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RESUMEN

La kisspeptina cumple un rol fundamental como regulador del eje reproductivo y se la ha asociado a un
receptor acoplado a proteina G heptahelical de la familia de la rodopsina (GPR-54), ubicado en la membrana
plasmatica de las neuronas con expresion de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), la cual es de
vital importancia para la reproduccion. Con el objetivo de caracterizar secuencial, estructural y
evolutivamente a GPR-54, en Mus musculus, se utilizaron diversas herramientas bioinformaticas.

A partir del cddigo Uniprot (Q91V45) se accedid a la secuencia FASTA y se realizéd un BLAST en busca de
homologos dentro de Rodentia para su posterior alineamiento multiple de secuencias que destacard la
variabilidad y caracteristicas clase especificas de los mismos. De esta forma, se obtuvieron 6 grupos de
proteinas homodlogas (receptor de Kisspeptina tipo 1, receptor de galinina tipo 1, 2 y 3, receptor de
somatostatina tipo 4 y receptor opioide tipo kappa) con perfiles secuenciales particulares en el extremo N
terminal y en el primero, quinto y sexto loop extracelular. En el mismo alineamiento se encontrd una alta
conservacion de los residuos cuya mutacién dispara la pérdida de funcion del receptor y que por analisis de
Evolutionary Trace mostraron no ser de importancia funcional.

Estructuralmente se construyeron modelos por homologia con el Modeller y ab initio via trRosetta con rmsd
de 1.3 y 0.8, respectivamente, que permitieron visualizar y confirmar las predicciones de estructuras
secundaria generadas por el servidor QUICK2D, que establecian la presencia de alfa hélices en los 7
segmentos transmembrana.

Para finalizar se realizd un analisis filogenético utilizando como modelo evolutivo JTT + F, establecido por
Modeltest, y PHYML, para la construccién de un arbol con las secuencias previamente estudiadas de los 6
grupos de proteinas homologas. De este estudio, se destaca que el bootstrap del nodo de las GPR-54 con los
receptores de galanina, que fueron las secuencias con mayor similitud, es de 65.

A modo de conclusion se logré caracterizar secuencial, estructural y evolutivamente a GPR-54, en una triada
que se interrelaciona desde la perspectiva estructura-funcion y que es el reflejo del paso evolutivo.
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INTRODUCCION

El eje neuroendocrino reproductivo es regulado de forma coordinada por los neuromoduladores GABA,
Dopamina, Glutamato y Kisspeptina, entre otros, para garantizar la sintesis y liberacion de GnRH (Lehmany
col., 2010), la cual a su vez estimula la secrecién de LH y FSH hipofisarios (Messager y col., 2005; Navarro y
col., 2005; Kauffman y col., 2007).

Entre los mencionados, kisspeptina (Kiss) es un péptido de 54 aminoacidos de expresion hipotalamica, el
cual cumple un rol fundamental como regulador del eje reproductivo, pero que fue originalmente descripto
en 1996 en lineas celulares de melanoma humano como un supresor de metdstasis tumoral (Lee y
col.,1996). Recién en 2001 Kiss se asocié con su receptor GPR-54 (Kotani y col.,2001; Muir y col., 2001;
Ohtakiy col., 2001).

Dicho receptor fue descrito por primera vez en 1999 como un receptor huérfano acoplado a proteina G
heptahelical de la familia de la rodopsina, clonado inicialmente de cerebro de rata (Lee y col.,1999) y
posteriormente identificado en humano (Kotani y col,. 2001; Clements y col,. 2001; Muir y col,. 2001; Ohtaki
y col., 2001). GPR-54 consta de cinco exones que codifican una proteina de 396 aminoacidos en ratones,
cuyo peso molecular es de 75 kDa (Civelli & Zhou, 2008).

Estructuralmente tiene un dominio N-terminal extracelular seguido por siete hélices transmembrana y el
dominio citoplasmico C-terminal de aproximadamente 70 residuos (seminara y col., 2003; Pasquier y col.,
2014), el cual se une a las subunidades cataliticas y reguladoras de la fosfatasa 2A y forma complejos con las
proteinas asociadas involucradas en la sefalizacion del receptor (Bianco y col,. 2013; Pasquier y col., 2014).

Su localizacién, caracterizada mediante hibridacién in situ y RT-PCR cuantitativa, detectd altos niveles de
expresion de GPR54 en cerebro, particularmente en el hipotdlamo. A su vez, mediante hibridacién in situ de
doble marca y por inmunofluorescencia confocal GnRH / GPR54 se le reconocié un rol fundamental para la
regulacion del eje reproductivo (Messager y col., 2005; Clarkson y col,. 2008), pudiendo ratificarlo con
estudios en ratones GPR54 K.O, que evidenciaron un impedimento para llegar a la pubertad, con érganos
reproductores inmaduros y bajos niveles de esteroides sexuales y hormonas gonadotroéficas. Finalmente,
tanto en humanos como roedores, esta descripto que las mutaciones L102P, L148S, C223R y R331X alteran
la funcionalidad de GPR-54 y conducen a infertilidad por hipogonadismo hipogonadotréfico (Ohtaki y col.,
2001; Kauffman y col., 2007; Civelli & Zhou, 2008).

OBIJETIVOS

e Determinar la maxima distancia evolutiva mediante homdlogos del receptor GPR-54.

e Establecer las diferencias y la conservacion secuencial presentes entre las macromoléculas
homologas dentro de los principales filos de Rodentia (Myomorpha, Hystricomorpha y Sciuromorpha),
destacando las posiciones importantes que causan infertilidad.

Caracterizar estructuralmente a partir de predictores la secuencia del receptor GPR-54.

Modelar el receptor GPR-54 de Mus musculus por homologia y ab initio

Establecer la filogenia de GPR-54 y sus homdlogos dentro de Rodentia.

Determinar la funcién de la estructura por medio de predictores.
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METODOS Y RESULTADOS

El trabajo realizado inicié a partir del cédigo Uniprot (Q91V45) proporcionado por los docentes y en dicha
base de datos desde la seccion sequence se descargd el siguiente archivo FASTA con la secuencia
aminoacidica de 396 residuos:

>sp | Q91V45 | KISSR_MOUSE KiSS-1 receptor 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Kiss1r PE=1 SV=1

MATEATLAPNVTWWAPSNASGCPGCGVNASDDPGSAPRPLDAWLVPLFFATLMLLGLVGNSLVIYVICRHKHMQTTNFYIA
NLAATDVTFLLCCVPFTALLYPLPAWVLGDFMCKFVNYIQQVSVQATCATLTAMSYDRWYVTVFPLRALHRRTPRLALAVSLSI
WVGSAAVSAPVLALHRLSPGPRTYCSEAFPSRALERAFALYNLLALYLLPLLATCACYGAMLRHLGRAAVPAPTDGALQGQLL

AQRAGAVRTKVSRLVAAVVLLFAACWGPIQLFLVLQALGPSGAWHPRSYAAYAVKIWAHCMSYSSALNPLLYAFLGSHFRQA

FCRVCPCCRQRQRRPHTSAHSDRAATHTVPHSRAAHPVRIRSPEPGNPVVRSPCAQSERTASL

A partir de la secuencia se realizd un Blast en el NCBI en busqueda de homoélogos y para ello se utilizé una
base de datos non redundant que incluyé GenBank CDS translations + PDB + SwissProt + PIR + PRF, y los
parametros de corte E-Value 0.00005, coverage 70% y porcentaje de identidad al 30%, se recuperaron 4308
secuencias.

De estas el homologo mds cercano se encontré dentro del mismo género en la especie Mus caroli, en la cual
kiSS-1 receptor isoform X1 presenté 98% de identidad y similitud, sin insercidn de gaps. En el otro extremo
de la distribucion de homdlogos con un 30% de identidad, 50% de similitud y 6% de gaps encontramos el
receptor de galanina tipo 3 en la especie Cyanistes caeruleus, la cual es un ave de la familia Paridae.

Con la idea de encontrar homdlogos mas lejanos y ante la imposibilidad técnica de realizar un PSIBLAST con
la base de datos non redundant (nr, NCBI) completa se decidié utilizar este método iterativo con la base de
datos landmark (NCBI) que incluye a los organismos modelo. Los parametros utilizados en este caso fueron
E-Value 0.00005 y hasta 3 iteraciones, encontrando en este caso como homdlogo mas lejano a la
rhodopsina 5 en su isoforma B en Drosophila melanogaster con 20% de identidad, 35% de similitud, 87% de
cobertura y 3% de gaps.

Como se planted el objetivo de establecer diferencias y conservacidn secuencial de GRP-54 dentro de los
principales subdrdenes de Rodentia, se decidié filtrar la salida que se obtuvo por Blast desde la base de
datos Non redundant para Myomorpha, Hystricomorpha y Sciuromorpha, siguiendo también con Ia
utilizacion de los pardmetros de coverage 70% y porcentaje de identidad al 30%. En este estudio se
recuperaron 126 secuencias, siendo el homélogo mas lejano encontrado el receptor de galanina tipo 2 en la
Peromyscus leucopus, de la familia Cricetidae con un porcentaje de identidad de 30.48%, similitud 49.29% y
6% de gaps.

Todas las secuencias obtenidas se alinearon usando T-Coffee (via EMBOSS) y el alineamiento obtenido se
visualizd con los programas Jalview y GenDoc.

A partir del alineamiento multiple de las 126 secuencias recuperadas, se evidencio la presencia de 6 grupos
de proteinas homologas (receptor de Kisspeptina tipo 1, receptor de galinina tipo 1, 2 y 3, receptor de
somatostatina tipo 4 y receptor opioide tipo kappa) las cuales mostraron un patrén en la secuencia
particular para cada una de ellas.

Dado que dentro de estos 6 grupos no se observaron variaciones mutacionales mayores, se decidid
seleccionar al azar 2 secuencias representativas de cada grupo y realizar un nuevo alineamiento que sera
representativo de estos.
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En el extremo N terminal de los homodlogos alineados se observan grandes diferencias en el largo de
secuencia caracteristico de cada tipo de proteinas, esto es debido a que el algoritmo inserta gaps para
mejorar el alineamiento. Asi mismo no se observa conservacién aminoacidica en este segmento secuencial
(figura 1).

o €0
KiS5-1 receptor [Mus musculus]

Kiss-1 receptar [Arvicanthis nitoticus]
KiS5-1 receptor [Marmota flaviventris)
Galanin receptor type 1 [Cavia porceffus]
Galanin receptor type 1 [Grammomys surdaster)
Galanin receptor type 2 [Meriones unguiculatus)
Galanin receptor type 2 [Urocitellus parryii]

Gatanin receptortype 3 (Octodon degus)

Galanin receptor type 3 [Mesocricetus auratus)
Somatostatin receptor type 4 [Mastomys coticha)
Somatostatin receptor type 4 [Onychomys torridus) gNVPSTLPPGGE NTPGT SSAPDE---E-EEDAVRSDGTGTAGM
Kappa-type opioid receptor [Heterocephaius giober) RUSFVCIFRGEFGPTCAFRACL WFSG-WAESDSNGSASP-EDEPLEPAHISPAIP
Kappa-type opioid receptor [Rattus rattus] BESPICIFRGEPGPTCAPSACL WFPN-WAESDSNGSVGS-EDCCLEPAHISPAIP

Figura 1. Alineamiento multiple de secuencia del extremo N terminal de Kiss-1R y sus homadlogos, visualizado por
GenDoc.

Ante el conocimiento que GPR-54 es una proteina de 7 pasos transmembrana y se contaba con la posicién
de cada uno de ellos desde la informacion brindada por Uniprot, se evalud la conservacién de residuos
tanto a nivel intersegmentos como de los segmentos transmembrana propiamente dichos.

En el primero de los casos se observan inserciones reflejadas por los gaps que modifican el largo de los
loops (figura 2). En el receptor de galanina tipo 2 y 3 hay inserciones en el primer loop extracelular,
mientras que en el receptor de Kisspeptina 1 las inserciones se observan en los Ultimos 2 loops,
citoplasmatico y extracelular.
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Figura 2. Alineamiento multiple de secuencia de intersegmentos transmembrana de Kiss-1R y sus homdlogos,
visualizado por GenDoc. Cuadro rojo, destaca los residuos que componen el intersegmento en las diferentes secuencias.
a. Primer loop extracelular. b. quinto loop citoplasmético. c. sexto loop extracelular.

Dentro de los 7 segmentos transmembrana informados en Uniprot, encontramos en todos los casos la
presencia de aminoacidos altamente conservados, mayormente de propiedad fisicoquimica hidrofébica. A
modo de ejemplo en la figura 3 se muestra el segmento que va del aminoacido 79 al 101 de la secuencia
query en donde se destaca que aproximadamente 2/3 de los residuos son neutros no polares o hidréfobos
(alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina, prolina y fenilalanina) y 1/3 neutros polares o hidréfilos
(glutamina, asparagina, tirosina y cisteina).
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Cabe destacar que dentro de una posicidn parcialmente conservada, los cambios mutacionales observados
serian especificos de una rama evolutiva, como ser la posiciéon 103 (flecha de la figura 3) del alineamiento
en donde se observa que todos los receptores de kiss-1 poseen fenilalanina, mientras que los receptores de
galanina leucina y finalmente los receptores de somatostatina y opiodes tipo kappa isoleucina.
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Figura 3. Alineamiento multiple de la secuencia de Kiss-1R y sus homadlogos, visualizado por
GenDoc. Cuadro rojo, destaca los residuos que componen el segundo segmento
transmembrana en las diferentes secuencias. Flecha roja, indica la posicién 103.

Esta caracteristica secuencial de gran cantidad de posiciones completamente conservadas, una mayor
proporcion de aminodcidos de caracter hidrofébico y mutaciones sitio especificas que se comparten entre
las proteinas de un grupo, se repite en el resto de los segmentos transmembrana.

Otra particularidad secuencial a destacar es que el Ultimo 10% del alineamiento correspondiente al extremo
C-terminal, no presenta conservacidn secuencial salvo las posiciones prolina 437 y 443 que se encuentran
parcialmente conservadas (figura 4).
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Figura 4. Alineamiento multiple de secuencia de Kiss-1R y sus homélogos, visualizado por GenDoc.
Se observa el extremo C-terminal del alineamiento. Flechas rojas indican las posiciones de prolina
437y 443,

Con respecto a las posiciones y residuos fundamentales para la funcién de GPR-54, se puede observar que
las posiciones L102, L148 y C223 del loop y la posicion R331 citoplasmadtica se encuentran completamente
conservadas en el grupo de receptores Kiss-1, y parcialmente, con sustituciones por aminoacidos
mayormente de la misma caracteristica fisicoquimica, en las proteinas homélogas (figura 5).
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Figura 5. Alineamiento multiple de secuencia de Kiss-1R y sus homodlogos, visualizado por GenDoc. Se observan las
posiciones L102, L148 y C223 del loop y la posicion R331 el extremo C-terminal indicadas con flechas rojas.

Para completar la caracterizacién secuencia de GPR-54 (Q91V45) se procedid a su analisis mediante
predictores de la estructura secundaria y asociados. Como primera medida, se corrid a partir de la
secuencia de GPR-54 el servidor online Quick2D, el cual integra diferentes predictores de estructura
secundaria de tercera generacién (basados en redes neuronales), sumando a su salida informacidn de la
identificacién de segmentos transmembrana y aminodcidos que participan de una region desordenada
(figura 6).
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Figura 6. Salida del Quick2D, donde se observa la secuencia aminoacidica de GPR-54 y
los elementos de la estructura secundaria, segmentos transmembrana y residuos que
participan del desorden predichos.
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A partir de la figura 5, se puede observar que la gran mayoria del resto de la proteina se compone de
bloques de Hélices a ordenados dentro de 7 segmentos que coinciden con segmentos transmembrana. En
ninguno de los 7 segmentos las Hélices a forman parte de coiled coils.

En cuanto a la estructura secundaria hoja B, a pesar de encontrarse presente en aminoacidos
transmembrana de algunos predictores, esto fue descartado por consenso, pero se hipotetiza la presencia
de algunos aminodacidos que puedan adoptar esta estructura en el extremo C terminal de la proteina.

En cuanto a la presencia de regiones desordenadas en los extremos amino y carboxilo terminal, se observo
consenso de prediccidon de desorden mediante diferentes programas en el extremo carboxilo, pero no asi en
el amino terminal. Para profundizar en la caracterizacién de las regiones desordenadas se utilizé la base de
datos MobiDB. Los resultados obtenidos permiten corroborar la presencia de desorden en el extremo
carboxilo terminal, no asi en el extremo amino terminal, a pesar de presentar aminoacidos tendientes al
desorden (linea MobiDB-lite). En el apartado estructura secundaria utiliza la plataforma FeSS, la cual
destaca la presencia de un alto contenido de Hélices (linea Helix FaSS) que son coincidentes con la
existencia del dominio estructural Unico establecido por homologia (linea Domains consensus). Por ultimo,
al integrar MobiDB informacién de la base de datos de Uniprot, brinda en su salida la presencia de los 7
segmentos transmembrana predichos anteriormente por el QUICK2D (linea Transmembrana), ubicados
entre los aminoacidos 44-66, 79-101, 117-138, 158-180, 204-224. 261-283 y 306-330 (figura 7).

Para caracterizar cuales eran los dominios presentes en la proteina se recurrio a la base de datos Conserved
Domain Database (CDD), redireccionada desde el BLAST de NCBI (figura 8).

Los resultados indican la presencia de un Unico dominio correspondiente al receptor de péptido derivado de
KiSS-1, miembro de la familia de la clase A de receptores acoplados a proteina G de siete pasos
transmembranas (cddigo de acceso CDD: cd15095), perteneciente a la superfamilia 7tm_GPCRs de
receptores acoplados a proteina G de siete pasos transmembranas (cédigo de acceso CDD: cl28897).

Cabe destacar que la superfamilia es compartida entre todas las proteinas homélogas caracterizadas por
Blast, entre las que se incluyen a los 6 grupos de receptores Kisspeptina tipo 1, galinina tipo 1, 2 y 3,
somatostatina tipo 4 y opioide tipo kappa. La carencia de coiled colis fue corroborada por el software
NCOILS, el cual utiliza un método de ventana para la prediccion, utilizando ventanas de 14, 21 y 28 residuos.
En ningln rango se hizo presente la estructura secundaria coiled coils.
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Figura 7. Salida del MobiDB para el cédigo Uniprot Q91V45. La imagen integra secuencia consenso de desorden,
estructuras secundarias predichas por FeSS, dominio consenso y elementos transmembrana.
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Figura 8. Salida del Conserved Domain Database. Se observa un solo dominio perteneciente a la familia 7tmA_KiSS1R
de la clase A de receptores acoplados a proteina G de siete pasos transmembranas y las superfamilias 7tm_GPCRs,
PHA03087 y 7tm_1.

En el caso del perfil de segmentos transmembranas, éste fue corroborado e ilustrado con el predictor
TMHMM, basado en la presencia de Hélices a consecutivas (figura 9). Cabe destacar que el programa ha
predicho correctamente la regidn outside-inside hasta el sexto segmento transmembrana, pero ha fallado
en el reconocimiento del séptimo segmento debido a la baja probabilidad y en la secuencia carboxilo
terminal intracitoplasmatica al caracterizarla como outside en el global, al verse arrastrada por la
probabilidad del dltimo segmento.
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Figura 9. Salida del TMHMM 2.0. Se observan basados en probabilidad, los 7 segmentos transmembrana y
los elementos secuenciales inside-outside.

Por ultimo, en el andlisis secuencial, se verificd la incongruencia de desorden en el extremo amino terminal
por medio de uno de los predictores de desorden mas sélidos para su estimacidon como lo es el lupred2A.
Aqui se encontré que si bien existe tendencia al desorden en el extremo amino no alcanza a llegar al cutoff
gue considera el programa (figura 10).
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Figura 10. Salida del lupred2A. El extremo carboxilo terminal de la secuencia de GPR-54 de Mus musculus presenta
aminodcidos que superan el cutoff de desorden. La linea roja corresponde al desorden. Linea azul corresponde a las
regiones con desorden que tienen capacidad de interaccion con ligandos (figura 10).

Una vez analizada la secuencia, y en la busqueda de profundizar el conocimiento estructural de GPR-54, se
realizé un modelado por homologia. Para el mismo, como primera medida, se establecieron los templates a
partir de blast con la secuencia de Kiss-1R de Mus musculus y la base de datos de la PDB, dada la necesidad
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de que las secuencias homologas tengan el mejor porcentaje de identidad posible, una buena cobertura y
estructura conocida.

De dicha busqueda se obtuvieron dos posibles candidatos para el modelado, el receptor de orexina-1
(6TO7) y el receptor delta opioide 7TM (4N6H), ambos de Homo sapiens (tabla 1). El alineamiento de
GPR-54 y los candidatos elegidos para el modelado se realizé con el programa T-Coffee.

Tabla 1. Homélogos de GPR-54 de Mus musculus candidatos para el modelado, con los datos de
relevancia para el modelado por homologia.

6TO7 32.52 49 69 2.29
4N6H 31.96 50 72 1.8

El programa Modeller, se ejecutd localmente, para obtener 25 modelos con cada homalogo, los que fueron

evaluados segun los valores de Molpdf y DOPE.

Los mejores modelos para 6TO7 (el 13) y para 4NH6 (el 4) fueron evaluados mediante ProSA-web. Ambos
mostraron no ser de calidad suficiente, con Z-scores que se escapaban a la distribucién normal, ademas de
contener regiones de alta energia. Cabe destacar que ninguno de los templates permitié un correcto
modelado de las regiones amino y carboxilo terminal. Asi mismo en pos de mejorar el modelo, se edité el
alineamiento del mejor template, el 4N6H, y se eliminaron aminodcidos no alineados de los extremos
amino y carboxilo terminal. Con esta metodologia se logrd una leve mejoria del modelo evidenciado por los
analisis mediante ProSA, obteniendo un acercamiento del Z-score a la nube de distribucién y disminuyendo
la energia (figura 11).
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Figura 11. Salida de ProSA para el modelo de GPR-54 de Mus musculus desde 4NH6 editado.

Las estructuras del modelo PDB y el modelado por homologia de GPR-54 fueron alineadas utilizando el
software PyMOL para su visualizacion (figura 12) y a través del servidor DALI para evaluar la disimilitud
estructural mediante el valor de rmsd que fue de 1.3 A. Continuando con la bdsqueda de un mejor modelo
de GPR-54, se procedié a realizar un modelado ab initio mediante la plataforma trRosetta a la cual
solamente se le brindd la secuencia en formato FASTA. El modelo obtenido (de TM-score: 0.81) se alined
por PYMOL con su template correspondiente (figura 13a) y se evalud con ProSA, evidenciando un Z-Score
dentro de los limites de distribucion (figura 13b-d), y DALI con un rmsd de 0.8.
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Figura 12. Alineamiento estructural de GPR-54 modelado y 4NH6
editada por PYMOL. En rojo se observa la estructura de GRR-54 y en
verde la estructura de 4NH6. Rmsd = 1.3.

C D Local model quality

Figura 13. A. Alineamiento estructural por PYMOL de GPR-54 modelado ab initio y el template
5ZBH. En rojo se observa la estructura de GRR-54 y en verde la estructura de 5ZBH. Rmsd = 0.8,
TM-Score = 0.81. B, Cy D. Salida de ProSA para el modelo ab initio de GPR-54 de Mus musculus.

La asignacién estructural se evalud por la clasificacion CATH, utilizando su servidor web. En este andlisis a
partir de la secuencia de Kiss-1 R de Mus musculus, se obtuvo como resultado que la proteina se compone
de un solo dominio estructural, 4ea3B, que pertenece a la superfamilia de homdlogos Rhodopsina de 7
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hélices transmembrana. En la figura 14 se observa la salida completa del CATH con las 4 primeras
categorias, clase, arquitectura, topologia y superfamilia.

CATH Classification

@ Same Class Level CATH Code Description

&) Same Architecture @ 1 Mainly Alpha

W Same Topology (fold) ) 1.20 Up-down Bundle
Same Homologous Qo 1.20.1070 Rhopdopsin 7-helix transmembrane proteins
Superfamily 1.20.1070.10 Rhodopsin 7-helix transmembrane proteins

Figura 14. Salida del CATH para la secuencia del receptor Kiss-1 R de Mus musculus.
Clase: Mayormente alpha, Arquitectura: up-down Bundle, Topologia y superfamilia de
homdlogos: Proteinas transmembrana de rodopsina de 7 hélices.

Una vez caracterizado el receptor de Kiss-1 secuencial y estructuralmente, se procedid al analisis de su
filogenia utilizando las mismas secuencias del alineamiento multiple y que destacaron la presencia de 6
grupos de proteinas homadlogas con un patrdn particular en la secuencia para cada una de ellas. Para ello,
en una primera etapa se realizd la evaluacion del modelo evolutivo a utilizar con el software Modeltest. En
este caso se utilizé un arbol construido con el algoritmo de Neighbor Joining del programa HYPHY. Este arbol
fue utilizado junto con el alineamiento multiple previamente obtenido para la comparacion de modelos via
Modeltest, con el establecimiento adicional de 4 categorias de velocidades de sustitucién que toma la
distribucion gamma. Como resultado, el mejor modelo evolutivo para las secuencias y la topologia dada,
seleccionado segun AIC, fue JTT + F.

A continuacién se realizd la inferencia filogenética por Maximum Likelihood utilizando el programa PHYML
(v. 3.1), utilizando como arbol de inicio un arbol de Neighbor Joining, y como algoritmo de busqueda el
mejor de NNIy SPR. Para el soporte de ramas se utilizd bootstrap, utilizando 100 replicantes.

El arbol resultante fue cargado en el servidor ITOL para su visualizacion y edicidn, obteniendo la figura 15 en
la cual se puede apreciar las relaciones filogenéticas de Kiss-1 receptor isoforma 1 de Mus musculus y sus
ortdlogos, sin la presencia de root dada la falta de una secuencia outgroup.

Somatostatin receptor type 4 [Onychomys torridus]
Somatostatin receptor type 4 [Mastomys coucha]

— Kappa-type opioid receptor [Rattus rattus]

100 b Kappa-type opioid receptor [Heterocephalus glaber]
Galanin receptor type 3 [Mesocricetus auratus]
o0 T:Ga\anin receptor type 3 [Octodon degus]
67 Galanin receptor type 2 [Urocitellus parryii]
T:Ga\anin receptor type 2 [Meriones unguiculatus]
60 — Galanin receptor type 1 [Grammomys surdaster]
a9 L Galanin receptor type 1 [Cavia porcellus]

38 Kiss-1 receptor [Arvicanthis niloticus]
T'_,:Kissd receptor isoform 1 [Mus musculus]
64 Kiss-1 receptor [Marmota flaviventris]

Figura 15. Arbol filogenético no rooteado para el receptor de kiss-1 isoforma 1 de Mus musculus y los receptores
homdlogos. En cada rama se observa el soporte obtenido por bootstrapping.

El bootstrapping demuestra un sustento desde las secuencias muy robusto en el nodo entre los receptores
de somatostatina y el resto de los ortdlogos, lo mismo que sucede en relacién al receptor opioide tipo
Kappa. El soporte de la filogenia se encuentra en un rango de aproximadamente 65 en los nodos de los
receptores de galanina, mientras que la informacidn secuencial de estos con los receptores de Kiss-1 brinda
un muy bajo soporte de la filogenia (38) en entre ambos.

Como ultimo enfoque para la caracterizacion de GPR-54, se evalud la conservacién evolutiva y clase
especifica de aminodcidos que podria determinar la funcion proteica a partir de estudios con servidores
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predictivos para dicho fin. El servidor Consurf permitié establecer cudles son los aminoacidos conservados y
los mapeo en la estructura template 4N6H utilizada para el modelado por homologia, destacando una
amplia conservacidn en las regiones alfa hélice pertenecientes a los segmentos transmembrana.

Conserved

Figura 16. Visualizacion de la conservacion aminoacidica
mapeada en la estructura del modelo creado a partir del
template 4N6H, mediante el servidor ConSurf.

Al aplicar el método de andlisis del Evolutionary Trace (ET) al alineamiento multiple de secuencia, se
encontraron aproximadamente 20 aminoacidos de importancia evolutiva clase especifica (figura 17),
centrados también en la regién transmembrana y no haciéndose presentes en los extremos amino y
carboxilo terminal.

MATEATLAPN VTWWAPSNAS GCPGCGVNAS DDPGSAPRP L T VGN
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TVPHSRAAHP VRIRSPEPGN PVVR QS ERTASL

ET color scale
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Figura 17. Secuencia de GPR-54 de Mus musculus con la importancia evolutiva por
posicién segun el servidor Evolutionary Trace.

Cabe mencionar que en el andlisis ET clase especifico, los aminodcidos L102, L148, C223 cuya mutacion se
asocia a patologias por pérdida de funcidn, no son reflejados como de importancia evolutiva funcional a la
vez que el residuo R331 si es de relevancia destacdndose en naranja en la secuencia de la figura 18.

CONCLUSIONES Y DISCUSION

A partir de los métodos bioinformaticos utilizados se logré cumplir con los objetivos establecidos de
determinar la maxima distancia evolutiva mediante homodlogos del receptor GPR-54, encontrando
secuencias de hasta un 20% de identidad en especies tan alejadas evolutivamente de Mus musculus como
ser Drosophila melanogaster, que por analisis de dominios se relacionaron mediante la superfamilia
7tm_GPCRs.

Ademas se logré establecer las diferencias secuenciales presentes entre las macromoléculas homdlogas en
los subdrdenes Myomorpha, Hystricomorpha y Sciuromorpha, destacando la presencia de 6 grupos de
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proteinas homdlogas las cuales comparten una gran cantidad de posiciones completamente conservadas,
una mayor proporciéon de aminoacidos de caracter hidrofébico y mutaciones sitio especificas que se
comparten entre las proteinas de un grupo en las regiones transmembrana caracterizadas, a la vez que los
segmentos de loop fueron de extensidn grupo de proteinas especifico. A nivel de la comparacion de
secuencias también se pudo corroborar la conservacion de informacién de las posiciones aminoacidicas
102, 148, 223 y 331, cuya mutacion deriva en infertilidad.

Los diversos predictores de estructura secundaria permitieron caracterizar exitosamente los elementos
Hélices a, hoja B y coiled coils, ademas de los segmentos transmembrana y las regiones con desorden de la
secuencia del receptor GPR-54. Todas estas estructuras fueron visualizadas espacialmente a partir del
modelado por homologia y ab initio, de RMSD = 1.3 y 0.8, respectivamente.

Por ultimo en la caracterizacién de las posiciones evolutivamente relevantes para la funcion de GPR-54,
cabe destacar la falta de coincidencia entre residuos que se encontraron conservados y que por bibliografia
son importantes, dado que su mutacién lleva a la pérdida funcional, y los residuos clase especificos,
hipotetizando que su valia vendria de una relacidn epistatica con aminodcidos de cercania que generan un
ambiente fisicoquimico particular y que mostraron estar conservados y ser funcionalmente importantes.

A modo de conclusion se logré caracterizar secuencial, estructural y evolutivamente a GPR-54, en una triada
gue se interrelaciona desde la perspectiva estructura-funcion y que es el reflejo del paso evolutivo.
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