UnilasallistaX Ed.fo,.a.%/” Revista Lasallista

Corporacion Universitaria GSO'“STO%ﬁ

-de Investigacion-

Articulo original / Original article / Artigo original
DOI: 10.22507/rliv19n2a10

Analisis in silico a nivel proteico de la estructura de
presenilina-1 en hominidos'

Alejandro Soto-Ospina’, Elias Cataiio-Sanchez’, Omer Campo Nieto*, Andrés Puerta Gonzalez®, Andrés Villegas Lanau’®

Resumen

Introduccion: Las placas amiloides son
uno de los marcadores neuropatoldgicos de
la enfermedad de Alzheimer, formadas por
fragmentos peptidicos que se depositan,
derivados del corte proteasa de la enzima
y-secretasa, de la cual presenilina-1 es
la subunidad con el sitio activo, es posible
investigar a nivel evolutivo que sucede con
esta proteina en una muestra de hominidos.
Materiales y métodos: se hace un estudio de
biologia estructural paraevaluar cambiosenla
estructura de las proteinas modeladas con el
software Phyre2yalineamientos de secuencia
primaria con Jalview de los hominidos Pongo

abelii, Pan troglodytes, Pan paniscus, Gorilla
gorilla, Homo sapiensy dos especies usadas en
ensayos bioldgicos como Macaca fascicularis,
Macaca mulatta. Resultados: se encontro que
las secuencias primarias de la isoforma 467
presentaron porcentajes de identidad muy
altos con T-Coffee 2.0de 99,57 % de promedio,
dentro de su secuencia primaria en el
alineamiento por paresya niveltridimensional,
con el algoritmo Needleman-Wunsch, se
encontraron ligeros cambios en la estructura
anivelde los lazos, pero muy conservada entre
las especies, loque también se vio reflejado en
valores de desviacion estandar de los modelos
menor a 5 A. Conclusiones: Finalmente, no
se encontraron cambios significativos a nivel
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estructural en la proteina con la funcién
proteasa, por lo que para la muestra de
hominidos, no hubo cambios evolutivos por
lo menos para esta proteinay como perspectiva

queda evaluar los otros componentes de la
enzima y-secretasa.

Palabras clave: Genética, presenilina-1,
hominidos, proteina, alineamiento.

In silico analysis at the protein
level of the structure of
presenilin-1in hominids.

Abstract

Introduction. Amyloid plaques are one of
the neuropathological markers of Alzheimer’s
disease, formed by peptide fragments thatare
deposited, derived from the protease cut of the
enzyme y-secretase, of which presenilin-1is
the subunit with the active site, it is possible
to investigate at the evolutionary level what
happens with this protein in a sample of
hominids. Materials and methods. structural
biology studyis carried out to evaluate changes
in the structure of the proteins modeled with
the Phyre2 software and primary sequence
alignments with Jalview from the hominids
Pongo abelii, Pan troglodytes, Pan paniscus,
Gorilla gorilla, Homo sapiens and two species

usedin biological tests as Macaca fascicularis,
Macaca mulatta. Results. [t was found that the
primary sequences of isoform 467 presented
very high percentages of identity with T-Coffee
2.0 of 99.57 % on average, within its primary
sequenceinthe pairwise alignmentand at the
three-dimensional level, with the Needleman-
Wunsch algorithm, slight changes were
found in the structure at the loop level, but
very conserved between species, which was
also reflected in standard deviation values
of the models of less than 5 A. Conclusions.
Finally, no significant changes were found
at the structural level in the protein with
protease function, so for the hominin sample
there were no evolutionary changes, at least
for this protein, and in perspective, the other
components of the enzyme gamma-secretase
remain to evaluate.

Keywords: Genetic, presenilin-1, hominids,
protein, alignment.

Analise in silico ao nivel
proteico da estruturada
presenilina-1 em hominideos

Resumo

Introducao. As placas amildides sao um
dos marcadores neuropatoldgicos da doenca
de Alzheimer, formadas por fragmentos
peptidicos que se depositam, derivados do
corte da protease da enzima y-secretase, da
qual a presenilina-1 é a subunidade com o
sitio ativo, é possivel investigar em um nivel
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evolutivo o que acontece com esta proteina
em uma amostra de hominideo. Materiais e
métodos. ¢ realizado um estudo de biologia
estrutural paraavaliar alteracoes naestrutura
das proteinas modeladas com o software
Phyre2 e alinhamentos de sequéncias
primarias com Jalview dos hominideos Pongo
abelii, Pan troglodytes, Pan paniscus, Gorilla
gorilla, Homo sapiens e duas espécies utilizadas
em testes bioldgicos como Macaca fascicularis,
Macaca mulatta Resultados. Verificou-se que
as sequéncias primarias de isoforma 467
apresentavam percentagens muito elevadas
deidentidade com T-Coffee 2,0de 99,57 % em
média, dentro da sua sequéncia primaria no
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alinhamentoem pareseaoniveltridimensional,
com o algoritmo Needleman-Wunsch, foram
encontradas ligeiras alteracoes na estrutura
ao nivel dos loops, mas muito conservadas
entre espécies, o que também se refletiu
em valores de desvio padrao dos modelos de
menosde 5A. Conclusées. Por fim, naoforam
encontradas alteracodes significativas a nivel
estrutural na proteina com funcao de protease,

portanto para a amostra de hominideos nao
houve alteracoes evolutivas, pelo menos para
esta proteina, e em perspectiva, os outros
componentes da enzima gama-secretase
foram eles manter para avaliar.

Palavras-chave: Genetica, presenilina-1,
hominideos, proteina, alinhamento.

Introduccion

La enfermedad de Alzheimer familiar
(FAD) es una enfermedad asociada a factores
de riesgo genéticos, especialmente debido
a mutaciones en los genes que se traducen
a proteina precursora de amiloide (PPA]J,
presenilina-1(PSEN-1)ypresenilina-2 (PSEN-
2). Esta enfermedad puede manifestarse en
menoresde 65anosylas mutaciones asociadas
a variantes familiares, pueden producir
deterioro cognitivo de manera precoz (Alonso
vilatela, Lopez-Ldpez, and Yesca-Gdmez
2012; Rovelet-Lecruxetal.2006; Shao, Peng,
and Wang 2017). En el entendimiento de los
mecanismos bioquimicos de procesamiento
y produccion del péptido amiloide, la enzima
y-secretasarealizaun procesamiento proteasa
con su sitio activo la proteina presenilina-1
(PS1), ubicado en los dos acidos asparticos
con localizacion en las TM6y TM7 (Zhou, R;
Yang, Guanghui; Guo Xuefei; Zhou, Qiang;
Lei, jianlin and Shi 2019; Ballard et al. 2011;
Martinelli 2022], esta enzima realiza los
cortesde maneratransmembranalyel punto
inicial de procesamiento es el corte épsilon
en los aminoacidos LV (49 aminoéacido) o TL
(48 aminoacido) para el sustrato PPA CTF99,
dependiendo de ese corte inicial se hace una
ruta de procesamiento que consiste en los
cortessucesivos de 49-46-43 hastaelcorteyen
elaminoacido 40y los cortes sucesivos cuando
larutaes48-45hastaelcorteyenelaminoacido
42 038dependiendo de ladifusidn del sustrato
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y lainteraccion con su bolsillo activo (Szaruga
etal.2017; Hitzenbergerand Zacharias 2019).
Laenzimay-secretasaesunaaspartil proteasa
muy importante en el metabolismo celularyse
encuentra relacionada con el procesamiento
de aproximadamente 93 sustratos, los cuales
ayudan en funciones de senalizacion celular,
adhesion, expresidn, diferenciacion celular,
neuro-desarrollo, movilizacidén o anclaje en
membrana celularyregulacidn de factores de
transcripcidn, todo esto dependiendo del tipo
de sustrato (Kaether, Haass, and Steiner 2006;
Medoro et al.2018; Golriz Khatami et al. 2022).

Enfocados en el complejo enzimatico de
y-secretasa, en especial en su sitio activo
con la sub unidad presenilina-1 (PS1), la
cual tiene 7 isoformas, pero en el cerebro, la
isoforma que mas se expresa, es aquella que
tiene 467 aminoacidos y que exhibe 9 pases
transmembrana (Apweiler et al. 2014; Soto-
Ospina, Araque Marin, Bedoya, Sepulveda-
Falla, etal.2021). Para seractivado el complejo
enzimatico, alin no se conoce muy bien el
mecanismo, pero en la literatura se propone
elmecanismo de endo-protedlisis, que supone
un autocorte del loop que une las TM6y TM7,
lo que produce un N-terminaly C-terminal,
los cuales sirven para el reconocimiento
de los sustratos (Saura et al. 2000; Levitan
et al. 2001; Khan, Ali, and Mirza 2020). Esta
proteina participa en la activacion de varios
sustratos por reacciones de rompimiento
de péptidos, pero también se caracteriza
porque tiene algunos sitios de fosforilacion
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que pueden ilustrarse, por ejemplo, en la
region C-terminal, en el aminoacido Ser346
ubicado en el motivo de reconocimiento de
caspasa donde la PKC quinasa se fosforila
para el procesamiento proteolitico de PS1y
la activacion de la apoptosis (Fluhrer et al.
2004; Zhang, Chen, and Lee 2020). De lamisma
manera, los aminoacidos Ser353, Ser357 y
Ser397 son fosforilados por la proteina quinasa
GSK-38, que estainvolucradaen lainteraccion
con los sustratos de B-cateninayN-cadherina,
que tienen funciones en la expresion de la
superficie celulary la senalizacién celular de
PS1.Laproteinaquinasa GSK-3Btambiéntiene
un papelen laalteracion del procesamiento del
péptido B-amiloide ytambién esta relacionada
con la proporcion 40/42 de fragmentos
B-amiloide (Soto-Ospina, Araque Marin,
Bedoya, Sepulveda-Falla, et al. 2021; Soto-
Ospina, Araque Marin, Bedoya, and Villegas
Lanau 2021; Okochi et al. 2013; Fernandez et
al. 2014; L. Sun et al. 2016).

Esta importancia funcional puede verse
afectada por mutaciones que pueden aparecer
en su informacidn genética, lo que produce
cambioseneldesempenode sufuncionalidad.
En humanos esta proteina tiene reportadas
aproximadamente 327 mutaciones (Alzforum
2022), las cualesincluyenvariantes sin sentido,
deleciones e inserciones, que producen
diversas patologias, por lo que, en los estudios
evolutivos sobre la proteina, es crucial observar
los efectos y propuestas de las mutaciones
en la especiacion. La proteina presenilin-1es
paralogade presenilin-2 (Khan, Ali,and Mirza
2020), son dos proteinas que se traducen de
dos genes localizados en dos cromosomas
diferentes como lo son el cromosoma 1y
14 (Clark et al. 1995; Vidal et al. 1996), pero
por motivos de este trabajo, se centrara en
entender a nivel molecular presenilina-1,
la cual cuenta con una plantilla estructural,
obtenida por crio-microscopia electroénica,
que proporciona la base para la propuesta
de modelado de las proteinas del grupo de
hominidosy permite elacercamiento, desde el
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punto devista funcional, a nivel computacional,
cuyo foco principal es la comprensidn
estructural a partir de la visualizacion de
genomas, transcriptomasy proteomas (Haas
etal. 2017;Y.V.Sunand Hu 2016; Bruggeman
and Westerhoff 2007).

Materiales y métodos

Seleccion de hominidos y Macacos

La busqueda de la secuencia primaria de
aminoacidos, se hizo para una muestra de
cincohominidos, los cuales fueron: Orangutan
de Sumatra (Pongo abelii), Chimpancé (Pan
troglodytes), gorila del este (Gorilla-gorilla),
Bonobo (Pan paniscus) y Humano (Homo
sapiens); los macacos se escogieron porque
hansidoampliamente usados enbioensayos en
neurodegeneraciony se utilizaron las especies
Macaco cangrejero (Macaca fascicularis) y
Macaco Rhesus (Macaca mulatta), ya que se
tenia la informacion estructural depurada
para esas especies. Las bases de datos
utilizadas fueron UniProt para recolectar la
secuencia de los aminoacidos, la busqueda
de las estructuras proteicas disponibles se
hizo con Protein Model Portal (PMP] y en el
Protein Data Bank (PDB) (Berman et al. 2012;
UniProt 2010; Consortium 2012, la plantilla
que se uso6 para el modelamiento molecular
tiene ID: 61YC, obtenida por crio-microscopia
electronicaconunaresoluciénde 2.60,&[Zhou,
R; Yang, Guanghui; Guo Xuefei; Zhou, Qiang;
Lei, jianlin and Shi 2019).

Alineamiento de secuencias primarias

Al obtener las secuencias primarias en
formato FASTA para los hominidos a partir de
las bases de datos, se hizo un alineamiento
de estas con el software Jalview (Waterhouse
et al. 2009), seleccionando el histograma
normalizado sin consenso, asimismo se hizo
el calculo de indice de similaridad ID a partir
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de las herramientas T-Coffee 2.0 (Notredame,
Higgins, and Heringa 2000) y ClustalX (Larkin
et al. 2007) para estudiar la conservacidn
potencial de los fragmentos estructurales
entre la muestrade hominidos seleccionados.

Modelos de prediccion estructural para
PS1

La secuencia primaria de aminoacidos para
cada proteina de la especie, fue sometidaen el
software predictor de estructura de proteina
y péptidos Phyre2 (Kelley et al. 2015, el
cual produce construcciéon de modelos por
homologia con estructuras reportadas vy
comparacion de regiones de aminoacidos
por su secuencia con el reconocimiento de
plegamientos estructurales en folding vy
ensamblaje por threading (hilamiento), se
van uniendo los fragmentos encontrados por
similitud, teniendo en cuenta el esqueleto
atémico en los ensambles (Kelley etal. 2015).

Refinamiento de los modelos
estructurales

El refinamiento de los modelos obtenidos
por Phyre2 se hizo con el software Modeller
(Webb and Sali 2016), con el cual se hizo el
refinamiento de las regiones flexibles, con el
finde evitar solapamientos de los loops dentro
de la misma estructura y localizacién en las
hélices alfa de las estructuras localizadas
en la membrana, esto se hace a partir del
algoritmo ZDOPE (Energia de la proteina
discreta optimizada) (Shen and Sali 2006), el
cual presenta un estimado estadistico a partir
de ladistanciainteratomica, entregando cinco
modelos con calificacion normalizada, de los
cuales se seleccion6 el mejor modelo calificado
(Krieger et al. 2009; Webb and Sali 2016).

Visualizadores estructurales

Los visualizadores tridimensionales
se usaron en el alineamiento y en la
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representacién de los modelos ensamblados,
los alineamientos se hacen con el software
Chimera U.C.S.F. version 1.11 (Pettersen et
al. 2004), para ello se usa la comparacion
estructural con Matchmaker, para los
parametros de matriz de sustitucion de
bloques BLOSUM&62 (Henikoff and Henikoff
1992) y el algoritmo de programacion
dinamica que produce un alineamiento global
Needleman-Wunsch (Needleman and Wunsch
1970), para proteinas, acidos nucleicos y
canales de proteina transmembranal. La
identificaciony localizacion topoldgica se hace
con el software Deepview/Swiss-PdbViewer
version 3.7 (N. Guex and M. C. Peitsch 1997).

Modificaciones postraduccionales

Las secuencias primarias de aminoacidos
para cinco especies de hominidos y dos
especies de macacos, se analizaron a partir
del software suite ExPASy, utilizando las
herramientas para calcular la glicosilacién
en los aminoacidos que tienen aminas en su
cadena lateral N-glicosilaciony O-glicosilacion
para los aminoacidos que tienen grupos
funcionales oxigenados y disponibles para
interactuar (Artimo etal. 2012). De igualforma,
se evaluaron las secuencias primarias de la
proteina PS1 de tipo silvestre en el servidor
NetPhosK 3.1, con el fin de predecir sitios
susceptibles de fosforilacion debido a serina,
treonina o tirosinas pordiversas quinasas, por
ejemplo, quinasas PKA, PKC, PKE, RSK, EGFR o
MAPK38 (Blom et al. 2004; Blom, Gammeltoft,
and Brunak 1999).

Resultados

Para los hominidos seleccionados en el
analisis de secuencia primaria, se hizo la
busqueda en la base de datos UniProt para la
proteina presenilina-1, la cual se consideraen
elanalisis con lamismaisoformade untamarno
de 467 aminoacidos entre la muestra evaluada.
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Elalineamiento de las secuencias primarias de
aminoacidos, se hizo con el software Jalviewy
el porcentaje deidentidad delalineamiento se
hizo con el software T-Coffee 2.0, presentando
el alineamiento entre las especies Homo
sapiens-Macaca fascicularis (Macfas], Pongo
abelii (Ponab)- Homo sapiens, Ponab-Macfas,
Macaca mulatta (Macmu)- Homo sapiens,
Macmu-Macfa, Macmu-Ponab, Pan troglodytes
[Pantro]-Macfas, Ponab-Pantro, Homo sapiens-
Gorilla gorilla (Gor], Homo sapiens-Pan paniscus
[Panis]y Pantro-Macmu, el cual tiene un valor

de similitud de 99,69 % como promedio de
los alineamientos evaluados. En la Figura 1,
se presenta el alineamiento de la estructura
para su secuencia primaria de aminoacidos,
luego de realizar su respectiva traduccién
y obtener los aminoacidos constituyentes
en formato FASTA, T-Coffee 2.0 considerd
todos los aminoacidos, mostrando algunos
cambios debido a mutaciones, las cuales, al
no participar en el consenso, el software las
trata sin relleno de color, evidenciando las
regiones de mutacion:

A

imagen de baja resolucion

Figura 1. Alineamiento de secuencia primaria de la proteina PS1 para los hominidos Homo sapiens, Macaca

fascicularis, Pongo abelii, Macaca mulatta, Pan troglodytes, Gorilla gorilla y Pan paniscus.

Fuente: Elaborada por los autores

Vol. 19 No. 2 / julio-diciembre-2022

/ Andlisis in silico a nivel proteico de la estructura de presenilina-1en hominidos

/ - Revista Lasallista de Investigacion -

154



Alejandro Soto-Ospina, Elias Catano-Sanchez, Omer Campo Nieto
Andrés Puerta Gonzalez, Andrés Villegas Lanau

-Revista Lasallista de Investigacion-

En el alineamiento con la herramienta
T-Coffee 2.0 del software Jalview y codigo de
colores ClustalX que considera la naturaleza
quimicapolar, nopolar,aromatica, neutra, acido
o basica paracadaaminoacido perteneciente
a la secuencia de composicion proteica,
en donde se pudo obtener un alineamiento
de las secuencias de PS1,,,. El consenso
muestra el logomat de lasecuencia, en la que
se observan regiones muy conservadas a lo
largo de la secuencia proteica, pero para Pongo
abelii hay una mutacion en la region flexible
del loop que corresponde al N-terminal y

también una mutacion en la region que da al
C-terminal de PS1,,.. Otra de las secuencias
que presenta mutaciones en la regidon que
comprende la transmembrana 3 (TM3) en la
especie Macaca fascicularis, se presentan dos
cambiosadyacentes, loque cambia elambiente
quimicoenelque estaba la estructura proteica.
Para analizar los cambios que se generaron
entre especies, bajo una conceptualizaciéon
bioquimica, se realiza un agrupamiento
de los aminoacidos, teniendo en cuenta su
naturaleza, como se muestra en la Figura 2:

Figura 2. Diagrama de clasificacion de la naturaleza quimica de los aminodcidos.

Fuente: Elaborada por los autores

Segun las variantes en los aminoacidos
encontrados para la especie Pongo Abelii que
en la posicion 58tiene Ser(S) envez de Asn(N],
indica que hay un cambio en el aminoacido
conungrupo funcionaldiferente ensucadena
lateral. Asimismo, para la especie Macaca
fascicularis se obtienen un par de mutaciones
adyacentes en la posicion 1801le(l)-180Tyr(Y],
por los aminoacidos 181Lys(K])-181Asn(N], los
cuales estan localizados en latransmembrana
3 extracelular, esta mutacion presenta un

Vol. 19 No. 2/ julio-diciembre-2022

cambiodeno polar-polarcargadoaunaumento
de polaridad de polar cargado-polar neutro.

Considerando la secuencia primaria de
las especies de hominidos para la proteina
PS1,,,, se hizo la modelacion molecular de
la estructura de la proteina para cada una de
las secuencias de las muestras de hominidos,
conelfindedeterminar siexisten diferencias
importantes a nivel estructural, para ello se
hace elusodel predictor de estructura Phyre2,
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el cual permite predecir la estructura de
aquellas proteinas que experimentalmente se
lesdesconoce, dadas las dificiles condiciones
experimentales de aislamiento para obtener
la proteina o los problemas de flexibilidad en
las regiones loops que producen zonas de
baja electrodensidad, incluso la caracteristica
quimica de losaminoacidos que no permite la
nucleacidondelcristal. Se hace elmodelamiento
molecular y luego a cada modelo hipotético

se le hace un alineamiento estructural (ver
Figura 3], en el que se tiene como referente
en cada alineamiento 3D la proteina PS1,,,
Homo sapiens (color azul). Estos alineamientos
permitenvisualizarsienelsistemase producen
cambios aniveltridimensional, lo que afectaria
lafuncidn de la proteina en su sitio activoy se
tendria el efectodirecto de lasvariantes segun
la especiacidn de los hominidos:

Figura 3. Alineamiento estructural de PS1467 Humana (azul] ID: é1YC con PS1467 de: A) Macfas [plateado), B] Macmu
(verde], C) Pantro [amarillo], D] Ponab (naranjal, E] Gorlmagenta) y F] Panis (aguamarina). Visualizacién en cintas con el
software UCSF Chimera 1.11.

Fuente: Elaborada por los autores

/4
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En la visualizacion de los alineamientos
tridimensionales por pares para la proteina
PS1,,, en las especies de hominidos,
se puede apreciar que en el dominio
transmembrana de hélices alfa hay una
alta coincidencia estructural, es decir, se
presenta superposicion estructural entre
las mismas (ver Figura3. A, B,C, D, Ey F).
No obstante, en la regidn intracelular de la
proteina es donde la coincidencia estructural

difiere, ya que dicha region esta constituida
mayoritariamente por loops, los cuales
pueden tomar diferentes conformaciones.
Lo mencionado con anterioridad, se refuerza
con los datos listados en la Tabla 1, donde
se presenta la desviacidon cuadratica media
(RMSD]) estimada para cada uno de los
alineamientos tridimensionales, obtenidas
mediante elalgoritmo de Needleman-Wunsch.

Tabla 1. Desviacidon cuadratica media (RMSD) estimada de cada uno de los alineamientos tridimensionales

por pares PS1 hominidos

Alineamiento 3D de PS1

RMSD estimada (A)

Alineamiento 3D de PS1  RMSD estimada (A)

Homo Sapiens-Macfas 4,41 Macfas-Panis 2.56
Homo Sapiens-Macmu 3,39 Macmu-Pantro 1.55
Homo Sapiens-Pantro 4,21 Macmu-Ponab 1,14
Homo Sapiens-Ponab 2,56 Macmu-Gor 0,03
Homo Sapiens-Gor 3,26 Macmu-Panis 1,66
Homo Sapiens-Panis 2,96 Pantro-Ponab 1,39
Macfas-Macmu 1,43 Pantro-Gor 1,64
Macfas-Pantro 3,16 Pantro-Panis 1,81
Macfas-Ponab 4,11 Gor-Panis 1,13
Macfas-Gor 1,17

Fuente: Elaborada

En la Tabla 1, se observa que en el
alineamiento estructural de PS1,,, Homo
sapiens con los otros hominidos hay unamenor
desviacion estandar con la especie Ponab
[RMSD=2,56,&]yla especie Panis (RMSD=2,96
A), mientras que hay mayor desviacion
estandar (RMSD=4,41A) con la especie Macfas
que presentan varias mutaciones en PS1, ..
Asimismo, se tiene que los alineamientos 3D
de PS1,,, entre las especies de hominidos
examinados, excluyendo la PS1467 Homo
sapiens, presentan desviaciones estandaren el

rangode0,03-4,11 ,&, siendo elalineamiento 3D

Vol. 19 No. 2/ julio-diciembre-2022

por los autores

de Macmu-Gorlade menordesviacion estandar
(RMSD=0,03 Ay la Macfas-Ponab (especies con
mutaciones) la de mayor desviacion estandar
(RMSD=4,11 A). Sin embargo, las anteriores
no superan una desviacion estandar de 54, por
tanto, se puede decir que no hay diferencias
significativas en la distancia promedio entre los
atomos alineados tridimensionalmente para
PS1,,, entre las especies evaluadas.

Cada una de las variantes encontradas
en los alineamientos de Jalview se modelan
para visualizar el efecto en Pongo abelii y
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Macaca fascicularis, las dos estructuras fueron
comparadas para la regidon que comprende
sus variaciones respecto a Homo sapiens,

Figura 4. Alineamiento estructural de PST,,,

Humana (azul] ID: 61YC con PS1

con el fin de entender el efecto a partir de
la tridimensionalidad estructural como se
muestra en la Figura 4.

de Pongo abelii (Naranjal y Macaca

467

fascicularis [Plateado), donde se observa variaciones en residuos: a] Phe447 a Ser447, b] Ile180a Lys180, c) Tyr181a
Asn181, d] Asn58 a Ser58y e] Asp302 a Gly302. Visualizacién en cintas con el software UCSF Chimera 1.11.

Fuente: Elaborada por los autores

Discusion

En el alineamiento de las secuencias
primarias de hominidos para la proteina
PS1 presento6 variantes para Pongo Abelii,
ya que se cambid una amida por un grupo
hidroxilo, pero la naturaleza del aminoacido
no se altera, debido a que elaminoacido sigue
siendo polar neutro, esto quiere decir, que esa
posicion puede mantener las interacciones
en la formacién de aductos o dipolo-dipolo
de Keesom; por su localizacion en el loop

flexible de la region N-terminal de PS1,,.,
tiene un papel importante en la interaccion
con las otras subunidades en el ensamble de
laenzimay-secretasacomoAPH1yPEN-2que
son dos proteinas andamiaje del sitio activo.
Ademas, lavariacionalresiduo de Ser(S) puede
posibilitar que en procesos postraduccionales
o incluso en membrana, sea probable la
O-Glicosilaciony lafosforilacion por quinasas
y, con ello, contribuir con la funcionalidad de
la proteina (ver Tabla 2). Por otro lado, en la
posicion 302, si hay un cambio de polaridad:

/ - Revista Lasallista de Investigacion -
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de polar cargado Asp(D) a polar neutro Gly(G),
perosigue localizado en las regiones loopy no
afecta en su distribucién tridimensional.

Para Macaca Fascicularis, ocurren dos
cambios adyacentes, ya que se producen
ligeros cambios en elambiente quimico de la
TM3, como se puede evidenciar parael calculo
de pasestransmembranales (ver Tabla 2). Sin

embargo, la estructuratridimensionaltiende
amantenerse, dado que lavariante se localiza
en la porcidn extracelular de TMD3. También
se observa cambios en la posicion 447, del
aminoacido Phe(F) al aminoacido Ser(S]),
adicionando un nuevo sitio de fosforilacion
a la proteina, ya que es posible ver el efecto
directo en las estructuras desde la discusion
resumida en la Tabla 2:

Tabla 2. Sitios de: fosforilacion, O-Glicosilacion, N-Glicosilacidon y pasos transmembrana de PS1 Para

las especies Homo sapiens, Macfas y Ponab

Proteina

Sitios de
fosforilacion

Sitios de
0-Glicosilacion

Sitios de
N-Glicosilacion

HHM
transmembrana
(Localizacion)

PS1-Homo sapiens

38 sitios de
fosforilacion (9, 17,
25, 28, 43, b1, 74,
99, 104, 107, 116,
119,122, 124, 141,
170, 178, 195, 254,
274,281,310, 313,
319, 320, 324, 327,
337, 346, 353, 354,
357, 365, 390, 401,
406, 438, 451)

17 sitios de
O-Glicosilacion
(43,51,59,310,313,
319, 320, 324, 327,
337, 346, 353, 354,
357,365,366, 367)

279NETLO.6114
405 NTTI0.5734

9 pases
transmembranales
(82-100, 132-154,
161-183, 193-215,
224-241, 246-268,
281-298, 404-426,
431-453)

PS1-Macfas

Se presenta unsitio
de fosforilacidn
adicional en la
posicidn L47
respectoala Homo
sapiens

Se presentan
tres sitios de
O-Glicosilacion
adicional en las
posiciones 23, 25
y 28 respecto a la
Homo sapiens

No hay cambios
respecto a la
Homo sapiens

Pérdida de la TMD
7 Cambios en TMD
1 (83-105), TMD 2
(129-151), TMD 3
(161-179), TMD 4
(191-213) y TMD 6
(246-263)

PS1-Ponab

Se presenta unsitio
de fosforilacidn
adicional en
la posicion 58
respectoalaHomo
sapiens

Se presentaunsitio
de O-Glicosilacion
adicional en
la posicion 58
respectoalaHomo
sapiens

No hay cambios
respecto a la
Homo sapiens

No hay cambios
respectoala Homo
sapiens

-Revista Lasallista de Investigacion-
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Elaborada por los autores.
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Las especies con variaciones que se
revelaron en la secuencia primaria estudiada
con Jalview, fueron alineadas de manera
global con Matchmaker del software Chimera
U.C.S.F, conelfinde compararsihay unefecto
en la funcionalidad, por lo que se relacionan
Homo sapiens con Pongo abelii y con Macus
fascicularis, mostrando que la proteina del
Macaco a pesar de tener varios cambios
en las zonas un poco mas rigidas como las
a-hélice en la membrana, se evidencia que
no hay cambios estructurales marcados e
incluso la hélice no se pierde por cambio de
la variante en la modelacién, aunque tenga
un ligero desplazamiento en el alineamiento
y la naturaleza del aminoacido en primera
instancia, no parece afectar la estabilidad de
la estructura secundaria. Las variantes del
hominido Pongo abelii, las describimos con
anterioridad a partirde su naturaleza quimicay
anivelestructural. Estavariante se encuentra
localizada en las regiones flexiblesy no parece
inducir ningun efecto respecto al sitio activo de
la proteina que queda entre latransmembrana
6y7,paralosaminoacidosacido aspartico 257
y 385, dejando como perspectiva un analisis
considerando las otras subunidades del
complejo enzimatico, para evaluar su efecto
anivel de estructura cuaternaria.

Ademds, se puede observar en los
alineamientos globales que las estructuras
de presenilina-1, en términos generales,
presentan una muy buena conservacion de los
fragmentos que no son tan flexibles, es decir,
el sitio activoy las alfa hélices que presentan
los nueve pases transmembranales que
coincidendeigualformaconlaisoforma 1 que
es la mas representativa en cerebro, con una
constitucion de 467 aminoacidos. Los cambios
en las regiones flexibles, cuya funcionalidad
se asocia en el reconocimiento de sustratos
y en las interacciones con las subunidades
laterales, las cuales reconocen y movilizan
los sustratos cuando se tiene el complejo
y-secretasaensamblado, es fundamental para
la estructura proteicaysufuncionalidad, pero

/4
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los cambios no difieren de la estructura de
Homo sapiens de referencia, como se puede
mostrar cuantitativa y cualitativamente.

Por otro lado, es importante senalar, que
al revisar las mutaciones patogénicas para
Homo sapiens reportadas en la base de datos
de Alzforum, no se encuentran variantes en
las posiciones 58 o0 302, que corresponden a
las variaciones en la secuencia para el Pongo
abeliiver Figura4.dye), aunque se encuentra
reportada una variante aledana al sitio 302,
que corresponde al cambio Pro(P) por Leu(L])
enelaminoacido 303y que hasido asociadaa
demencia frontotemporal (Koriath etal. 2020).
Para el caso de las variaciones en Macaca
fascicularis, no se han reportado mutaciones
patogénicas para Homo sapiens en la posicion
447 (ver Figura 4. a), tampoco se han reportado
variaciones en la posicion 181(ver Figura 4.
c), sin embargo, si se encuentra reportada
una variante en el codon 180, que lleva al
cambio de Ile (I) por Asn (N], que se considera
posiblemente responsable de causar FAD de
inicio precoz (Héléene-Marie et al. 2017). EL
cambio de Ile (I) por Asn (N] (en el humano)
o por Lys (K] (en el macaco] (ver Figura 4. b),
aunque son diferentes aminoacidos, enambos
casos, se generan un cambio en la polaridad;
sinembargo, se debe considerarque laPS1es
solounaporciondelcomplejoy-secretasayque
puede haber variaciones en las subunidades
que hagan que los complejos se ensamblen
con cambios entre estas especies, haciendo
que estas variaciones no tengan efecto sobre
la funcidn enzimatica.

Esnotorialahomologiaentre las secuencias
de PSENT en los hominidos (100 % en 4 de
los 5 estudiados), indicando una funcidén
importante conservada en todas estas
especies. Probablemente estd homologia
en las secuencias, tiene relacion con los
diferentes reportes de cambios involutivos
en los cerebros de los simios, similares a los
que se presentan en el Homo sapiens durante
el envejecimiento. Aunque lo comun son
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reportes de depdsitos del péptido B-amiloide,
también se describen con menor frecuencia
ovillos neurofibrilares y pérdida de memoria
0 cambios comportamentales durante el
envejecimiento, lo cual claramente esta en
relacion con los cambios neuropatoldgicos
para laenfermedad de Alzheimer (Gearing et
al. 1997; Edler et al. 2017; King 2018).

Esta proteina y su funcién proteasa es
importante en los mecanismos patoldgicos,
en donde el péptido amiloide se le asocia
funcionalidad a nivel de senalizacidn celular,
conelfragmentodominiointracelular AICD. A
niveltridimensionalno se observandiferencias,
lo que quiere decir que muy probablemente,
bajo unavision computacional, los mecanismos
se pueden desarrollar de igual manera para
loshominidos evaluadosy la muerte neuronal
se daria con el envejecimiento en estas
especies. Este estudio como perspectiva,
podria complementarse con un analisis
experimental, en donde se tengan todas las
enzimas y-secretasa y se evallen cinéticas
enzimaticas de procesamiento del sustrato
PPA, para Homo sapiens, Pongo abeliiy Macaca
Fascicularis.

Conclusion

Entender la enfermedad de Alzheimer
y el papel del mecanismo patogénico en la
actualidad, conlleva a realizar analisis desde
una perspectiva molecular, del complejo
multiproteico y-secretasa y en ultimas de la
subunidad comprometida con el sitio activoy
lafuncionalidad proteasa. PS1es una proteina
muy conservada entre las especiesy para los
hominidos, también presenté solo unas ligeras
diferencias en los lazos flexibles, pues cabe
recordar que estas regiones son dindmicasy
se leasocialafuncidon de reconocer moléculas

Vol. 19 No. 2/ julio-diciembre-2022

y realizar la auto protedlisis como el corte
de la proteina para poder activarse. Con los
resultados actuales puede concluirse que para
la proteina PS1, no hay cambios considerables
ensuestructuraparalamuestrade hominidos,
como se demuestra con el calculo de RMSD
de los alineamientos por pares, en donde se
mostraron valores por debajo de 5 A y las
mutaciones que se tenian enalgunas especies
como Macaca Fascicularis y Pongo abelii,
estan localizadas en regiones muy flexibles 'y
alejadas de los sitios activos, en donde podrian
tener un efecto directo en la funcionalidad de
PS1.Como aspecto relevante, queda realizar
el modelado de las enzimas completas
para una muestra mucho mas grande de
especies, que incluso no quede restringida
solo a organismos eucariotas, de igual forma
determinar la funcion y ver qué organismos
tienen la presencia de las subunidades.
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