HTTP://DX.DOI.ORG/10.15446/REMVZ.V62N1.4938 5

Rev Med Vet Zoot. 62(1), ENERO - JUNIO 2015: 50-66 INVESTIGACION

ANALISIS COMPUTACIONAL DEL EFECTO DE POLIMORFISMOS DE GENES
DEL SISTEMA [1-CALPAINA/CALPASTATINA SOBRE LA CALIDAD
DE LA CARNE BOVINA

J. D. Leal-Gutiérrez"", L. M. Jiménez-Robayo’
Articulo recibido: 2 de mayo de 2014 * Aprobado: 6 de noviembre de 2014

RESUMEN

Los genes del sistema de enzimas p-Calpaina/Calpastatina han sido ampliamente evaluados
en estudios de asociacién respecto de pardmetros de calidad cdrnica como la terneza;
previamente se han identificado varios polimorfismos asociados con la variacién fenotipica
en poblaciones no relacionadas de bovinos. Usando herramientas computacionales se
logré postular la asociacién de cuatro polimorfismos encontrados en p-Calpaina y 11
en Calpastatina que producen una alteracién de los pardmetros fisico-quimicos, tanto
del ARNm (estabilidad y polimorfismo conformacional), como de la proteina (punto
isoeléctrico, potencial electroestdtico y superficie molecular). Es importante poder
establecer el soporte bioldgico de polimorfismos genéticos asociados con pardmetros
fenotipicos que mejoren la productividad animal, lo que hace que la aproximacién in
silico se convierta en una herramienta il para tal fin.
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COMPUTATIONAL ANALYSIS OF POLYMORPHISMS IN GENES OF THE
H1-CALPAIN/CALPASTATIN SYSTEM IN BOVINE MEAT QUALITY

ABSTRACT

p-Calpain/Calpastatin enzymatic system are extensively evaluated in tenderness associa-
tion studies of beef quality and several polymorphisms of these same genes have been
reported previously associated with phenotypic variation in non-related bovine popula-
tions. Computational tools were used to screen four polymorphisms in p-Calpain gene
and 11 in Calpastatin gene that can alter the physical and mRNA chemical properties
(stability and conformational polymorphism) and its respective proteins (isoelectric point,
electrostatic potential and molecular surface) of polymorphisms previously reported in
public databases. /7 silico aproximation is a useful tool in phenotype-genotype association
studies because can provide a biological support to this type of animal production traits.
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INTRODUCCION

Una vez ocurre la exanguinacién de los
animales, las células musculares ingresan en
el proceso de muerte celular programada
(Ouali ez al. 2006) dando lugar inicialmen-
te a la etapa de rigor mortis y después a la
fase de tenderizacién. Durante esta dltima
fase ocurre la maduracién post-mortem que
permitird el paso del musculo a carne,
mediada por los procesos proteoliticos que
inducen cambios en la microestructura
de la carne, permite su ablandamiento e
induce la movilizacién del agua que con-
tiene (Straadt ez al. 2007). Este proceso de
ablandamiento o tenderizacién de la carne
se da mediante la disrupcién de conexiones
costaméricas e inter-miofibrilares (Bee
et al. 2007), siendo susceptibles algunas
proteinas como Desmina, Actina, Miosina
de cadena pesada, Miosina de cadena
ligera I, Troponina T, Tropomiosina al,
Tropomiosina a4, Tioredoxina, CapZ
(Lametsch ez al. 2004) y Talina (Bee ez al.
2007). La tenderizacién es dependiente
de la arquitectura y la integridad de la
célula muscular, la cual es modificada
por la actividad de proteasas endégenas
(Huff-Lonergan y Lonergan 2005; Koo-
hmaraie y Geesink 2006) que son muy
susceptibles a factores microambientales
de la célula muscular como el pH y su
descenso durante la fase post-mortem (Bee
et al. 2007; Silva et al. 1999), asi como a
la tasa de oxidacién.

A lo anterior se suma el efecto de fac-
tores ambientales y genéticos que pueden
modificar la tenderizacién final del pro-
ducto. Entre los primeros, se pueden citar
factores de manejo del animal a nivel de
granja como la dieta, el tiempo de ayuno
a nivel peri-mortem'y el proceso de enfria-
miento de las canales y de las piezas cdrni-
cas a nivel post-mortem. Entre los factores
genéticos, se ha reportado la existencia del
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efecto racial y de composicién genética
de los individuos (Chambaz ez 2/. 2003;
Monsén et al. 2004, 2005; Sanudo et 4l.
2004; Strydom ez al. 2000) que puede ser
explicada por el efecto de polimorfismos
en genes con influencia sobre el fenotipo
(Casas et al. 2006; Chung y Davis 2011;
Ciobanu ez al. 2004; Iwanowska ez al.
2011; Page et al. 2002; Pinto ez al. 2010).
A lo anterior se anade la existencia de
una posible interaccién entre los factores
ambientales y los factores genéticos que
puede llegar a modular la tasa de degrada-
cién proteolitica y, por lo tanto, el grado
de tenderizacién de la carne.

La tasa de tenderizacién en el post-
mortem de la carne tiene un periodo neu-
ralgico durante la primera semana de
maduracién, tal como fue reportado por
Campo ez al. (2000), quienes indicaron
que el grado de tenderizacién ocurrido en
las piezas cdrnicas durante este periodo es
superior al 88% del total y corresponde al
momento en que las enzimas encargadas
de la protedlisis juegan un papel relevan-
te. El sistema proteolitico endégeno més
destacado en la evaluacién de pardmetros
de asociacién con calidad cirnica, co-
rresponde al sistema conformado por los
genes de p-Calpaina (CAPN1) y Calpas-
tatina (CAST). El primero corresponde
a la proteina encargada de realizar la lisis
enzimdtica de varias proteinas sustrato
(Casas et al. 2006), que junto con la
u-Calpaina (CAPN2), poseen expresion
ubicua (Hanna ez a/. 2008) y actividad
enzimdtica dependiente de calcio (Kap-
prell ez al. 1989). La CAST corresponde
al inhibidor especifico de la CAPN1 y es
codificada a partir de un gen de copia tnica
que posee como caracteristica estructural
cuatro promotores (Motter ez al. 2009)
los cuales permiten la produccién de las
variantes I, IT, III y IV. Las tres primeras
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corresponden a variantes existentes en el
musculo esquelético y la variante IV ha
sido reportada como especifica del testiculo
(Raynaud ez a/. 2005). Un tercer compo-
nente del sistema es la subunidad pequefia
de la Calpaina (CAPNS) la cual se puede
unir a cualquiera de las dos enzimas, p 6
m-Calpaina (Hanna ez /. 2008), siendo
la enzima activa a nivel cuaternario un
heterodimero (Moldoveanu ez 2/. 2008).

Varios polimorfismos de los genes
que conforman este sistema se reportan
asociados con pardmetros de terneza de
la carne, pero no se conoce el mecanismo
de accién bajo el cual estos marcadores
moleculares logran modificar la actividad
enzimdtica causando una calidad variable
del producto final. Entre los marcado-
res de los genes CAPN1 y CAST que
se han reportado asociados con terneza
en la carne bovina se encuentran, tanto
marcadores ubicados en regiones intro-
nicas como CAPN4751, CAPN4753,
UOGCAST1 (Curi et al. 2010; Pinto et
al. 2010) y CAST1 (Casas ez al. 20006),
como en regiones exdnicas entre los que
se citan CAPN316 y CAPN530 (Pinto ez
al. 2010). Para el caso del polimorfismo
CAPN4751, Pinto ez al. (2010) reporta-
ron una disminucién en el valor de Slice
Shear Force en 0.27, 0.30 y 0.34 kg para
los dias 7, 14 y 21 de maduracién cuando
se compararon los genotipos CC-TT, de
modo similar a lo reportado por Papaleo
et al. (2010) quienes también hallaron
una reduccién en 0.17, 0.21 y 0.25 kg al
comparar los genotipos CC-GG, utilizan-
do el marcador UOGCAST1 y evaluando
los mismos periodos de maduracién en el
Longissimus dorsi de animales Nelore. Por
lo anterior, se considera importante que
en los estudios de asociacién con SNPs
(Polimorfismos de Nucleétido Simple) u

otros tipos de marcadores moleculares, se
pueda establecer un soporte biolégico del
efecto que tienen estos polimorfismos sobre
la regulacién transcripcional del gen, la
estabilidad e informacién andloga y digital
que contiene el ARNm (Andrade 2011)
ylo alteraciones de los pardmetros fisico-
quimicos de la proteina. Lo anterior tiene
como objetivo principal reducir los “falsos
positivos” (Hoggart ez al. 2008), dadas las
consecuencias que esto acarrearfa si estos
polimorfismos se incluyen en programas
de seleccién animal. Por lo anterior, el
objetivo de este documento fue determi-
nar el efecto in silico de polimorfismos
previamente reportados, ubicados en las
regiones transcritas de los genes bovinos
de la p-Calpaina y la Calpastatina, con
el fin de evaluar su efecto sobre algunos
pardmetros fisico-quimicos del ARNm y
de la proteina.

METODOLOGIA

Secuencias y SNPs empleados

Para la Calpaina (CAPN1) fueron emplea-
das las secuencias bovinas NM_174259.2
(ARNm) y NP_776684.1 (proteina) mien-
tras que para la Calpastatina (CAST)
se usaron las secuencias NM_174003.2
(ARNm) y AAA19643.1 (proteina), las
cuales en este articulo se consideran alelos
silvestres. Es necesario aclarar que para
este andlisis se selecciond la variante II
de CAST debido a que Raynaud ez al.
(2005) la reportaron previamente como
la mas abundante en el masculo esquelé-
tico bovino. Los polimorfismos tipo SNP
empleados fueron aquellos ubicados en
la regién transcrita de los genes CAPN1
y CAST y se listan en la Tabla 1. Estos
polimorfismos fueron ubicados manual-
mente en cada secuencia.
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Modelamiento del ARNm

Para la determinacién de la estructura
secundaria mds probablemente adoptada,
asi como para calcular el valor de Energfa
Minima Libre (AG) de las secuencias
silvestres del ARNm de CAPN1 y CAST
bovinas, se empleé el soffware MFold
(Zuker 2003) realizando el andlisis bajo la
programacion de temperatura fisioldgica.
El mismo procedimiento fue llevado a
cabo en cada uno de los polimorfismos
evaluados en ambos genes.

Modelamiento proteico

Los dominios constituyentes de las pro-
teinas fueron determinados mediante el
servidor CD-Search (Marchler y Bryant
2004) del NCBI. El modelamiento por
homologia fue empleado para la deter-
minacién de la estructura terciaria y
cuaternaria (CAPN1-CAPNS-Ca*?) de
CAPNI1 usando el servidor SwissModel
(Arnold ez al. 2006; Xiang 2006) y el sof-
ware Deep Viewer (Guex y Peitsch 1997,
www.expasy.org). El servidor I-Tasser (Roy
et al. 2010; Zhang 2008) fue empleado
para el modelamiento de la proteina CAST.
La minimizacién energética de cada pro-
teina fue realizada mediante Gromos96
(Arnold ez al. 2006; Xiang 2006). Adicio-
nalmente el modelamiento del complejo
CAPN1-CAPNS-Ca**-CAST se hizo con
el servidor SwissModel (Arnold ez /. 2006;
Xiang 2000).

El valor de punto isoeléctrico (PI) fue
obtenido mediante el servidor Protparam
(www.expasy.org) y el potencial electroes-
tético y la estructura superficial con el soff-
ware Deep Viewer (Guex y Peitsch 1997;
www.expasy.org) empleando la secuencia
silvestre de las proteinas CAPN1 y CAST
bovinas. El mismo procedimiento fue rea-
lizado con cada uno de los polimorfismos
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missense evaluados en ambos genes en el
presente estudio.

RESULTADOS

En las Figuras 1 y 2 se presenta la estructura
de los genes bovinos CAPN1 y CAST, res-
pectivamente. De los polimorfismos repor-
tados previamente en NCBI, se emplearon
12 SNPs localizados en el gen CAPNI1, tres
de los cuales eran de tipo missense y, por
consiguiente, modifican un aminodcido en
la secuencia proteica, mientras que para el
gen CAST fueron empleados 29 SNPs de

los cuales cinco eran tipo missense (Tablal).

SNPs y estabilidad del ARNm

El valor de Energia Minima Libre (AG)
calculado para el ARNm silvestre de la
Calpaina fue de -1154.77 kcal/mol. Las
secuencias CN2, CN5, CN12 y CN11
de este mismo gen presentaron un incre-
mento en su estabilidad, ya que mostraron
valores de-1159.73,-1159.17,-1158.59
y -1157.45 kcal/mol, respectivamente. Por
su parte, en la secuencia CNG se pudo
observar que la presencia del SNP produce
desestabilizacién de la molécula que se
explica por el incremento en su valor de
AG a-1150.82 kcal/mol.

En el caso del gen CAST, se obtuvo
un valor de -1084.57 kcal/mol para la
secuencia silvestre mientras que las secuen-
cias CS5 (-1097.57), CS17 (-1091.6) y
(CS29 (-1090.7) mostraron un incremento
en la estabilidad. Las secuencias CS28
(-1079.12 kcal/mol) y CS9, CS12, CS13,
S22, CS23y CS26 (con el mismo valor:
-1079.42 kcal/mol) muestran una pérdida
en su estabilidad 77 silico. En la Figura 3 se
presenta el plegamiento bidimensional de
las secuencias silvestres de ambos genes y
de aquellos polimorfismos que mostraron
modificacién de este pardmetro.
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21 exones

2255 nt ARNm
107 nt no traducidos
\ 2148 nt traducidos

352 364 526 540

716 aa

PTZ00184

SUPERFAMILIA CysPc SUPERFAMILIA
Calpaina_lIl

592-646

EFh
FIGURA 1. Estructura del gen de la y-Calpaina bovina (CAPN1). Los dominios predichos en la proteina
lineal son presentados. Los aminoacidos constituyentes de los sitios activos de la molécula son
destacados asi: primeros 3 triangulos (izq.): el sitio catalitico; triangulos centrales (2): formacion
de un loop &cido involucrado en la activacion de la molécula durante su unién al Ca2+; Gltimos 4
triangulos (der.): sitio de union al Ca2+.

135.42 Kb
35 exones

4551 nt ARNm

2467 1t 2358 nt transcritos
129 nt Variante Il 32 exones "

206 290 302 420 450 562 583

786 aa

SUPERFAMILIA SUPERFAMILIA SUPERFAMILIA  SUPERFAMILIA
Calpain_inhib  Calpain_inhib  Calpain_inhib Calpain_inhib

FIGURA 2. Organizacion del gen de la Calpastatina bovina (CAST). Los dominios predichos en la
proteina lineal producto de la variante Il de la CAST bovina son presentados.
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TABLA 1. SNPs empleados y cambios producidos en ARNm y proteina.

. Niimero ARNm Proteina
Secuencia — - - — - -
de acceso Posicion Silvestre Cambio Posicion Silvestre Cambio
CN1 $5269202866 543 T G 156 F v
CN2 $528452420 656 A G 193 K K
CN3 $528451369 665 C T 196 A A
CN4 5586317594 707 A G 210 T T
CN5 $528452434 734 C T 219 G G
CN6 5528450971 917 A G 280 K K
CN7 $528452341 1024 G C 316 G A
CN8 $s77832255 1088 A C 337 S S
CN9 $5269202884 1190 T C 371 Y Y
CN10 5528451391 1661 C T 528 D D
CN11 $528451392 1665 G A 530 v I
CN12 55269202966 2225 G A 716 A A
CS1 $s140795116 2 G A 48 D G
CS2 $5265255855 283 C T 52 L P
CS3 $s117962530 596 T C 156 S S
CS4 55423036926 672 A G 182 T A
CS5 $s77832279 872 C T 243 T T
CSé ss77832274 878 G A 250 P P
CS7 ss140795256 1448 C T 440 | I
CS8 ss115456737 1529 A G 467 P P
CS9 ss115456738 1544 G A 472 v v
Cs10 ss115456739 1574 T C 482 S S
CsSn ss115456740 1615 C T 496 Vv A
CS12 ss115456748 1643 C T 505 E E
CS13 ss115456750 1721 G A 531 E E
CS14 ss115456769 2074 G C 649 S T
CS15 ss46527044 2870 A G NA NA NA
CS16 ss77831764 2959 A G NA NA NA
CS17 ss430490950 2987 T C NA NA NA
Cs18 $s77832273 3016 A T NA NA NA
CS19 ss430490951 3138 G A NA NA NA
CS20 $s140795309 3148 C T NA NA NA
CS21 ss140795310 3160 C G NA NA NA
CS22 $s430490954 3254 C A NA NA NA
CS23 $s430490955 3272 G A NA NA NA
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Tabla 1 (cont)

. Nimero ARNm Proteina

Secuencia — - - — - -
de acceso Posicion Silvestre Cambio Posicion Silvestre Cambio

CS24 $5265256266 3320 G C NA NA NA
CS25 $s423036988 3350 C T NA NA NA
CS26 $s430490956 3351 G T NA NA NA
CS27 $s423036989 3697 C A NA NA NA
CS28 $s423036990 3698 G A NA NA NA
CS29 ss77831765 4333 G A NA NA NA

CN: polimorfismos evaluados del gen CAPN1; CS: polimorfismos evaluados del gen CAST. La codificacion
de cada uno de los polimorfismos empleados en el anélisis es presentada. NA: no aplica.

FIGURA 3. Polimorfismo conformacional del ARNm en CAPN1y CAST: a. silvestre de CAPN1, b. CN2
(méas estable), c. CN6 (menos estable), d. CN9 con una estructura alterna; e. silvestre CAST, f. CS5y
g. CS17, incrementan su estabilidad; h. CS28 e i. CS9, mas inestables. CS9 presenté el mismo valor
de AG que CS12, CS13, CS22, CS23y CS26.
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Efecto sobre las proteinas CAPN1y CAST

En las Figuras 1 y 2 se present0 la ubica-
cién lineal de los dominios establecidos en
los genes bovinos CAPN1 y CAST, en la
Figura 4 se observa su ubicacién tridimen-
sional en CAPNI1 (templete 1qxpB, con
una identidad del 75.81% y una cobertura
entre los residuos 13y 715) y en CAST;
se representa el proceso de activacién de la
proteina terciaria CAPN1 bovina (unién a
CAPNS y 10 dtomos de calcio) y luego se
presenta su inactivacién mediante la unién
de uno de los cuatro dominios de CAST.
Para realizar este modelo (Figura 4d), se
empled el templete 3bow de PDB mode-
lando el complejo de la enzima Calpaina
activa (con la respectiva proteina CAPN1
bovina) unida al segmento D502-T591

Regidn L

CAPNS

4 dtom
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(tercer dominio y ocho residuos del cuarto)

de la proteina CAST bovina.

En la Figura 5 se muestran las superfi-
cies de contacto entre las tres proteinas y en
la Figura 6 se detallan los sitios activos de
los tres dominios de CAPN1 detectados.
El potencial electroestitico fue uno de los
pardmetros evaluados que no fue afectado
por ninguno de los tres polimorfismos
de tipo missense evaluados. En el caso de
la CAST se observé una alteracién en la
superficie proteica cuando se encontraban
presentes los SNPs CS4, CS11 y CS14
(Figura 7). En la Tabla 2 se presenta el
pardmetro PI en las secuencias silvestres y
sus polimorfismos. El tnico SNP que logra
modificar este pardmetro en los genes del

sistema fue CS1, pasando de 5.42 a 5.45.

Una subunidad de CAST

subunidad de CAS

FIGURA 4. Estructura tridimensional de la CAPN1y CAST bovinas y de sus polimorfismos. La ubicacion
tridimensional de los motivos predichos es presentada asi: a. En morado: superfamilia CysPc; en azul claro
va la superfamilia Calpainalll; en lila: PTZ00184; en amarillo: EFh. b. Ubicacion de las cuatro superfamilias
Calpain_inhib de la CAST bovina. ¢. proceso de activacion de la CAPN1 mediante su union ala CAPNS y
un total de 10 atomos de Ca2+ (esferas blancas). d. Proceso de inactivacion de la CAPN1-CAPNs-Ca2+
mediante su union a uno de los cuatro dominios de CAST (cinta amarilla).; el recuadro blanco se presenta
un loop de CAST involucrado en la inactivacién del sitio catalitico de la Calpaina.
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FIGURA 5. Superficies de contacto (azul) entre las moléculas del sistema: a. Entre CAPN1 (gris) y
CAPNS (amarillo). b. Entre CAPN1-CAPNs (gris) y un dominio de CAST (amarillo).

FIGURA 6. Sitios activos de CAPNS-CAPNS-Ca2+: en CAPN1, en rojo: el sitio catalitico; en verde:
formacion de un loop acido involucrado en la activacion de la molécula durante su unién al Ca2+;
en morado: sitio de union al Ca2+y en CAST se detalla en naranja el segmento TIPPEYR reportado
por Hanna et al. (2008) y Moldoveanu et al. (2008).
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FIGURA 7. Alteraciones producto de los polimorfismos puntuales en la proteina CAST bovina. Las
superficies moleculares del alelo silvestre y su correspondiente polimorfismo son comparados asi:
a.182A, b. 496A, ¢. 649T de la CAST bovina en un segmento contenedor de la proteina. El aminoacido
sustituido se presenta en verde. El color rojo representa aminoécidos con potencial electrostatico
negativo y en azul aquellos de potencial positivo.

TABLA 2. Parametros de la proteina alterados por la presencia de los SNPs evaluados.

Secuencia Punto isoeléc-

Peso molecular trico

Silvestre 82207.3 5.42
CN1 82159.3 5.42
CN6 82221.3 5.42
CN9 82221.3 5.42
Silvestre 84220.4 5.42
CS1 84162.4 5.45
CS2 84204.4 5.42
CS4 84190.4 5.42
CS13 84192.4 5.42
CS16 84234.5 5.42
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DISCUSION

El papel de la p-Calpaina como enzima
proteolitica en el proceso de formacién
de la carne fue esclarecido a través del
estudio realizado por Geesink ez a/. (2006)
quienes, empleando ratones knock-out para
el gen CAPN1, pudieron determinar una
inhibicién de la degradacién de proteinas
sustrato como Nebulina, Metavinculina,
Vinculina, Desmina y Troponina T hasta
el dia 3 post-mortem. Lo anterior confirma
que la p-Calpaina estd realmente involu-
crada en el proceso de tenderizacién dada
su actividad post-mortem (Boehm et al.
1998; Pomponio ez al. 2008; Gil et al.
2011; Kristensen ez al. 2006).

Para el caso de CAPN2, Koohmaraie y
Geesink (20006) establecieron la ausencia
de aurolisis (su presencia se considera un
indicador del proceso de la activacién de
la Calpaina) de esta proteina en el musculo
bovino, siendo una de las razones para
determinar que no se encuentra involu-
crada en los procesos de tenderizacién.
Algo similar ocurre con la CAPN3 (o
p94), que aunque Geesink ez a/. (2005),
utilizando ratones knock-out, concluyeron
que no estaba involucrada en la protedlisis
post-mortem, ha sido empleada en otros
estudios de asociacién con pardmetros
productivos de calidad de la carcasa y
calidad cérnica (Café ez al. 2010 a y b).

ARNm y la sustitucion de bases

Los motivos producidos en las moléculas de
ARNm estin involucrados en la regulaciéon
post-transcripcional, tales como las secuen-
cias Kozak (homdlogas de las secuencias
Shine-Dalgarno en procariotes) o las sefiales
de poliadenilacién. Este tipo de secuencias
han sido establecidas como regiones que
permiten la interaccién del ARNm con
estructuras adyacentes especificas (como lo
establecen Shen ez 4l. 1999 en su reporte).

Adicionalmente, las estructuras secundaria
y terciaria adoptadas por esta molécula
(definidas por Andrade 2011 como la in-
formacién andloga del ARNm) son criticas
para su funcién regulatoria, mediante su
interaccién con factores proteicos o con
otros ARNs (Klaff ez 2. 1996), lo que va a
mediar procesos de sintesis, maduracién,
transporte, traduccién o degradacion (Shen
etal. 1999) del ARNm y, por lo tanto, tie-

nen la capacidad de modificar la expresién.

Un ejemplo de efecto de este tipo
de regulacién de la expresion se reporta
en el estudio de Johnson er 2/ (2011),
quienes emplearon un total de 153.397
SNPs localizados en regiones exdnicas
del genoma humano y determinaron que
65.9% de éstos modificaron el valor de AG
y 1 93.6% lograron alterar las estructuras
bidimensionales nativas, produciendo el
denominado “polimorfismo conformacio-
nal del ARNm”. Se destaca la importancia
de este tipo de polimorfismo conforma-
cional, ya que puede ser una fuente de
variacion fenotipica importante al afectar
la estabilidad de la molécula y producir
ARNm alternativos (Johnson ez al. 2011),
lo que puede modificar el procesamiento
proteico y la eficiencia transcripcional
(Mansoori et al. 2012). Lo anterior ha
sido confirmado en trabajos previos que
emplearon para el andlisis polimorfismos
de regiones exénicas del gen del receptor
D2 de la dopamina humana (Duan ez al.
2003) que pudieron establecer porqué los
polimorfismos de tipo sinénimo (Duan ez
al. 2003; Parmley y Hurst 2007) o aquellos
presentes en las regiones UTR (Halvorsen
et al. 2010) pueden estar asociados a un
efecto fenotipico tan complejo como es
el caso de muchas enfermedades del hu-
mano como la hipertensién (Halvorsen ez
al. 2010). Otros trabajos previos, como
el de Leal y Jiménez (2013), muestran

@]

LEAL-GUTIERREZ Y JIMENEZ—ROBAYO. ANALISIS COMPUTACIONAL DEL EFECTO DE POLIMORFISMOS

DE GENES DEL SISTEMA },l—CALPAfNA/CALPASTATINA SOBRE LA CALIDAD DE LA CARNE BOVINA



INVESTIGACION

cémo algunos polimorfismos de nucleé-
tido simple, reportados previamente en
el GenBank en las regiones exdnicas del
gen de la Desmina bovina, pueden ge-
nerar polimorfismos conformacionales
(in silico) en el ARNm vy, por lo tanto,
contribuir a la variacién fenotipica al
modificar el proceso de traduccién de esta
molécula. Por lo anterior, estas sustitucio-
nes nucleotidicas pueden tener mayores
posibilidades de modificar la cantidad de
proteina existente en el citoesqueleto del
miocito, recordando que esta proteina es
el principal sustrato de la p-Calpaina en
el proceso de tenderizacién de la carne.
Algo similar es presentado en el reporte de
Leal y Jiménez (2014) al evaluar in silico
el gen PRKAG3 bovino.

En el presente trabajo se pudo confir-
mar la relacién entre la presencia del SNP,
la generacién del polimorfismo confor-
macional del ARNm y la modificaciéon
de la estabilidad de la molécula. En el
andlisis realizado por Allais ez a/. (2011) se
emplearon los polimorfismos desginados
en el presente documento como CS16y
CS29, los cuales se encuentran ubicados
en la regién 3"UTR de CAST (CAST-2
y CAST-3, respectivamente). Se encontrd
que CS16 (alelo G de CAST-2) estd asocia-
do a carnes mas duras evaluadas mediante
Warner Bratzler Shear Force (WBSF) y pa-
nel sensorial en la raza Charolais mientras
que en la raza Blonde d’Aquitaine s6lo se
encontré asociacién con el panel sensorial.
El reporte anteriormente mencionado
coincide con el realizado por Casas ez al.
(2006), quienes determinaron a CS16 (ale-
lo G de CAST-2) como asociado a carnes
mds duras. El andlisis i7 silico realizado en
el presente trabajo permiti6 observar que
CS16 puede causar un incremento en la
estabilidad de la molécula de ARNm de
CAST, (con -1088.08 kcal/mol), mientras
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que para la secuencia silvestre de la CAST
bovina (alelo A de CAST-2) se encontré
un valor de -1084.57 kcal/mol, lo que
podria ocasionar una mayor expresion
de la proteina CAST y, por lo tanto, una
mayor tasa de inhibicién de la CAPNI1,

dando como resultado carnes mas duras.

Con base en lo anterior se puede concluir
que el efecto in silico es consistente con el
efecto fenotipico previamente reportado. De
tal modo que los SNPs analizados i silico
que modifican el valor de AG del ARNm,
CN2, CN5, CN12 y CN11 (mds estables
de CAPNI) en conjunto con los SNPs
in silico CS28, CS9, CS12, CS13, CS22,
CS23 y CS26 (menos estables de CAST)
conducirfan a carnes més tiernas al existir
una mayor actividad de CAPN1 y una tasa
de inhibicién menor por parte de CAST.

Estructuras proteicas tridimensionales
de CAPN1 y CAST bovinas

La proteina CAPN1 bovina como se pre-
senta en la figura 4 posee una disposicién
de dominios diferentes al heterodimero
activo mediado por su unién a la proteina
CAPNS vy varios cationes de calcio que
permiten la constitucién de una molécula
mds compacta. Hanna ez /. (2008) resal-
tan a los aminodcidos Cys105, His262 y
Asn286 en la secuencia del humano como
la triada de la catdlisis, correspondientes
en la estructura del bovino a los aminoé-
cidos Cys115 His272 Asn296 (Figura 06),
sitio ocupado por la CAST en su proceso
inhibitorio (Figuras 4b y 5a). La proteina
CAST no comparte homologfa con alguna
proteina conocida hasta ahora (Todd ez al.
2003) por lo que no fue posible hacer su
modelamiento por homologfa; lo anterior
es debido a que esta proteina no es estruc-
turada tridimensionalmente (Figura 3),
pero posee la capacidad de adquirir orden,
al unirse a la Calpaina, aunque no es claro
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cémo ocurre el proceso de inhibicién sin que
CAST sufra autdlisis (Hanna ez 2/. 2008).
En lo referente al proceso de inhibicidn,
Hanna et al. (2007) determinaron que
una proteina CAST logra interactuar con
cuatro moléculas de Calpaina, coincidiendo
con la prediccién de cuatro dominios en la
secuencia del bovino (Figuras 2 y 4b), pero
plantea la posibilidad de que cada dominio
de CAST tenga una afinidad especifica por
la CAPN1 dependiendo del tejido en el que
se encuentre. Como lo reportan Hanna ez al.
(2008), la CAST logra inhibir a la enzima
ocupando el sitio activo de clivaje mediante
un /ogp que ocupa la hendidura o sitio activo
de CAPN1, ya que los dominios inhibidores
de la CAST reconocen multiples sitios de
baja afinidad presentes en la forma asociada
al calcio de la enzima, resultando en una
interaccion fuerte, especifica y dependiente
de este catién. Dos regiones de cada uno de
los cuatro dominios inhibidores de CAST
se involucran en el acople con una molécula
de CAPN1-CAPNS, interactuando con los
dominios contenedores de las cinco manos-
EF (cuatro involucradas en la fijacién del
Ca*?y una relacionada con la formacién del
heterodimero CAPN1-CAPNS -Todd ez al.
2003) y una tercera regién de cada dominio
de CAST que se relaciona con el sitio de
clivaje (Moldoveanu ez al. 2008). Todd ez
al. (2003) mencionan la posibilidad de
que exista una sexta mano-EE la cual fue
predicha mediante el servidor CD-Search y
es presentada en la Figura 4c y se encuentra
préxima a la regién de la triada de la ca-
tdlisis. Hanna ez al. (2008) y Moldoveanu
et al. (2008) establecen la existencia de
siete residuos altamente conservados en la
proteina CAST humana que son cruciales
para el contacto entre CAST y el sitio activo
de CAPNI, los cuales corresponden a la
secuencia TIPPEYR. En la proteina CAST

del bovino se logré establecer la presencia

de tres regiones homoélogas a la secuencia
TIPPEYR, en tres de los cuatro dominios
predichos, las cuales estdn conformadas
asi: T270LPPKYK276, T547IPPDYR553
(figura 6a) y T685IPPKYQ691.

SNPs y su efecto sobre las proteinas

El polimorfismo CN7 o CAPN316, en
el trabajo de Pinto ez al. (2010) fue esta-
blecido como causante de una reduccién
del pardmetro de WBSF en 0.71, 1.1 y
0.69 kg cuando compararon los genotipos
CG-GGa7,14y21 dias de maduracion
en el musculo Longissimus dorsi de bovino,
lo que coincide con lo descrito por Allais
et al. (2011), Costello ez al. (2007) y
Papaleo ez al. (2010). Allais ez al. (2011)
pudieron establecer que el alelo CN7 se
encuentra asociado a una disminucién en
la dureza de la carne (medida por WBSF y
en panel sensorial para la raza Charolais y
con WBSF para la raza Limousin). En el
presente andlisis 77 silico, la presencia del
alelo CN7 no produjo modificacién alguna
de los pardmetros analizados del ARNm
(estabilidad y polimorfismo conformacio-
nal) ni de la proteina (punto isoeléctrico,
potencial electroestdtico y superficie mo-
lecular) respecto a la secuencia silvestre de
CAPNI1 bovina de estas moléculas. Una
de las mayores problemdticas que posee el
marcador CN7 es su utilizacién en estudios
de asociacién ya que presenta frecuencias
alélicas muy bajas (0.08 en Pinto ez al.,
2010 y 0.009 en Curi ez 4l., 2010). El
hecho de que este tipo de polimorfismos
presenten una frecuencia alélica muy baja
en animales indicus revela dificultades
al momento de poder emplearlo como
un marcador asociado en programas de
seleccién (Curi et al. 2010) en Colombia.

En relacién con el marcador CN11
(alelo T de CAPN530) analizado en el
presente estudio, el cual no estd ubicado en
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proximidades del sitio de unién de CAPN1
con CAPNS o con CAST, no produjo
modificacién alguna de los pardmetros
evaluados en la molécula de ARNm y en
la proteina por lo que se asumiria que es
menos probable que tenga un efecto en los
pardmetros fenotipicos asociados a la carne,
lo que concuerda con los resultados del
estudio de Allais ez /. (2011), quienes no
encontraron asociacion de este marcador
con los pardmetros fenotipicos evaluados
utilizando el musculo Longuissimus thoracis.
Sin embargo, Page ez al. (2002) reportaron
a CN11 como un alelo asociado al incre-
mento en la dureza de la carne a los 14
dias post-mortem, lo que evidencia una baja
concordancia en los estudios de asociacion
en poblaciones no relacionadas de bovinos.

Cabe destacar que el andlisis 77 silico de
los polimorfismos CS11y CS14 presentes
en el gen de la CAST bovina lograron
producir una modificacién de la estructura
superficial en dos de los cuatro dominios
inhibidores de la proteina CAST bovinay
debido a que la inhibicién que media CAST
es producida netamente por superficies de
contacto, estos dos SNPs deben ser consi-
derados como importantes en estudios de
asociacién fenotipo-genotipo de calidad cér-
nica. En contraste con lo anterior, aunque
el polimorfismo CS2 ha sido considerado
como importante por modificar pardme-
tros moleculares i silico (hidrofobicidad)
de la proteina CAST bovina y fenotipicos
(terneza) por Barendse ez al. (2007), en el
presente trabajo este polimorfismo (CS2) no
logré modificar ninguno de los pardmetros
evaluados 7 silico.

Otro polimorfismo analizado en este
trabajo que debe ser destacado como de
gran importancia es CS1, dado que es el
tinico que logra producir una modificacién

del valor de PI dela proteina CAST bovina.
El valor de PI de las proteinas es de gran im-
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portancia en pardmetros de calidad cdrnica,
dado que el pH del microambiente celular
de la carne dictamina la actividad inhibitoria
de enzimas como CAPN1 y CAST y estas
enzimas poseen activacién y actividad mo-
duladas por el pH del microambiente celular
en el musculo-carne durante el proceso de
maduracidn post-mortem.

Finalmente, es importante resaltar que
no se debe desconocer la existencia de rela-
ciones epistdticas entre algunos marcadores
de los genes CAPN1 y CAST, la presencia
de fenotipos asociados a haplotipos (Allais
etal. 2011; Barendse et /. 2007) asi como
los polimorfismos propios de CAPNS que
posiblemente modifican atin mds esta acti-
vidad enzimdtica (Iwanowska ez 2/. 2011).
Asi mismo, también se debe tener en cuenta
la complejidad del gen de la CAST bovina,
el cual presenta tres variantes (I, II y III)
segtin su regién 5'UTR, lo que ocasiona
una expresién diferencial en los musculos
bovinos y las tres terminaciones diferentes
dela region 3"UTR de la variante I1I (Ray-
naud ez al. 2005). Todo lo anterior deja al
descubierto la existencia de mecanismos
especificos de control y de variacion de la
expresion génica segin el tipo de tejido y la
especie animal evaluada (Parr ez a/. 2004),
la dependencia del Ca** para la actividad de
la proteina y el dindmico microambiente
intracelular existente (Huff-Lonergan y
Lonergan, 2005), entre otros factores. De
esta forma, se destaca la importancia de
continuar realizando estudios que permi-
tan comprender las multiples variaciones
fenotipicas observadas como resultado de la
existencia de polimorfismos y la variabilidad
delos genes CAPN y CAST que hacen parte

de este complejidad sistema proteolitico.

CONCLUSIONES

El andlisis 772 silico de las secuencias evaluadas
permitié determinar el efecto de los poli-
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morfismos del gen de la CAPN y CAST
bovina sobre la estabilidad o estructura
del ARNm (CN2, CN5, CN12 CNI11,
CS28, CS9, CS12, CS13, CS22,CS23 y
CS26), sobre la estructura superficial de la
proteina (CS11, CS14) y sobre el pardmetro
PI de la proteina CAST (CS1). Se destaca
que el polimorfismo CS16 analizado en
el presente estudio es el tnico al que se
le pudo demostrar un sustento bioldgico
in silico que concuerda con un fenotipico
previamente reportado. Se postula que el
no haber encontrado un soporte 77 silico
para los efectos fenotipicos previamente
reportados para CAPN316 y CAPN530
pudo ser ocasionado por el ntimero limitado
de pardmetros que pudieron ser evaluados
en el presente anlisis i7 silico, por lo que es
necesario considerar estudios que involucren
otro tipo de pardmetros tanto computacio-
nales como in vitro e in vivo que pueden
ser inducidos por la presencia de estos po-
limorfismos dada la complejidad genética
y fisiolégica de este sistema proteolitico.
Adicionalmente, es necesario destacar que
estas postulaciones obedecen a resultados
computacionales que deben ser probados
in-vitro y obligatoriamente 7n-vivo.
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