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Los genes parédlogos son un claro ejemplo de duplicaciones y fuente de diversificacién en la evolucion de
los genomas de los seres vivos. Como muestra de ello, se ha llevado a cabo un estudio de los genes CTS, que
dan lugar a las enzimas proteoliticas llamadas catepsinas. Tras la buisqueda en bases de datos bibliograficas
y de secuencias moleculares, se ha intentado clarificar la confusa informacién sobre estos genes y analizar
las relaciones filogenéticas entre las secuencias aminoacidicas de estas proteinas con el fin de identificar
los procesos que han podido intervenir en su diversificacién evolutiva desde el origen de los vertebrados
terrestres hasta la actualidad. Las especies incluidas en este estudio pertenecen principalmente a algunos
taxones concretos como mamiferos (Primates, Rodentia, Ungulata, Carnivora y Marsupialia), aves y peces
0seos. En términos generales, puede decirse que, de los 32 genes encontrados en vertebrados, al menos 4 de
ellos han surgido por duplicaciones posteriores a la colonizaciéon del medio terrestre y 2 de ellos parecen
haberse perdido en el linaje de las aves. Otras modificaciones observadas son debidas principalmente a
mutaciones como las sustituciones de aminodcidos o las inserciones/deleciones (indels).

Paralogous genes are a clear example of duplications and source of diversification in the evolution of
the genomes of living beings. Here we addressed CTS genes that give rise to the proteolytic enzymes called
cathepsins. After a thorough search in bibliographic databases and molecular sequences we found information
about these genes is confusing. In order to identify the processes involved in their evolutionary diversification
since the origin of terrestrial vertebrates to the present we analysed the phylogenetic relationships between
the amino acid sequences of cathepsins. The species included in this study belong mainly to some specific
taxza such as Mammals (Primates, Rodents, Ungulates, Carnivora and Marsupials), Birds and Bony Fishes.
In general terms, among the 32 genes found in vertebrates, at least 4 of them have arisen due to duplications
subsequent to the colomization of the terrestrial environment and 2 of them seem to have been lost in
the lineage of the Birds. Other modifications observed are mainly due to mutations such as amino acid
substitutions or insertions/deletions (indels).

Introduccion globinas[? o el de los genes homedticos®]. A los genes
que componen cada uno de esos grupos se les califica
de «paralogosy, al ser originados por duplicacién a partir
de un gen ancestral y su posterior diferenciacién por
mutaciones, y son un claro ejemplo de los fenémenos del
mecanismo de amplificacién de la informacién genémica

en la evolucién de los seres vivos.

Es conocido que la Bioinformatica es una discipli-
na basada en la recopilacién, almacenamiento, organi-
zacién, manejo, andlisis y transmisién de informacién
molecular referente a datos biolégicos. La creciente
acumulacién de secuencias nucleotidicas de genes y ge-

nomas estimula, también de forma creciente, la creacidon
de nuevas aplicaciones con utilidad en la investigacion
biolégica. Actualmente, las bases de datos molecula-
res contienen gran cantidad de informacién genética
acerca de numerosas especies de animales, plantas y
microorganismos; y el analisis de grupos de genes, re-
lacionados entre si por sus caracteristicas estructurales
y funcionales, permite establecer relaciones de paren-
tesco evolutivo entre ellos y entender algo acerca de la
forma en que han ido evolucionando, llegando incluso
a datar acontecimientos evolutivos de indole molecular
no percibidos por otros medios, como es el caso de las

Un grupo de este tipo de genes duplicados, adn
poco estudiados desde esa perspectiva, es el de los CTS,
que codifican ciertas enzimas con funcién proteolitica
denominadas catepsinas, cuya caracteristica principal
es la presencia de un dominio proteasa hacia el final
de su secuencia aminoacidica. Su interés radica en que
presentan funciones en diferentes procesos celulares
y en que su ausencia o mal funcionamiento provocan
ciertas patologias o enfermedades[*®!.

En este articulo, se pretende clarificar la, a veces
confusa, informacién sobre estos genes y profundizar
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en el conocimiento de los mecanismos que han podido
participar en su diversificacidn, con el fin de encontrar
un modelo evolutivo que la explique desde el origen
de los vertebrados terrestresl. Para ello, se ha reali-
zado una blsqueda en bases de datos bibliograficas y
de secuencias moleculares y se ha llevado a cabo su
analisis filogenético mediante la generacién de alinea-
mientos multiples de secuencias aminoacidicas y de las
correspondientes filogenias para algunas de las especies
mas representativas de ciertos taxones. Este es un ejer-
cicio que ha permitido ademas comprobar la utilidad
actual de los recursos bioinformaticos para un bidlogo
molecular.

Métodos

En relacién con las catepsinas conocidas en la espe-
cie humana, se han buscado en las bases de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI)
genes «homodlogosy» (genes provenientes de ancestros
comunes) a cada uno de los pardlogos en especies
pertenecientes a taxones bien diferenciados a nivel
genémico y filogenético: primates, roedores, ungulados,
carnivoros, marsupiales, aves, anfibios y peces dseos.
Adicionalmente, se anotd la ubicacién cromosémica
de cada gen de catepsina para las especies analizadas
(tabla 1).

Con las méas de 400 secuencias aminoacidicas de dife-
rentes especies encontradas, se realizaron alineamientos
multiples y arboles filogenéticos mediante el uso del
software Seaview, con el fin de depurar la muestra a
analizar y seleccionar las secuencias mas representati-
vas, excluyendo todas aquellas que mostraban errores
inaceptables de distinta naturaleza.

Analisis de los resultados y discusion

Entre las secuencias halladas, destaca cierta proble-
matica en su sinonimia (C=DPP, H=I, L=L1, L.2=V=U,
1=7, 2=8, P=J...). Lo mas interesante aqui es la ubi-
cacién sinténica de varias catepsinas (tabla 1), lo que
sugiere una posible relaciéon funcional, asi como un
alto grado de conservacién evolutiva y una mayor
proximidad filogenética. También destacan catepsinas
aparentemente ausentes (quizas por delecién o pérdida
tras la duplicacién) o no expresadas (por afuncionaliza-
cién), principalmente en aves y peces o como el caso
de la L2, ausente en roedores, y la G, en marsupiales; y
catepsinas mas o menos exclusivas de ciertos taxones,
como las placentally expressed cathepsins (PEC) espe-
cificas de roedores, y otras adicionales (ver tabla 1) en
peces 6seos[”89 10 En este dltimo taxén, no se puede
ser concluyente por la escasez de datos.

Tabla 1. Ubicacién cromosémica de los genes de catepsinas en vertebrados. En los encabezados (fondo gris), los nombres

de taxones, de las especies mejor estudiadas y de las diferentes catepsinas. PECs = catepsinas expresadas placentariamente.

Los datos numéricos representan a los cromosomas implicados, apareciendo en celdas de un mismo color los indicativos de

‘sintenias’ (coincidencias en ubicacién) confirmadas. Las casillas vacias indican ausencia o falta de datos en esas especies.

Las casillas con ‘+' indican la presencia de dicha catepsina sin conocimiento de su ubicacién cromosémica. Datos extraidos

de la base de datos Gene del NCBI (ncbi.nlm.nih.gov).
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Figura 1: Posibles funciones de las catepsinas PEC en relacion con las L y L2 (=V). En la placenta (izquierda), cada una de las
PEC de los roedores cumple una de las funciones especificas entre las que posee la catepsina L de humanos. En el adulto (derecha),
en cambio, la catepsina L de roedores adopta funciones de las L y L2 (V) en humanos (imagen redibujada de Manson, 2008[9]).

Un particular objetivo de estos estudios es encontrar
posibles relaciones funcionales que concuerden entre
genes «ortblogos» (genes homdlogos resultado de la
divergencia de especies o linajes), es decir, genes que
mantengan la misma funcién en especies diferentes.
Para ello, se ha comprobado la expresion de cada catep-
sina en distintos tejidos en el ejemplo de humanos. En
este sentido, llama la atencién el caso algo excepcional
de las PEC de roedores. Las catepsinas PEC, debido a
que se encuentran en el mismo cromosoma que la Ly
a que la L2 esta ausente en este taxdn, parecen ser pro-
ducto de duplicaciones de uno de esos dos genes. Estas
duplicaciones parecen haber promovido un reparto de
funciones entre las PEC en relacién con las catepsinas
L y L2 humanas (figura 1). De hecho, las funciones de
las PEC, L y L2 estan relacionadas, formando un grupo
separado de los otros genes.

Curiosamente, la relaciéon filogenética entre estas
catepsinas y las mas semejantes a nivel de secuencia
(K'y S) refuerza un modelo de sucesivas duplicaciones
de genes en el linaje de los roedores (figura 2), como
ya expusieron Sol-Church y otros!’). Este caso podria
ser un ejemplo de que las modificaciones que afectan a
los genes duplicados deben producirse bajo una menor
presién de seleccién y evolucionar derivando hacia fun-
ciones mas bien aleatorias que faciliten su adaptacién a
las nuevas situaciones.

En términos generales, puede decirse que, de los 32
genes identificados en vertebrados, todos presentan un
alto grado de semejanza a nivel de proteina (por con-
servacién evolutiva). Sin embargo, en el extremo inicial
de sus secuencias, algunas de ellas, como la catepsina
B, aparecen mas conservadas que otras, como Tinag y
Tinagl, como se puede apreciar al alinear sus secuencias
(figura 3). Es muy probable que las diferencias en el
grado de conservacidn evolutiva estén relacionadas con

la importancia funcional de las distintas proteinas.

La mayoria de las modificaciones que se ponen de
manifiesto en los alineamientos multiples de estas se-
cuencias son sustituciones de aminodacidos (consideradas
como mutaciones puntuales), pero son las deleciones las
que revelan mejor su diferente grado de conservacién
evolutiva, sobre todo, en la regién ajena al dominio
peptidasa.
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Figura 2: Filogenia simplificada de las PECs (1, 2, 3, 6, M,
P, Q y R) en relacion con las catepsinas mas similares (L/L1,
L2, K y S) de tres especies representativas (humano, ratéon
y vaca). El arbol fue obtenido por el método de distancias NJ
(Neighbour Joining) a partir de un alineamiento mdltiple realizado
con el algoritmo clustal.

Por otra parte, el andlisis filogenético de las princi-
pales catepsinas incluidas en este trabajo revela varios
aspectos (figura 4), que sirven también como conclusién
sobre el estudio de estas proteinas:
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Figura 3: Seccién inicial de los alineamientos multiples de tres catepsinas. Sustituciones y deleciones muestran la variabilidad

relativa de sus secuencias aminoacidicas en especies representativas de los taxones analizados. Dado que Tinag no aparece en peces,

se han utilizado las secuencias correspondientes al gen pardlogo (Tinagl) como grupo externo al resto de los taxones (alineamientos
elaborados con el algoritmo clustal).

» Las duplicaciones son la base evolutiva de su di-
versidad, aunque no es posible, por el momento,
determinar cuantos eventos y en qué periodos se
han producido ni si abarcaron solo uno o mas
genes.

= Dado que los genes F y W aparecen sinténicos
en mamiferos y que estan presentes también en
reptiles (datos no mostrados), cabe suponer que
en el linaje de las aves su ausencia se deba mas
bien a una sola delecién de ambos genes.

» Los distintos tipos de catepsinas — serina (A),
aspartato (B), cisteina (C) — citados en la figura
4 forman grupos monofiléticos y debieron diferen-
ciarse funcionalmente tras las primeras duplica-
ciones en periodos muy primitivos de la evolucién
de esta familia de proteinas.

= Desde el origen de los vertebrados aparecen catep-
sinas que no estaban presentes en invertebrados
(como las S y K) y méas de 4 genes (Tinag, L2,
W y las PECs) han surgido por duplicaciones
posteriores a la colonizacién del medio terrestre.

= Otras modificaciones observadas son debidas prin-
cipalmente a mutaciones del tipo pequeiias in-
serciones/deleciones (indels) y sustituciones de
aminoacidos.

Filogenia de genes paralogos de catepsinas
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Figura 4: Arbol filogenético simplificado (obtenido por el mé-
todo de distancias NJ) de las principales catepsinas, de una
o dos especies de primates, roedores, aves/reptiles o peces.
Circulos rojos: eventos de duplicacién. Semicirculos azules: dele-
cién de los genes F y W en aves. Letras en columna (derecha):
nombres de catepsinas (en azul, las ausentes en peces). Los ni-
meros representan respectivamente los tres tipos de catepsina
establecidos, de serina (1), de aspartato (2) y de cisteina (3)[*%.
Destaca un ejemplo de sinonimia confusa en el gen F (aqui W)
del Siluro.

Las futuras lineas de investigacion permitiran con-
cretar muchas de estas ideas, ampliar el espectro
genético de especies, corregir errores de las secuencias
moleculares conocidas y realizar estudios filogenéticos



€13 VOLXII .. No.167

ENCUENTROS EN LA BIOLOGIA 11

especificos para cada uno de los genes. Mucho queda
alin por conocer sobre las catepsinas en otras especies y
sobre su diversidad funcional para llegar a conclusiones
evolutivas mas definidas, asi como sobre sus posibles
aplicaciones en ambitos menos tedricos.

Una finalidad al respecto seria poder diferenciar
los genes mas importantes de los que tienen funciones
secundarias.
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