1/MICU2 y EMRE (Bick et al, 2012; Sancak et al, 2013). Como un ejemplo,
Saccharomyces cerevisiae carece de MCU y como consecuencia no estan presentes MICU
ni EMRE en el genoma de la levadura (Sancak et al., 2013).

Recientemente en mamiferos y erizo de mar, se demostré que CatSper es
regulado positivamente por la alcalinizacion del pH. (Kirichok et al., 2006; Lishko et al., 2011;
Seifert et al., 2015). Por lo anterior, el SNHE debe ser un regulador crucial en la activacion de
CatSper en Metazoa. A partir de que el Na* extracelular es un factor esencial para la
actividad del sNHE, la funcién de este intercambiador debe estar reducida para especies que
realizan la fecundacion en agua dulce (agua con baja concentracion de Na™). Esto explicaria
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la razén por la cual los anfibios y la mayoria de los peces 6seos que viven en agua dulce no
conservan el sNHE. Por otra parte, el sSNHE posee un CNBD y la sAC probablemente
funciona como un regulador funcional del sNHE, lo cual sugiere que el sNHE y la sAC
podrian trabajar en conjunto como reguladores importantes de CatSper.

Recientemente, se demostrd en espermatozoides que un tratamiento transiente
con un ionoforo de Ca? rescata la capacidad de fertilizacion in vitro (IVF) no solo en los
espermatozoides de ratones nulos para CatSper sino también en espermatozoides de
ratones nulos para la sAC (Navarrete et al., 2016). Estos resultados sustentan la hipétesis de
que la sAC funciona como un regulador crucial de CatSper. De hecho, el estudio inicial de
CatSper reportd que este canal esta involucrado en una entrada de Ca?* inducido por cAMP
en espermatozoides de ratén (Ren et al., 2001). Nuestros resultados también apoyan la
relevancia del cAMP en la activacion de CatSper.

El dominio sensible a voltaje del sNHE

Una propiedad estructural del sSNHE es que posee tres dominios predichos, el
dominio catalitico, el VSD y el CNBD. Se analizaron los segmentos TM (S1-S4) del sNHE
para al menos una especie representativa de cada grupo taxondmico (Figura 20). La mayoria
de los sNHE que analizamos en este trabajo conservan los 4 segmentos TM (Souza et al.,
2014; Kang & Baker, 2016). Agregamos 2 VSDs funcionales del canal de potasio Kv1.2 y
Shaker en el alineamiento. La firma de la hélice S2 ([F/Y]IXX[D/E]JXXX[R/K]) (Souza et al.,
2014) se conserva, excepto en el caso del sNHE de los ctendforos en el cual observamos un
VSD degradado desde el S2 al S4 (Figura 28), lo que sugiere que la sensibilidad de este
sNHE esta suprimida.

En las especies pertenecientes al grupo de los no-metazoarios, no
encontramos ningun ejemplo de intercambiador con un VSD predicho. A su vez, encontramos
algunos NHEs con un CNBD predicho, tal es el caso de la proteina SOS1 de Arabidopsis
thaliana. Sin embargo, el SOS1 esta expresado mayoritariamente en células somaticas
comparado con la expresion en la linea germinal (Schmid et al., 2005; Shi et al., 2002).
Ademas este intercambiador no esta involucrado en la reproduccion sexual de Arabidopsis.

Recientemente, se confirmé la actividad tanto del VSD como del CNBD
presentes en el SNHE de espermatozoides de erizo de mar (Windler et al., 2018). En
espermatozoides de raton, también se demostré que la hiperpolarizacion del E, induce un
aumento en el pH. de manera dependiente de Na* (Chavez et al., 2014). Por lo tanto, el
sNHE podria ser regulado por el E,. En el erizo de mar, se sabe que el canal
tetraKCNG/CNGK es responsable de la hiperpolarizacion del E,, al inicio de la quimiotaxis
(Strinker et al., 2006; Galindo et al., 2007; Bonigk et al., 2009) lo que lleva al incremento del
pH. mediado por el sNHE (Nishigaki et al., 2001, 2004; Gonzalez-Cota et al., 2015) y la
repolarizacién a través del canal HCN (Gauss et al., 1998). Posteriormente, la concentracion
de Ca* citoplasmatico aumenta a través de CatSper y se regula la forma del batido flagelar
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(Strinker et al., 2015; Espinal-Enriquez et al., 2017). La quimiotaxis de los espermatozoides
se observd en distintos grupos taxondmicos de invertebrados marinos como tunicados,
equinodermos, moluscos y cnidaria (Miller, 1985) y la mayoria de ellos conservan el
tetraKCNG/CNGK (Fechner et al., 2015). Curiosamente, estos grupos taxondmicos también
conservan CatSper, el sNHE y la sAC (Figura 20). Por lo anterior, resulta muy importante
explorar si la cascada de sefalizacidén de la quimiotaxis en espermatozoides de erizo de mar
se conserva en otros invertebrados marinos. Por otro lado, en muchos vertebrados, el canal
Slo3 parece haber sustituido la funcion del tetraKCNG/CNGK (Vicens et al., 2017). Es decir,
la hiperpolarizacion del E,, a través del Slo3 es critica para la activacién de CatSper: en ratén
el Slo3 junto con el sNHE y la sAC parecen ser importantes para el control de CatSper.
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'h&\{vs L #.&Ei»‘-‘l’%'ﬁ:'rh‘.; fE |=§V4'( g RN H
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Figura 28: Alineamiento del VSD de los sNHE de metazoa. La mayoria de los sNHE que analizamos en este
trabajo conservan los 4 segmentos TM (Souza et al., 2014; Kang & Baker, 2016). Agregamos 2 VSDs funcionales
del canal de potasio Kv1.2 y Shaker en el alineamiento. La firma de la hélice S2 ([F/Y]XX[D/E]XXX[R/K]) (Souza
et al., 2014) se conserva, excepto en el caso del sNHE de los ctendforos en el cual observamos un VSD
degradado desde el S2 al S4.
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La importancia de los grupos intermedios entre -Todo- y -
Nada-, y el caso particular del Tinamu blanco y el Kiwi marrén

En Metazoa encontramos dos patrones principales -Todo- y -Nada-, pero
existen 3 excepciones que a continuacion discutimos. Dentro de la distribucidn heterogénea
en animales encontramos especies que carecen de CatSper pero que conservan el sNHE y
la sAC (Int1) o especies que simplemente preservan la sAC (Int2). Ademas, encontramos dos
especies de aves primitivas que conservan CatSper y la sAC pero no el sNHE (Int3).

El grupo Int1 incluye algunos artropodos (Figura 23) y moluscos (Figura 20). En
el caso de dipteros, identificamos los transcritos para el sNHE y la sAC en transcriptoma de
testiculos de gusano de seda (Bombyx mori) (http:/silkworm.genomics.org.cn/silkdb,
microarray sw10076, sw11099, sw13918). Curiosamente, la mariposa cartera (Heliconius
melpomene) conserva 2 subunidades a formadoras de poro en CatSper en lugar de 4. Segun
nuestra definicion, estas especies se clasifican como carentes de CatSper. Ademas, no
sabemos el porqué algunas subunidades permanecen intactas en estas especies. Seria
interesante determinar si CatSper esta formado por homotetrameros o tetrameros de dimeros
de las subunidades a formadoras de poro en CatSper. Una situacion similar sucede en la
avestruz (Struthio camelus) la cual s6lo conserva 3 subunidades a de poro en CatSper. En el
grupo Int1, sNHE y sAC se conservan incluso después de la pérdida de CatSper. Por lo
tanto, seria posible que los canales de Ca? que sustituyen a CatSper puedan ser regulados
por el pH. y/o cAMP, pero se requieren estudios adicionales para abordar esta cuestion.

Por otro lado, el grupo Int2 que conserva sélo sAC, que incluye algunas aves
(Figura 21), algunos artropodos (Figura 23) y Tricholplax adhaerens (Figura 20; indicado
como Placozoa). Aunque CatSper y sNHE no tienen ninguna funcién reportada en células
somaticas, se ha propuesto que sAC desempefa un papel como sensor del cociente entre el
CO. y el HCO5 (CO2/HCOg3 ) (Zippin et al., 2001, 2003; Tresguerres et al., 2010). Por lo tanto,
se sugiere que la sAC juega dos papeles posibles en el grupo Int2: 1) la sAC modula la
actividad del canal de Ca* que sustituye a CatSper y/o 2) funciona como un sensor de
CO,/HCOs en células somaticas.

Finalmente, el grupo Int3 engloba las especies que conservan a CatSper vy a la
sAC, pero no al sNHE. Esta clasificacion incluye so6lo dos especies de aves primitivas, el
Tinamu blanco y el Kiwi marrén (Apteryx australis mantelli) (Figura 21). Teniendo en cuenta
que en Metazoa, la mayoria de las especies que conservan CatSper también preservan al
sNHE, existen dos opciones: 1) CatSper no regula su actividad por la alcalinizacion del pH.,
o de lo contrario 2) algun transportador de protones deberias haber sustituido la funcion del
sNHE. En cualquiera de los casos, es bastante interesante estudiar la regulacién de CatSper
en el grupo Int3.
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Regulacién de CatSper en el grupo de los no-metazoarios

Ante la propuesta de que CatSper emergié en un estado temprano de la
evolucion de los eucariontes (Cai et al., 2014), desconocemos alguna evidencia acerca de la
regulaciéon de esta proteina en las especies de los no-metazoarios. Nuestros resultados
sugieren que CatSper, al menos en Metazoa, podria ser regulado positivamente por la
alcalinizacion del pH. a través de la actividad del sNHE. Sin embargo, se desconoce si la
regulacion de CatSper mediante el pH; se conserva en los no-metazoarios.

Por ejemplo, se sabe que los gametos masculinos de Allomyces macrogynus
muestran quimiotaxis a un quimioatrayente derivado de los gametos femeninos denominado
Sirenina (Pommerville, 1978; Syeda et al., 2016), ademas, conocemos que estos hongos
poseen multiples genes para CatSper1 (5 copias), CatSper4 (2 copias) y una copia para
CatSper2 y CatSper3 (Cai & Clapham, 2012). Por lo anterior podemos especular que
CatSper esta involucrado en la quimiotaxis del gameto masculino en esta especie. Sin
embargo, el mecanismo de sefalizacién de la sirenina debe ser diferente de lo establecido
en erizo de mar considerando que el hongo vive en agua dulce y, ademas, que no conserva
el sNHE.

CONCLUSIONES

* En este estudio, realizamos un analisis de gendmica comparativa para los genes que
codifican para CatSper, el sNHE y la sAC y encontramos una distribucién restringida
para cada proteina en los grupos de organismos analizados.

* En Metazoa, la distribucion de CatSper, el sSNHE y la sAC muestran una patrén
aparente de coevolucion entre las tres proteinas, lo que refuerza que el sNHE y la sAC
son reguladores cruciales de CatSper en animales.

* Determinamos que el gen del sNHE esta pseudogenizado en el Tinamu blanco
(Tinamus guttatus) y la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster).

* En las especies donde esta presente el sNHE, esta presente la sAC (artrépodos y los
moluscos). Esto sugiere que la sAC es la proteina esencial para el SNHE como un
posible estabilizador del plegamiento del sNHE.

* Existen especies donde esta presente solo el gen de la sAC, como es el caso
particular de algunas especies aves y artropodos. Para estas especies, proponemos
que se expresa una isoforma truncada de la sAC por splicing alternativo que pudiese
funcionar de manera independiente del sNHE.
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APORTACIONES Y PERSPECTIVAS

Durante la hiperactivacion -un evento fundamental para la fecundacion del
espermatozoide de mamifero- participan una adenilato ciclasa soluble (sAC), un
intercambiador Na*/H* especifico de espermatozoide (sNHE) y un canal de Ca? especifico
del espermatozoide (CatSper), proteinas conectadas a través de una via de sefalizacion que
regula el batido del flagelo del espermatozoide de mamifero (Figura 7).

En particular, el SNHE es una proteina constituida por un dominio catalitico, un
dominio sensible a voltaje (VSD) y un dominio de unién a nucleotidos ciclicos (CNBD).
Nuestro interés particular durante el desarrollo de este proyecto fue determinar la
participacion de los nucleétidos ciclicos (cNMPs) en la actividad del sNHE. Debido a las
dificultades técnicas para lograr lo anterior, decidimos realizar experimentos con el CNBD
aislado en lugar de la proteina completa del sNHE. Desafortunadamente, no obtuvimos una
construccion estable y en solucion. Sin embargo, como parte de las estrategias
experimentales, desarrollamos un nuevo ensayo de union entre el CNBD-CFP y un analogo
fluorescente de cAMP (8-Fluo-cAMP) a través de la transferencia de energia resonante
(FRET). Esta aproximacion tiene diversas ventajas sobre las estrategias de anisotropia y
cambios de fluorescencia por diferencias en la polaridad del ambiente, previamente
descritas.

Ademas de abordar la funcidon del sNHE mediante técnicas de bioquimica,
decidimos realizar un analisis filogenético del sNHE en conjunto con la sAC y CatSper para
obtener una visién evolutiva de la funcion del sNHE. De manera interesante, nuestros
resultados muestran un patron general de coevolucion entre estas tres proteinas en
metazoarios (Figura 20), apoyando la idea del acoplamiento funcional entre las proteinas.
Por otra parte, en las especies fuera de los animales, nunca encontramos un ortélogo del
sNHE, lo que indica que el mecanismo de regulacion de CatSper es distinto a los que
observamos en animales.

Finalmente, este trabajo tiene aportaciones importantes sobre la funcion del
sNHE desde un punto de vista evolutivo. Ademas, aporta una nueva estrategia para el
estudio de CNBDs poco o nulamente descritos y promueve el desarrollo de nuevas
aproximaciones, diferentes a las que actualmente estan descritas. Sin embargo, quedan
preguntas sin responder. A continuacion listo algunas de mi interés:

* Determinar la actividad del CNBD del sNHE de mamiferos mediante el ensayo de
unién in vivo.
* Determinar la dependencia del pH. de CatSper en especies que no tienen el sNHE.

* En especies que carecen de CatSper, averiguar los sustitutos de este canal (otro tipo
de canal de Ca?') mediante analisis del transcriptoma, del proteoma y de la tasa
evolutiva.
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