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Resumen

A finales del 2019, se manifest6 una nueva afeccién respiratoria de caracter infecciosa ubicada en
la provincia de Hubei Wuhan-China causada por el virus SARS-CoV-2. Por otra parte, la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2) se identificé rdpidamente como el receptor funcional critico
para el SARS-CoV-2. El estudio de la proteina ACE2 permite determinar los posibles reservorios
que podria tener en la naturaleza coronavirus como SARS-CoV, SARS-CoV-2 entre otros. La
presente investigacién tiene como objetivo analizar estructural y funcionalmente la proteina ACE2
en diferentes clases de vertebrados. Para ello se recuperé un total de 35 secuencias aminoacidicas,
realizindose un analisis preliminar con ProtParam, SMART, InterPro y CATHdb. La estructura
secundaria de las proteinas de 10 especies seleccionadas se predijo utilizando la herramienta
PSIPRED. Posteriormente, se model6 la estructura terciaria con MODELLER 10.4 y se realiz6 la
validacién mediante Procheck. El refinamiento se realizé mediante las herramientas ModRefiner
y GalaxyRefine, para la alineacién estructural se us6 CLICK. Se observé que las propiedades
fisicoquimicas, dominios y funciones de las diferentes clases de vertebrados son muy similares. De
igual forma, se puede observar que la estructura secundaria encontrada con mayor prevalencia en las
proteinas fue la alfa hélice. Finalmente, existe una alta conservacién en la estructura tridimensional
al compararla con la de Homo sapiens. Esta conservacién evolutiva denota su importancia para los
seres vivos e indica la potencial susceptibilidad de las diferentes especies a los coronavirus mediante
el mismo receptor ACE2.

Palabras clave: coronavirus, receptor, modelamiento por homologia, dominios, alfa hélice,
hospederos.

Abstract

At the end of 2019, a new infectious respiratory condition located in Hubei Wuhan-China province
caused by SARS-CoV-2 virus was manifested. Moreover, angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2)
was quickly identified as the critical functional receptor for SARS-CoV-2. The study of the ACE2
protein allows us to determine the possible reservoirs that coronaviruses such as SARS-CoV,
SARS-CoV-2 and others could have in nature. The present research aims to analyze structurally
and functionally the ACE2 protein in different classes of vertebrates. For this purpose, a total of 35
amino acid sequences were recovered and a preliminary analysis was performed with ProtParam,
SMART, InterPro and CATHdb. The secondary structure of the proteins of 10 selected species was
predicted using the PSIPRED tool. Subsequently, tertiary structure was modeled with MODELLER
10.4 and validation was performed using Procheck. Refinement was performed using ModRefiner
and GalaxyRefine tools, for structural alignment CLICK was used. It was observed that the
physicochemical properties, domains and functions of the different vertebrate classes are very
similar. Similarly, it can be observed that the secondary structure found with the highest prevalence
in the proteins was the alpha helix. Finally, there is a high conservation in the three-dimensional
structure when compared with that of Homo sapiens. This evolutionary conservation denotes
its importance for living beings and indicates the potential susceptibility of different species to
coronaviruses through the same ACE2 receptor.

Keywords: coronavirus, receptor, homology modeling, domains, alpha helix, hosts.
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Introduccion

A finales de 2019, se manifesté una
nueva afeccién respiratoria de naturaleza
infecciosa ubicada en la provincia de Hubei
Wuhan, China (Huang et al. 2020). EI brote
fue denominado Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2),
que se transmitié rapidamente alrededor
del mundo lo que provoc6 una emergencia
sanitaria global. Por otra parte, la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2),
se identifico6 como el receptor funcional
critico del SARS-CoV-2. Ademadas, ACE2 es
bien conocida como un contrarregulador
(RAS)
y juega un rol importante en el sistema
cardiovascular (Bian & Li, 2020).

del sistema renina-angiotensina

Asimismo, la regulacién positiva de
ACE2 también estd asociada con la mejora
de la patogénesis de muchos trastornos
metabdlicos; esto incluye afecciones como la
fibrosis hepatica, enfermedad renal crénica,
insuficiencia cardiaca y diabetes (Gottschalk
et al., 2021). De la misma forma, mejora la
tasa de filtracion glomerular, reduce la
hipertension sistémica y atentia la expresion
de genes inflamatorios (Lo ef al., 2015).

La enzima ACE2 es diana de la proteina
Motivo de unién al receptor (RBM) en el
dominiodeuniénalreceptor (RBD)deSARS-
CoV y funciona como receptor del SARS-
CoV.Deigual forma ocurreenel virus SARS-
CoV-2 lo que permitirfa su ingreso dentro
del organismo hospedero. La especificidad
de la proteina ACE2 como receptor es lo
que determina el rango de hospederos que
puedan tener los coronavirus dentro de la
naturaleza. Se presume que los primeros
virus de tipo SARS tienen su origen en
animales mamiferos como los murciélagos,
especulandose y comprobandose a nivel
de ensayos de laboratorio que su rango

de hospederos es amplio. Esto incluye
a diferentes especies como gato, perro,
pangolin, hamster chino y primates no
susceptibles debido
a la presencia de homoélogos de ACE2.
El analisis de la proteina ACE2 permite
determinar los posibles reservorios de
coronavirus como SARS-CoV, SARS-CoV-2,
entre otros. Puesto que se presume que
esta proteina esta ampliamente conservada
a lo largo del proceso evolutivo y podria
indicar la presencia de un amplio rango
de hospederos. Ademads, para entender

humanoides como

mejor la interaccion entre la proteina viral
y su receptor es necesario conocer sus
estructuras tridimensionales, especialmente
haciendo énfasis en los aminoécidos clave
involucrados en la unién especifica (Damas
et al. 2020; Liu et al. 2020; Luan et al. 2020;
Samavati & Uhal, 2020; Liu et al. 2021 y Wu
et al. 2020).

El estudio enfocado a la prediccion de la
estructura tridimensional en proteinas tiene
gran relevancia; dado que, proporciona una
comprension detallada y eficiente de sus
propiedades y funciones a nivel molecular.
De esta manera se puede determinar cudl
es su rol bioldgico, al igual que las posibles
interacciones que pueden darse con otras
proteinas (Singh et al., 2022; Mehmood et al.,
2020).

Actualmente, para poder obtener
un andlisis detallado se estdn utilizando
recursos computacionales, lo que puede ser
mas rapido y menos costoso que llevar a
cabo experimentos de laboratorio. Es por ello
que, la bioinformatica representa un campo
avanzado en la biologia molecular porque
ofrece el empleo de métodos In silico para
abordar cuestionamientos que resultaban
desafiantes mediante enfoques moleculares
convencionales. Estas metodologias han

permitido desarrollar investigaciones en
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diversos aspectos como la predicciéon de
epitopos para proteinas antigénicas de
Mycobacterium tuberculosis, la identificacion
de homologia con genes, el modelado
de proteinas, el andlisis mutacional, la
evolucion de genes antimicrobianos y la
tasa de recombinacion en genes de interés
(Kumar et al., 2021).

Las
estructural de proteinas son herramientas

metodologias de  prediccion
versétiles que permiten modelar estructuras
donde ya
identificada

inclusive en casos existe

una estructura mediante
experimentacién, los métodos in silico
pueden ser wutilizados para modelar
los efectos de mutaciones, anticipar la
localizaciéon de superficies de unién para
otras macromoléculas y evaluar los impactos
de moléculas pequenas. Asimismo, estas
técnicas permiten estimar las energias de
enlace y prever movimientos locales y no
locales en la estructura proteica (Werner et

al. 2012).

Finalmente, el propésito del presente

estudio fue analizar estructural vy
funcionalmente
diferentes especies de vertebrados. Esto
puede servir para futuras investigaciones
que busquen determinar el rango de
posibles hospederos del virus SARS-CoV-2
basdndose en la homologia de la proteina

receptora ACE2.

la proteina ACE2 en
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Materiales y métodos

Recuperacion de las secuencias
aminoacidicas de la proteina ACE2

Las secuencias de la proteina ACE2
de las diferentes especies de vertebrados
se recuperd de la base de datos National
Biotechnology
(https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Center for Information
NCBI
. Se recuperaron un total de 35 secuencias
de la seccién de ortélogos del gen ACE2,
se tomaron como datos la especie, nombre
comun, tamafio de secuencia (ndmero de
aminodcidos) y los cédigos de NCBI como
puede evidenciarse en la Tabla N°1. Las
secuencias fueron elegidas considerando
especies que pertenezcan a las diferentes
clases del Subfilo Vertebrata, incluyendo
clase Mammalia, Ave, Reptilia,
Amphibia, Sarcopterygii, Actinopterygii,

a la

Chondrichthyes y Myxini. Ademads, se
procurd que el tamafo de las proteinas no
difiera mucho y que de preferencia sean
determinadas con evidencia experimental.
Se descargaron las secuencias en archivos
de formato FASTA y fueron almacenados
para posteriores andlisis (Bhattacharya et al.,
2018; Dutta et al., 2018; Lorrine et al., 2023;
Mohanty et al., 2022; Yasin et al., 2020).
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Tabla 1. Secuencias de ACE2 en especies diferentes de Vertebrados

Niime- Tamafio de
‘o Especie Nombre comin la secuencia Cédigo en NCBI
(aa)

1 Homo sapiens Humano 805 NP_068576

2 Petromyzon marinus Lamprea marina 849 XP_032835032.1
3 Latimeria chalumnae Celacanto 859 XP_005997915.2
4 Protopterus annectens Pez pulmonado 837 XP_043928726.1
5 Amblyraja radiata Raya radiante 773 XP_032888812.1
6 Callorhinchus milii Tiburon elefante 836 XP_007889845.1
7 Scomber japonicus Pez caballa 815 XP_053176828.1
8 Oreochromis niloticus Tilapia del nilo 821 XTP_003445853.2
9 Danio rerio Pez cebra 785 NP_001007298.1
10 Microcaecilia unicolor Cecilia 811 XP_030058174.1
11 Xenopus tropicalis Xenopus 862 XP_002938293.2
12 Bufo bufo Sapo comdn 833 XP_040279250.1
13 Gekko japonicus Gecko 816 XP_015273067.1
14 Alligator sinensis Aligétor chino 803 XP_025066628.1
15 Crocodylus porosus Cocodrilo marino 803 XP_019384826.1
16 Chelonia mydas Tortuga verde marina 828 XP_037756773.2
17 Varanus komodoensis Dragén de Komodo 707 XP_044305433.1
18 Columbia livia Paloma 799 XP_021154486.1
19 Meleagris gallopavo Pavo 861 XP_019467554.1
20 Athene cunicularia Lechuza de los arenales 834 XP_026705725.1
21 Falco peregrinus Cernicalo 813 XP_005231984.3
22 Egretta garzetta Garceta comtn 806 XP_009638257.1
23 Capra aegagrus hircus Cabra 804 NP_001277036.1
24 Vicugna pacos Alpaca 805 XP_006212709.1
25 Ornithorhynchus anatinus Ornitorrinco 806 XP_001515597.2
26 Trichechus manatus Manati del caribe 800 XP_004386381.1

latirostris

27 Sus scrofa Jabali 805 NP_001116542.1
28 Canis lupus familiaris Perro 804 NP_001158732.1
29 Oryctolagus cuniculus Conejo 805 XP_002719891.1
30 Felis catus Gato 805 NP_001034545.1
31 Owis aries Oveja 804 XP_011961657.1
32 Bos taurus Toro 804 NP_001019673.2
33 Macaca mulatta Mono Rhesus 805 NP_001129168.1
34 Gorilla gorilla Gorila 805 XP_018874749.1
35 Pan troglodytes Chimpancé 805 XP_016798468.1
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Anilisis de parametros fisico-
quimicos de la proteina ACE2

Las propiedades fisicas y quimicas
fueron determinadas mediante anélisis
computacionales utilizando el servidor
(https:/ /web.expasy.org/
protparam/). Las propiedades evaluadas
fueron Residuos, Masa molecular, Punto
Isoeléctrico (pl), Indice de Inestabilidad
(1), Estabilidad (tt), [ndice alifatico, Valor
GRAVY y Coeficiente de Extinciéon de la
proteina ACE2 de las 35 secuencias de
vertebrados elegidas (Amobonye et al.,
2022; Premachandran & Srinivasan, 2022;
Satyanarayana et al., 2018; Singh et al., 2022
y Bhattacharya et al., 2019).

ProtParam

Analisis preliminar de secuencias
de la proteina ACE2

El analisis preliminar de la estructura
primaria busca determinar la presencia
de motivos, dominios conservados,
clasificaciéon en familias de proteinas e
inferir su funcion. En el andlisis preliminar
de secuencias se utiliz6 la herramienta
bioinformatica online InterPro (https://
www.ebi.ac.uk/interpro/) para determinar
los dominios y clasificarlas en familias.
Ademas, la
de dominios se complementa con la
herramienta SMART (http://smart.embl-

heidelberg.de/). Asimismo, en la busqueda

anotaciéon funcional y

de informacién adicional sobre la funcion,
clasificacion estructural y de superfamilias
se utilizé la herramienta CATH (https://
www.cathdb.info/) (Flores-Castaiiéon et
al., 2022; Goh et al., 2022; Lenin et al., 2023;
Mukherjee et al., 2023 y Singh et al., 2021).

Prediccion de estructura
secundaria de la proteina ACE2

La prediccion de la estructura
secundaria de la proteina ACE2 de Homo

sapiens y sus ortologos se realizé con 10
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secuencias seleccionadas de las 35 especies
de vertebrados previamente elegidas. De
las distintas clases del Subfilo Vertebrata,

se considerdé Petromyzon marinus de
la clase Myxini, Amblyraja radiata de
Chondrichthyes, Scomber japonicus de

Actinopterygii, Bufo bufo de Amphibia,
Chelonia mydas de Reptilia, Columbia livia de
Avey delaclase Mammalia se incluy6 Canis
lupus familiaris, Felis catus, Pan troglodytes y
Homo sapiens.

Para su realizacion se utiliz6 el servidor
PSIPRED 4.0 (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/
psipred/) con las opciones por defecto
obteniéndose la visualizacién esquematica
de la estructura secundaria considerando la
alfa hélice, beta hoja plegada y coils. Dicho
servidor online es simplificado, confiable
y permite llevar a cabo la predicciéon de
estructuras secundarias empleando redes
neuronales para analizar las secuencias
mediante PSI-BLAST(Kumar et al., 2021;
Shrivastava et al., 2020 y Xu et al., 2021).

Prediccion de estructura terciaria
de la proteina ACE2

La estructura terciaria de las proteinas
fue predicha utilizando el enfoque por
homologia mediante el uso del software
MODELLER 10.4. La busqueda de los
templados se llevé a cabo usando BLAST
contra la base de datos Protein Data Bank
PDB (https://www.rcsb.org/) utilizando
como query a las secuencias FASTA de
las diferentes especies, considerando el
porcentaje de identidad, query covery
y eligiendo solo modelos obtenidos de
analisis Los
estructurales de los templados en formato
PDB fueron editados utilizando PyMOL
2.5.5 para remover las cadenas adicionales

experimentales. modelos

como la de la proteina Spike de SARS-
CoV-2 y atomos adicionales antes de su
utilizacion. Los archivos fueron preparados
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adecuadamente y se generaron 5 modelos
aleatorizados predichos utilizando
MODELLER, almacenados en formato PDB
y seleccionando el que tiene mejor valor
DOPE como nuestro top-model para los
siguientes pasos (Kumar ef al., 2020 y Rout
& Mahapatra, 2019).

Los modelos predichos deben ser
evaluados y verificados para conocer su
calidad y mejorarlos, para dicha labor se
utilizaron las herramientas bioinformaticas
disponibles en la web de UCLA-DOE LAB
— SAVES v6.0 (https://saves.mbi.ucla.
edu/), donde se evaluaron los pardmetros
que se contemplan en la herramienta
PROCHECK, enfocdndose principalmente
en el Ramachandran Plot para el control
de calidad de la estabilidad estructural
(Lorrine et al., 2023; Mohanty et al., 2022
y Premachandran & Srinivasan, 2022).
Aquellos modelos que no cumplieron con
los pardmetros evaluados, procedieron a
ser mejorados mediante el refinamiento
con los servidores bioinformaticos online
ModRefiner (https ://zhanggroup.org/
ModRefiner/) y y GalaxyRefine (https://
galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.
cgi?type=REFINE).
volvié a evaluar la calidad de los modelos
resultantes en PROCHECK. Este proceso se
realizéiterativamente hastalograr unmodelo
adecuado (Amobonye et al., 2022; Desai &
Chauhan, 2018). Finalmente, los modelos

Posteriormente, se

fueron visualizados utilizando Rasmol y
PyMOL para obtener la ilustraciéon de las
estructuras mas 6ptimas correspondientes a
la estructura terciaria de cada especie.

Comparacion estructural de la
proteina ACE2 de de diferentes
especies de vertebrados

Con el objetivo de poder comparar
adecuadamente los modelos estructurales,
se realiz6 superposicion de los mismos

mediante un alineamiento estructural
atomo a atomo empleando el servidor
web CLICK (http://cospi.iiserpune.ac.in/
click/) el cual se encarga de establecer una
comparaciéon independiente de topologia de
la estructura tridimensional de las proteinas,
llevandose a cabo con los ajustes por defecto
y mejorando la visualizaciéon de las mismas
para determinar la similitud estructural

(Nguyen et al. 2011).

Resultados

Parametros fisico-quimicos
de la proteina ACE2

Se calcularon los parametros fisico-
quimicos como Residuos, Masa molecular,
pL Indice de Inestabilidad, Estabilidad,
Indice alifatico, Valor GRAVY y Coeficiente
de Extinciéon como se puede apreciar en la
Tabla N°2. El valor de pl para Homo sapiens
es de 5.36 lo que es considerado una carga
positiva en soluciones &cidas. Las demas
especies analizadas presentan valores entre
5y 6 aproximadamente. La especie con valor
mas bajo de pl es Sus scrofa con 4.95 mientras
que el valor mas alto fue de 6.03 con una
especie de Meleagris gallopavo, por lo que
este pardmetro estd altamente conservado a
lo largo del proceso evolutivo. Los valores
de pl ilustran cémo la composicion de
aminoacidos de las proteinas influye en su
comportamiento en diferentes entornos de
pH.

Uno de los parametros fisico-quimicos
que tiene gran relevancia es el GRAVY
(Gran Promedio de Hidrofobicidad) el
cual proporciona datos sobre la capacidad
de solubilidad de una proteina. La especie
que obtuvo el valor mas alto fue Meleagris
gallopavo (-0.257) mientras que el valor
mas bajo pertenecié a la especie Latimeria
chalumnae ( -0.484), una especie bastante
antigua y poco evolucionada de celacanto.
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La presente investigacion muestra valores
de Indice de Inestabilidad en un rango de
33.03 a 44.68. Para Homo sapiens, fue de 40.09
lo que sugiere que es una proteina levemente
inestable en solucién y se tienen que tomar
consideraciones para su almacenamiento.
De la totalidad de organismos, 18 serian
inestables como por ejemplo Egretta garzetta
y Athene cunicularia, mientras que 17 serian

estables como Microcaecilia unicolor, Alligator
sinensis entre otras.

Finalmente, el rango de valores para
el Indice Alifdtico fue de 73.46 a 8237,
siendo 80.55 para Homo sapiens lo que
indica una alta termoestabilidad. La
mas alta termoestabilidad corresponde a
Meleagris gallopavo mientras que la menos

termoestable seria Latimeria chalumnae.

Tabla N°2. Parametros fisico-quimicos de ACE2 en especies diferentes de Vertebrados

Ins.
. Resi- Stability | Aliph. | GRA- Ex. Ex. Coe-
Especie duos Mr pl II(?I;X (tt) Index VY Coeff. | ff.Red.
Homo sapiens 805 | 92463.04 |536| 40.09 | Inestable | 80.55 | -0.375 | 176170 | 175670
Petromyzon 849 | 9580340 | 548 | 39.72 | Estable | 73.65 | -0.447 | 179150 | 178650
marinus
Latimeria 859 | 9921065 |5.74 | 3422 | Estable | 73.46 | -0.484 | 190165 | 189540
chalumnae
Protopterus 837 | 9626501 |5.06| 36.91 | Estable | 77.07 | -0.418 | 189455 | 189080
annectens
Amblyraja radiata | 773 8962238 | 5.61 | 34.53 | Estable | 78.36 | -0.354 | 175140 | 174640
C””";Z’%Ch”s 836 | 9623815 | 557 | 36.34 | Estable | 75.05 | -0.482 | 181670 | 181170
Scormber 815 | 9415356 |4.99 | 36.24 | Estable | 7753 | -0.424 | 171715 | 171090
japonicus
Oreochromis 821 | 9499245 |510 | 41.00 | Mnestable | 75.91 | -0.476 | 190040 | 189540
niloticus
Danio rerio 785 | 90862.23 |[5.09 | 3825 | Estable | 75.95 | -0.435 | 179735 | 179110
Microcaccilia 811 | 9363220 |5.73 | 33.03 | Estable | 7610 | -0393 | 182590 | 182090
unicolor
Xenopus 862 | 98849.94 | 510 | 42.08 | Inestable | 7652 | -0.426 | 185110 | 184610
tropicalis
Bufo bufo 833 | 95983.76 |5.24 | 41.34 | Mestable | 80.43 | -0.402 | 198060 | 197560
Gekko japonicus 816 94044.58 | 543 | 40.42 | Inestable | 78.55 | -0.399 | 200705 | 200080
Alligator sinensis | 803 | 9221227 |[597| 33.44 | Estable | 77.85 | 0359 | 185235 | 184610
Crocodylus 803 | 9232714 |5.76 | 34.05 | Estable | 7710 | -0371 | 181350 | 180600
pOTOSHS
Chelonia mydas | 828 | 9504059 | 531 | 3854 | Estable | 76.81 | -0.418 | 185110 | 184610
Varanus. 707 | 8187610 |[552| 3610 | Estable | 7467 | -0.420 | 175140 | 174640
komodoensis
Columba livia 799 undefined - 37.11 Estable 80.56 -0.312 170350 169600
Meleagris 861 | 9775831 |6.03 | 41.86 | Mnestable | 82.37 | -0.257 | 189160 | 188160
gallopavo
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Ins.
. Resi- Stability | Aliph. | GRA- Ex. Ex. Coe-
Especie duos Mz ! Ir(lg?x (tt) Index VY Coeff. | ff.Red.
Athene
mene 834 | 96057.97 | 536 | 44.32 | Inestable | 77.06 | -0.420 | 186850 | 186100
cunicularia
Falco peregrinus 813 93928.70 | 528 | 42.76 | Inestable | 78.23 | -0.381 | 186725 | 186100
Egretta garzetta 806 93492.63 | 5.45 | 44.68 | Inestable | 76.36 | -0.448 | 196695 | 196070
Cap ’Ziffﬁgg TS 804 | 9328269 |5.20| 3856 | Estable | 7678 | -0.462 | 190610 | 190110
Vicugna pacos 805 92726.33 | 511 | 40.51 | Inestable | 79.11 | -0.377 | 193130 | 192630
Ornithorhynchus | g6 | 9385316 | 546 | 41.64 | Inestable | 7613 | -0478 | 179610 | 179110
anatinus
Trichechus
manatus 800 9152757 | 5.15| 41.01 | Inestable | 77.15 -0.387 | 176170 175670
latirostris
Sus scrofa 805 92161.59 | 495 | 43.41 | Inestable | 80.21 | -0.346 | 186140 | 185640
Canis lupus 804 | 92618.77 |5.16 | 42.68 | Mmestable | 76.88 | -0.431 | 194620 | 194120
familiaris
Oryctolagus 805 | 9265375 | 4.97 | 44.33 | Inestable | 7595 | -0.422 | 177660 | 177160
cuniculus
Felis catus 805 | 92708.08 | 5.64 | 42.67 | Inestable | 76.43 | -0.436 | 188660 | 188160
Ovis aries 804 | 9328371 [520| 37.83 | Estable | 76.65 | -0465 | 190610 | 190110
Bos taurus 804 | 93101.39 [5.19| 39.91 | Estable | 76.90 | -0.447 | 189120 | 188620
Macaca mulatta | 805 | 92478.78 | 5.18 | 40.05 | Inestable | 80.55 | -0.397 | 177660 | 177160
Gorilla gorilla 805 | 92476.08 | 533 | 40.32 | Inestable | 80.67 | -0374 | 176170 | 175670
Pan troglodytes | 805 | 9244591 [533 | 39.98 | Estable | 80.06 | -0.389 | 176170 | 175670

Nota: Mr: Masa molecular, pl: Punto isoeléctrico, Ins. Index (11): Indice de Inestabilidad, Stability (tt): Estabilidad, Aliph. Index:
Indice alifatico, GRAVY: Gran promedio de Hidrofobicidad, Ex. Coeff.: Coeficiente de extincion y Ex. Coeff. Red.: Coeficiente
de extincion reducido.

Anilisis preliminar de la proteina
ACE2 de Homo sapiens y sus ortélogos

Se ha realizado un analisis detallado
utilizando herramientas bioinformaticas
como INTERPRO, SMART y CATH. Donde
se evidencia que pertenecen a la familia
Peptidase M2 del dominio Collectrin (617-
770, 590-742, 620-773, 630-782, 623-776,
637-790, 607-760, 617-770, 616-769, 617-
770) correspondientes a las especies Homo
sapiens, Amblyraja
radiata, Scomber japonicus, Bufo bufo, Chelonia
mydas, Columba livia, Canis lupus familiaris,
Felis catus 'y Pan troglodytes respectivamente.

Petromyzon marinus,

A su vez, también destaca por presentar

como molecular  actividad
metalopeptidasa  y actividad peptidil-
dipeptidasa en la membrana plasmatica y el
espacio extracelular. Sinembargo, al analizar
las secuencias con la herramienta CATH, no

se lograron encontrar coincidencias.

funcién

Prediccion de estructura secundaria
de la proteina ACE2 de Homo
sapiens y sus ortologos

La prediccién de estructuras secundarias
se puede observar en la Tabla N°3. En
dicha tabla se puede apreciar el porcentaje
de Alfa Hélice, Beta Hoja Plegada y Coils
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de cada una de las secuencias. Para Homo
sapiens, la alfa hélice es la mas frecuente
en la conformacién estructural con 57.64%
mientras que la estructura menos frecuente
para dicha proteina fue la beta hoja plegada
con 2.73. El rango de alfa hélice varia entre
52.88 para Petromyzon marinus y 60.67 para
Amblyraja radiata, lo que nos indica que es
independiente del nivel evolutivo. Para
la estructura beta hoja plegada los valores
varian entre 2.48 para Felis catus y 3.12
para Bufo bufo, nuevamente no se puede
inferir de manera directa una relacion con
el nivel evolutivo. Finalmente, el rango de
valores para la estructura Coil fue de 36.35
para Amblyraja radiata y 44,53 de Petromyzon
marinus, por lo cual no se puede inferir una
asociacion entre el grado evolutivo y la
variacion entre las diferentes estructuras
secundarias de la proteina ACE2.

Tabla N°3. Estructura secundaria de la protein ACE2 en
especies diferentes de Vertebrados

Alfa Beta Hoja
Hélice Plega- Coils(%)
(%) da(%)
Homo 57.64 273 39.63
saplens
Petromyzon | 5, gg 259 453
marinus
Amblyraja | o, o7 298 3635
radiata
Scomber | 5g4¢ 258 39.26
japonicus
Bufo bufo 56.06 3.12 40.82
Chelonia 57.97 2.90 39.13
mydas
Columba | 56 1y 3.00 40.67
livia
Canis lupus
oy 58.21 2.98 38.81
familiaris
Felis catus 57.39 248 40.13
Pan
roglodytes | 5521 2.98 38.81
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Prediccién de estructura terciaria
de la proteina ACE2.

Como se puede visualizar en la figura,
la estructura predominante para las 10
especies estudiadas fue la de alfa hélice;
seguida de la estructura coil y la estructura
beta hoja plegada que es la que se aprecia en
una menor cantidad.

Un aspecto a destacar, es la divergencia
observada en los modelos estructurales
expuestos, teniendo una mayor
pronunciacién en el modelo 2 (Petromyzon

marinus), con respecto a las demds especies.

Alineamiento estructural de
los modelos estructurales
de la proteina ACE2

Se  estableci6 una  comparaciéon
estructural entre los modelos previamente
predichos para la proteina ACE2, de Homo
sapiens y sus ort6logos. Esto gracias a la
herramienta bioinformatica CLICK, como
se puede evidenciar en la figura 2. De esta
manera fue posible evaluar el grado de
similitud que existe entre la estructura
tridimensional target con respecto a las

otras especies.

Tomando en cuenta los resultados
obtenidos, podemos evidenciar que existe
total correspondencia
entre Homo sapiens y Pan troglodytes con un
porcentaje de superposicion del 100%.

una estructural

Por otra parte, la semejanza entre la
estructura de Homo sapiens y las demaés
especies, también obtuvo altos porcentajes.
Sin embargo, se evidencié que la alineaciéon
entre Homo sapiens y Petromyzon marinus
dio como resultado un 27.30%, siendo este
el menor valor obtenido.
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Figura N° 1. Modelos estructurales iniciales predichos de la proteina ACE2 de diferentes especies.

Nota: 1. Homo sapiens 2. Petromyzon marinus, 3. Amblyraja radiata, 4. Scomber japonicus, 5. Bufo bufo, 6.
Chelonia mydas, 7. Columba livia, 8. Canis lupus familiaris, 9. Felis catus 'y 10. Pan troglodytes
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Figura N° 2. Alineamiento estructural de los modelos predichos de la proteina ACE2 de diferentes especies con Homo
sapiens.

Nota: 1. Petromyzon marinus, 2. Amblyraja radiata, 3. Scomber japonicus, 4. Bufo bufo, 5. Chelonia mydas, 6. Columba
livia, 7. Canis lupus familiaris, 8. Felis catus'y 9. Pan troglodytes.
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Discusion

La proteina ACE2 desempefna un papel
fundamental en las diferentes formas de
vida , sobre todo en el ser humano, puesto
que participa en la regulaciéon osmética
como parte del eje Sistema Renina-
Angiotensina-Aldosterona(SRA), clivando
la Angiotensina II en Angiotensina 1-7 que
tiene efectos importantes sobre la regulacion
del Sistema Cardiovascular. Ademas, esta
involucrada en la entrada del virus SARS-
Cov-2 en las células hospederas, mediante
su interaccion con la proteina RBD del
mismo.

Este virus respuesta
inflamatoria, infecciosa,
asi como también genera alteraciones en

provoca una
inmunitaria e

el SRA, lo que conlleva a lesiones en el
pulmoén y otros 6rganos (Bejoy et al., 2023;
de Alcantara-Santos et al., 2021 y Waryah et
al., 2023).

Los pardmetros fisico-quimicos resultan
determinantes de propiedades de interés en
las proteinas. El numero de Residuos, Masa
molecular, Punto Isoeléctrico, Indice de
Inestabilidad, Estabilidad, Indice Alifatico,
Valor GRAVY y Coeficiente de Extincién
fueron determinados para las 35 secuencias
de diferentes especies de vertebrados.
Donde se observé que en su mayoria
presentan un nimero de residuos parecido
y cercano a la media de 805 aminoéacidos,
lo que estaria asociado con el grado de
conservacion de la estructura de la proteina.
En relacién al Punto Isoeléctrico (pI), se
entiende como el valor de pH en el cudl las
proteinas alcanzan un equilibrio entre sus
cargas (generalmente entre 5 a 6), por lo
que no existen fuerzas electromagnéticas
de repulsioén y se precipitan de la manera
mas adecuada (Nolsoe & Undeland , 2009).
Las proteinas de ACE2 estudiadas tienen
un valor de pl que oscila entre 5y 6 lo que

indica que necesitan un pH acido para
alcanzar un equilibrio entre sus cargas.

Un valor de GRAVY negativo indica
que la proteina es no polar y por naturaleza
su interaccion con el agua es de caracter
hidrofilico (Ahmad et al. 2023). En Homo
sapiens, como principal secuencia objetivo,
tuvo un GRAVY de -0.375 y para las
demas especies evaluadas, se encontraron
valores negativos en este parametro,
sugiriendo que tienen un comportamiento
hidrofilico debido a
regiones aminoacidicas de este tipo. Esto
indicaria que su naturaleza hidrofilica se

ha conservado desde la especie que ha

la presencia de

experimentado una menor evolucién hasta
la mas evolucionada.

Por su parte, los Indices de Inestabilidad
brindan informacién sobre cudl seria el
mejor solvente para el almacenaje de las
proteinas. Los valores inferiores a 40 indican
que la proteina es estable,si los valores son
mas bajos presentan una mayor estabilidad
mientras que valores superiores a 40
indican una inestabilidad de la proteina en
solucion (Grasso et al., 2016). Con respecto a
este indice, se observ un comportamiento
diferenciado y presentando variaciones
de la estabilidad dentro de las distintas
Vertebrados. Esto
inferir si las proteinas serfan facil o

clases de permite
dificilmente conservadas en solucién y no
estd relacionado con un comportamiento
evolutivo conservado.

El coeficiente de extincion sefala la
cantidad de luz que puede absorber una
proteina a una longitud de onda de 280
nm, lo que alude de manera implicita
la cantidad de proteina presente en una
solucién y permite la realizacién de estudios
cuantitativos de proteinas (Satyanarayana
et al.,, 2018 y Dutta et al. 2018). Para el caso
de Gekko japonicus, se obtuvo el valor mas
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alto indicando una mayor presencia de
proteinas en la solucién, mientras que, el
valor més bajo se encontré para Columba
livia por lo cual no serfa posible relacionarlo
con el nivel evolutivo de manera directa. A
su vez, el indice alifatico es un pardmetro
fisico-quimico que sugiere el volumen
relativo que ocupan las cadenas alifaticas
laterales de aminoacidos como la valina,
alanina, leucina e isoleucina en proteinas
sometidas a altas temperaturas, dejando
entrever su termoestabilidad.

En lo que respecta a los dominios
proteicos, son importantes puesto que
permiten comprender la funcién molecular
de las proteinas y clasificarlas en familias.
Para el caso de las diferentes especies de
vertebrados se observé un alto grado de
conservacion de estos dominios ya que
todas presentan el dominio colectrina y
peptidasa M2, lo que las coloca en la familia
de proteinas Peptidasa M2 y su funcién
de clivaje de proteinas (Dutta et al., 2018;
Lorrine et al., 2023 y Sharma et al., 2023).

Asimismo, la estructura secundaria de
las proteinas resulta ser de vital importancia
en el analisis de sus propiedades teniendo
como base la formacién de puentes de
hidrégeno entre aminoacidos no contiguos.
Haciendo un enfoque en las 10 especies de
vertebrados seleccionadas, se observaron
diferencias porcentualesentrelasestructuras
predichas con PSIPRED 4. La principal
especie de estudio fue Homo sapiens, la
cual obtuvo el porcentaje mas alto de alfa
hélice. que al mismo tiempo se encuentra
relacionado con su presencia como proteina
integral transmembrana (Feng et al. 2020 y
Sang et al. 2019). Sin embargo, analizando
las diferentes especies de vertebrados, se
puede inferir que la composicién de alfa
hélice es independiente del nivel evolutivo,
puesto que Amblyraja radiata tiene el valor
mas alto a pesar de su bajo nivel evolutivo,
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mientras que Petromyzon marinus presentd
el valor mas bajo y el menor nivel evolutivo
dentro de las especies estudiadas.

Por su parte, la estructura tipo coil o
giro fue la segunda mas abundante que se
encontré como resultado de la prediccién
estructural secundaria de las secuencias de
proteinas. Las estructuras tipo coils resultan
importantes en la estabilidad y flexibilidad
asi como su interaccién molecular con otras
proteinas (De Brevern, 2022; Hoang et al.,
2019; Xu & Kennedy, 2020; Zhong et al.,
2020). Al igual que con la estructura alfa
hélice, no se puede inferir una asociacion
entre el nivel evolutivo y la composicion
porcentual de coils. La estructura tipo beta
hoja plegada fue la menos frecuente entre
todas las especies de vertebrados estudiadas.
Del mismo modo, estas estructuras también
son importantes por su rol en la estabilidad
de las proteinas (Dhanjal et al., 2019).

Para la prediccion de modelos
estructurales fueron utilizadas diferentes
herramientas bioinformaticas. La
bioinformatica estructural trata de completar
el vacio de informacién que existe respecto
a la estructura tridimensional, puesto que
técnicas como la cristalografia de Rayos
X, Resonancia Nuclear y Magnética y la
Microscopiaelectrénicano se puedenutilizar
tan facilmente, ni a gran escala como para
estudiar todas las secuencias de proteinas
disponibles debido a su elevado costo y
condiciones técnicas necesarias. Existe una
alta diversidad de métodos de modelaje
computacional de proteinas, algunos
requieren el uso previo de bases de datos, el
reconocimiento de pliegues, determinacién
de moldes o templados y el alineamiento
comparativo de proteinas. El modelado de
proteinas se fundamenta en que existe una
alta similaridad entre las secuencias durante
el proceso evolutivo y la homologia de las
diferentes

proteinas, especialmente las
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proteinas mas cercanas resultan ser las mas
conservadas. Entre los diferentes modelos
predichos, debemos de considerar que la
estructura mas predominante fue la alfa
hélice, seguida de los coils, lo que coincide
con lo observado a nivel de la estructura
secundaria predicha y resultan bastante
familiares. Para comprobar la calidad de los
modelos predichos se utilizaron servidores
de validacion que indicaron que los
modelos podrian mejorarse, se utilizaron
programas online de refinamiento y se
volvio6 a verificar la calidad hasta conseguir
un modelo adecuado o al menos aceptable
(Dorn et al., 2014; Huang et al., 2023; Werner
et al., 2012).

Para confirmar la homologia estructural
entre las diferentes proteinas, se realizé un
alineamiento estructural con superposicién
delasestructuras similares. Secomprobé que
la identidad entre las estructuras predichas
superé inclusive el 99% para todas las
comparaciones entre las diferentes especies
con Homo sapiens. Solamente se encontrd
una marcada diferencia con Petromyzon
marinus, en cuyo caso solamente hubo
una identidad de 27%, lo que demuestra
que esta proteina ha diferido mucho en su
proceso evolutivo con todas las demas. Sin
embargo, también fue el modelo predicho
que present6 el mayor margen de error en
su evaluacién y la posible diferencia podria
deberse a dificultades no superadas durante
el modelaje y refinamiento de la estructura
tridimensional de la proteina. Este hallazgo
resulta significativo debido a que se
podria deducir que existe reconocimiento
grupal de ligandos basado en receptores
homélogos (Kumar et al., 2021; Pollet et al.,
2022; Sanchez-Pulido & Ponting, 2021).

Conclusiones

Se encontré que los parametros fisico-
quimicos de la proteina ACE2 entre
las distintas clases de Vertebrados son
muy variables. Ademas, se identifico
que el dominio colectrina y peptidasa
M2 se encontraba en todas las especies
estudiadas, lo que indica su alto grado
de conservacién a lo largo del proceso
se estableci6 que

la estructura mas predominante en los

evolutivo. También,
modelos tridimensionales fue la alfa hélice
relacionada con su ubicacién de proteina
transmembrana y dicha
estd ampliamente conservada entre las

caracteristica
diferentes clases de vertebrados.
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