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Resumen
Eg5 es una quinesina que desempefia un papel crucial en la formacion y mantenimiento de la bipolaridad del huso

mitético. La inhibicién de Eg5 puede resultar en arresto mitético y muerte celular regulada. Por ello, inhibidores de Eg5
han sido investigados en el control de la proliferacion de células cancerigenas. Con tal fin, son de preferencia los
inhibidores que se unen al bolsillo alostérico de Eg5 (no competitivos). En el extracto acuoso obtenido de Phyllanthus
orbicularis Kunth, el principal fitocomponente es un flavonoide-C-glicosidado que ha sido denominado “fidel6sido”,
Cuya estructura presenta similitud con flavonoides que acttan como inhibidores no competitivos de Eg5, como es el
caso de la moreloflavona. El objetivo de este trabajo es modelar, in silico, empleando métodos bioinformaticos, la
interaccién gquimica entre fidel6sido y Eg5. Para ello, se realiz6 un procedimiento de anclaje molecular empleando
como receptor las formas abierta y cerrada del lazo L5 de la quinesina. Se obtuvieron seis modelos representativos a
partir del anclaje molecular semi-rigido teniendo en cuenta la puntuacion y los valores de RMSD. Los complejos
fideldsido-Eg5 se optimizaron energéticamente y estabilizaron empleando simulaciones de dinamica molecular al vacio
por 1 ns. Los modelos seleccionados se mantuvieron estables durante las simulaciones de dinamica molecular. Los
amino&cidos involucrados en la unién con el ligando son comunes a los registrados para otros inhibidores de Eg5 y las
energias de union son similares.

Palabras clave: flavonoide-C-glicosidado, husos monopolares, huso mitético, agentes anti-mit6ticos, moreloflavona
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Abstract

Eg5 is a kinesin that plays a crucial role in the formation and maintenance of mitotic spindle bipolarity. Inhibition of
Eg5 may result in mitotic arrest and regulated cell death. Therefore, Eg5 inhibitors have been investigated in the control
of cancer cell proliferation. For this purpose, inhibitors that bind to the allosteric pocket of Eg5 (non-competitive) are
preferred. In the aqueous extract obtained from Phyllanthus orbicularis Kunth, the main phytocomponent is a
flavonoid-C-glycoside that has been named "fideloside", whose structure presents similarity with flavonoids that act as
non-competitive inhibitors of Eg5, as is the case of morelloflavone. The aim of this work is to model, in silico, using
bioinformatics methods, the chemical interaction between fideloside and Eg5. For this purpose, a molecular anchoring
procedure was performed using the open and closed forms of the L5 loop of kinesin as receptors. Six representative
models were obtained from the semi-rigid molecular anchoring taking into account the score and RMSD values. The
fideloside-Eg5 complexes were energetically optimized and stabilized employing vacuum molecular dynamics
simulations, for 1 n. The selected models remained stable during the molecular dynamics simulations. The amino acids
involved in ligand binding are common to those reported for other Eg5 inhibitors and the binding energies are similar.

Keywords: flavonoid-C-glycosidate, monopolar spindles, mitotic spindle, anti-mitotic agents, moreloflavone

Introduccion

El cancer comprende un grupo de enfermedades en las que las células se dividen continuada y excesivamente. La
division celular es un proceso altamente regulado por mecanismos de control que aseguran la produccion de dos células
idénticas. Los puntos de control del ciclo celular previenen la acumulacién y propagacion de errores genéticos durante
la division celular; estos pueden retrasar la progresion del ciclo celular o, en respuesta al dafio irreparable en el ADN,
inducir la muerte celular. Las mutaciones asociadas al cancer, que perturban el control del ciclo celular, permiten una
division celular continua al comprometer la habilidad de las células de regular el ciclo celular (Bertoli & de Bruin,
2021).

El cancer constituye un serio problema de salud para la humanidad y se estima que se incrementara rapidamente en los
préximos afios. Desde el afio 2012, en Cuba constituye la primera causa de muerte. Cada afio se diagnostican mas de

36 mil pacientes y se registran mas de 22 mil fallecidos por esta causa (Cancio et al., 2019).

Muchas drogas anti-cancer provenientes de productos naturales que son usadas hoy en la clinica incluyen agentes que
afectan el ciclo celular inhibiendo el estado de hiperproliferacion de las células tumorales y, como consecuencia, la
induccidn de muerte celular, que es el resultado esperado de la quimioterapia. Sobre la base de su modo de accion estas

drogas se subdividen en grupos diferentes, entre los que se encuentran las drogas que inhiben la funcion del huso
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mitético, y que han demostrado ser excepcionalmente exitosas en la clinica. Estas afectan los microtdbulos y son
Ilamadas clésicamente drogas antimitéticas. Sin embargo, las limitaciones en su empleo radican en efectos clinicos
colaterales como: la toxicidad, mutagenicidad, afecciones neurolégicas y hematoldgicas. Adicionalmente, puede
producirse, en casos de tratamientos prolongados, un efecto de resistencia adquirida (Piloto & Sanchez-Lamar, 2015).
Por consiguiente, a dia de hoy se contintia la basqueda de nuevos blancos de drogas que inhiban la progresién de la

mitosis.

Los primeros agentes antimit6ticos que entraron en ensayos clinicos tenian como blanco principal la tubulina. Sin
embargo, en los Gltimos afios se han desarrollado investigaciones con nuevos blancos: quinasas, proteinas motoras y

complejos multiproteicos involucrados en la mitosis.

Eg5 es una proteina motora perteneciente a la familia de las quinesinas y ha sido validada como blanco
guimioterapéutico en terapias anti-cancer. Debido a que Eg5 actla en la separacion de los centrosomas, su inhibicion
impide que el huso mitético asuma su configuracién bipolar y resulta en la formacidn de un aparato mitdtico monopolar,
lo que puede conllevar a la muerte celular. La mayoria de los inhibidores son compuestos que acttan en el bolsillo
alostérico (L5/a2/03) de esta proteina. En los ensayos clinicos, estos son preferencialmente aplicados, ya que los
inhibidores que acttan por el sitio de union del ATP usualmente no pueden cruzar las membranas celulares (Henriques
& Bonnato, 2017). Hasta la fecha han sido informados varios inhibidores sintéticos de la quinesina Eg5 como el
monastrol, la S-tritil-L-cisteina, ispinesib y filanesib. Todos estos inhibidores, a pesar de su buena actividad inhibitoria
en cultivos celulares, han presentado problemas durante las etapas de ensayos clinicos, debido a una farmacocinética
deficiente, elevadas dosis de uso con riesgo citotdxico a células sanas y resistencia adquirida en variantes mutadas de
la proteina, por lo que nuevas alternativas para la inhibicion de la proteina por este sitio se hacen necesarias (Ogunwa
et al., 2019) (Gao et al., 2017). En afios recientes, la bisqueda de nuevos compuestos que pudieran actuar sobre la
quinesina Eg5 como blanco molecular fundamental, se ha orientado hacia los compuestos obtenidos de extractos
vegetales. Dichos extractos presentan un amplio espectro especies moleculares, tales como los terpenos, las flavonas y

las lactonas, con actividades antineoplésicas previamente informadas (Ogunwa et al., 2019; Pfeffer et al., 2016).
El extracto acuoso de la planta Phyllanthus orbicularis Kunth (Phyllanthaceae) presenta diversas propiedades

farmacologicas y un amplio espectro de actividad antimutagénica y/o radioprotectora del ADN frente a radiacion y y

UV (Francioso et al., 2019; Sanchez-Lamar et al., 2015).
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Perfiles realizados de UPLC-DAD (280 nm) de extractos acuosos de P. orbicularis muestran que el metabolito que
prevalece en la planta corresponde a un compuesto flavonoide-C-glicosidado, que ha sido denominado “fidelosido”.
Esta familia de compuestos ha mostrado efectividad como agentes terapéuticos anticancerigenos (Francioso et al.,
2019). Por otro lado, el extracto acuoso de P. orbicularis mostr6 una reduccion drastica de la proliferacion celular en
cultivos células de ovario de hdmster chino (por sus siglas en inglés CHO) al emplear concentraciones de > 100 pg/mL
y en el caso de células humanas, como MRC5 y XP4PA, se obtuvieron resultados similares a concentraciones > 10
pg/mL (Verhnes et al. 2013; Sanchez-Lamar et al., 1999). Existen otros compuestos flavonoides, como la
moreloflavona (MF) y la kolaflavonona, con conocida actividad antiproliferativa, que guardan similitudes estructurales
con el fideldsido. Ambos compuestos mencionados anteriormente tienen como blanco molecular la quinesina Eg5
(Alrzai et al., 2021; Ogunwa et al., 2019). Siendo el compuesto fidel6sido el componente mayoritario del extracto
acuoso de P. orbicularis, los resultados anteriormente descritos refieren la posibilidad de un efecto inhibitorio en alguno
de los componentes clave de la maquinaria de divisién celular, como Eg5. Sin embargo, el mecanismo real por el cual

este inhibe la proliferacién celular ain no ha sido dilucidado.

Las validaciones experimentales con la planta han sido realizadas con todo el extracto acusoso, el que comprende varios
metabolitos. Para poder dilucidar el responsable principal de sus propiedades, se hace necesario evaluar la actividad de
sus componentes de forma independiente. Es por ello, que los estudios con fidel6sido, su componente principal, son
imprescindibles.

A pesar de que en la actualidad existen metodologias experimentales que permiten dilucidar a nivel molecular el
mecanismo de interaccion de pequefios ligandos con sus estructuras proteicas, estos son extremadamente costosos. En
los ultimos afios, gracias a la evolucion acelerada de los medios de cémputo y, con ellos, de la bioinformatica, han
surgido procedimientos tedricos que ayudan a la investigacién y comprension de fendmenos de interés quimico y/o
biolégico, que permiten sugerir el comportamiento molecular y obtener informacion mediante calculos matematicos, a

fin de estimar las propiedades de dichos sistemas (Lindert, 2016).
Existe poca informacion respecto a cdmo el extracto acuoso de P. orbicularis es capaz de inhibir la proliferacion celular.

El compuesto mayoritario de este extracto es un flavonoide c-glicosilado conocido comunmente como “fidelosido”,

con similitudes estructurales a otros inhibidores de la proteina Eg5, por lo tanto, dicho compuesto pudiera ejercer una
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actividad inhibitoria sobre la misma. La modelacion molecular in silico, empleando métodos bioinformaticos, posibilita

una mejor informacion de la naturaleza de las interacciones fideldsido-Eg5.

Tomando en consideracion todos los elementos anteriormente expuestos, el presente trabajo se propone analizar la
naturaleza de las interacciones entre el ligando fidelésido y el receptor Eg5, mediante el empleo de herramientas
bioinforméticas. Para dar cumplimiento a ello, se propone obtener las estructuras en formato pdb y los archivos de
parametrizacion del compuesto fidel6sido, y de las formas abierta y cerrada de Eg5 empleando el repositorio de
estructuras 3D PDB y el servidor en linea CgenFF; predecir los mejores modelos de asociacion Eg5-fidel6sido mediante
el anclaje molecular con la utilizacién de funciones de puntuacion y los valores de RMSD; optimizar energéticamente
la asociacién de los mejores complejos Eg5-fideldsido, a través de dindmicas moleculares (DM) al vacio de 1 ns; e
identificar los principales tipos de interacciones que estabilizan el complejo mediante el empleo del programa LigPLot+
V2.

Metodologia computacional

Preparacion del ligando

La estructura 3D de fidel6sido fue obtenida de estudios anteriores (Francioso et al., 2019). El software AutoDock
Tools v1.5.6 (Morris et al., 2009) se empled en la preparacion del ligando para las simulaciones. Todos los atomos
de hidrdgeno fueron afiadidos a la molécula, las cargas Gasteiger calculadas, los hidrégenos no polares eliminados,
se asignd el tipo de &tomo AD4 para cada atomo y todos los angulos de torsion fueron definidos como flexibles
siguiendo la metodologia de Verma et al. (2017). Las estructuras finales se exportaron en formato pdbgt, que contiene

las cargas atomicas, la definicidn del tipo de &tomo y la informacion topolégica.

Preparacion del receptor

La estructura 3D de la proteina Eg5 se obtuvo de la Base de Datos de Proteinas RCSB (RCSB Protein Data Bank
por sus siglas en inglés) (www.rcsh.org). Debido a la flexibilidad del lazo L5 en el sitio de inhibicién no competitivo,
la estructura de la quinesina fue descargada tanto en la forma abierta (PDB ID: 1ii6), como en la cerrada (PDB ID:

3ken) del lazo L5. En el caso de la forma cerrada, fue construido el lazo faltante empleando el programa Chimera 'y

407



UCIENCIA/23

tomando como referencia el fichero de la forma abierta; el nuevo archivo fue guardado en formato PDB. Las
estructuras en formato PDB fueron depuradas dejando solo la molécula de ADP y el ion Mg?* en el sitio activo. Las
formas del receptor fueron finalmente preparadas mediante el uso del software AutoDock Tools v1.5.6 (Morris et al.,
2009) y exportadas como pdbqt.

Obtencion de los complejos fideldsido-Eg5 mediante anclaje molecular

El anclaje molecular brinda la posibilidad de llevar a cabo simulaciones en un receptor contra un solo ligando o una
libreria de moléculas pequefias. En el primer caso, el usuario necesita especificar el receptor y el ligando a ser
anclados como archivos pdb o pdbgt, mientras que, en el segundo, en lugar de un solo ligando, el usuario debe
seleccionar una carpeta que contenga las moléculas que van a ser analizadas con el receptor en formato pdbqt,

requerido para el funcionamiento de AutoDock Vina (di Muzio et al., 2017).

Los complejos fideldsido-Eg5 se obtuvieron mediante el uso del programa AutoDock Vina v1.2.0 (Trott & Olson,
2010). El espacio de busqueda en el sitio de interaccion se especificd mediante el empleo de cajas cubicas usando
las herramientas de AutoDock Tools v1.5.6 (Morris et al., 2009). El sitio fue localizado teniendo en cuenta que
fidelésido debe comportarse como inhibidor no competitivo de la quinesina Eg5, tal como el ligando MF que se une
al bolsillo alostérico L5/02/a3. El espaciado empleado en las cajas en el AutoDock Vina fue 1A. Fueron establecidos
el centro y tamafio de las cajas. De esta forma, los centros fijados fueron: (24; 24; 54) Ay (22; 25; 51) A, para las
formas abierta y cerrada respectivamente. Los tamarios de las cajas teniendo en cuenta cada eje X, vy, z, fueron: (28;
22; 22) A para la forma abierta y (30; 28; 28) A para la forma cerrada de Eg5.

Se realizaron simulaciones de anclaje molecular empleando el programa AutoDock Vina v1.2.0 (Trott & Olson,
2010). Para las simulaciones se tuvo en cuenta la flexibilidad de los angulos de torsion de fidelésido, mientras que
en el caso de la proteina Eg5, los residuos del bolsillo de unién alostérico fueron considerados rigidos. Como
resultado de las simulaciones se obtuvo un total de 100 modelos (para cada forma del receptor), dado que se realizaron

cinco repeticiones de 20 modelos cada una.
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Los resultados del anclaje molecular fueron visualizados en Chimera, programa que se encuentra segmentado en un
centro que provee servicios basicos y visualizacién, y extensiones que brindan un mayor nivel de funcionalidad. Las

extensiones son escritas en Python o en una combinacion con C/C++ (Pettersen et al., 2004).

La extension ViewDock de Chimera permite examinar las orientaciones de los ligandos del anclaje en DOCK. DOCK
calcula las posibles orientaciones de unién del ligando con las moléculas receptoras; a menudo, una base de datos
extensa de compuestos es empleada en una busqueda contra una proteina blanco, en las que cada compuesto es
tratado como ligando y el blanco como receptor. Métodos simples de puntacién son utilizados en la identificacion de
los modos de union mas favorables. El resultado consiste en un largo nimero de ligandos candidatos en las
orientaciones de unién consideradas méas favorables del DOCK. Es posible la visualizacion de méas de uno de los
resultados del DOCK a la vez (Pettersen et al., 2004).

Los diferentes conformeros de cada complejo fidel6sido-Eg5 obtenidos mediante las simulaciones de anclaje
molecular se agruparon empleando como criterio de seleccidn, la determinacion de la energia libre de unién, los
valores de desviacion media cuadratica (RMSD por sus siglas en inglés) y la insercion en el bolsillo de inhibicion.
De esta forma, de cada grupo se seleccionaron las conformaciones que presentaban las menores energias libres de
unién, segun la funciéon de puntuacion del AutoDock Vina, los menores valores de RMSD y el modo de union

adecuado. Los modelos seleccionados fueron guardados en ficheros pdb.

Optimizacion y minimizacién energética de los complejos fidel6sido-Eg5 mediante simulaciones de

Dinamica Molecular al vacio.

Los métodos de anclaje molecular no consideran la completa flexibilidad de la molécula blanco. El uso de simulaciones
de DM puede no solo optimizar los efectos estéricos locales entre la proteina y el ligando, sino también corregir y
optimizar el modo inicial de unidn del ligando, asi como brindar informacion detallada sobre las interacciones y estimar
la contribucion de energia libre de cada residuo en el sitio de unién. Mediante las simulaciones de DM se pueden obtener

multiples conformaciones teniendo en cuenta la flexibilidad del receptor (Shi et al., 2017).

La minimizacion energética de los complejos se llevd a cabo mediante simulaciones de dinamica molecular empleando
el programa NAMD v2.12 (Phillips et al. 2005) y el campo de fuerza CHARMM36 (Vanommeslaeghe et al., 2010).
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Como estructuras de partida se emplearon las conformaciones representativas de los complejos fidelosido-Eg5
obtenidos por anclaje molecular. Fueron generados los archivos de escritura de los elementos formadores del complejo
(fidelésido, Eg5, ADP y Mg?*) y evaluados en el programa VMD (Visualizer Molecular Dynamics por sus siglas en
inglés; Humphrey et al., 1996). Los parametros para fidelésido y los componentes no proteicos (ADP y Mg?*) de los
receptores se obtuvieron a través del servidor CGenFF (https://cgenff.paramchem.org).

Los campos de fuerzas contienen un gran nimero de pardmetros con el objetivo de desarrollar un modelo capaz de
aproximarse lo mejor posible a los valores experimentales. Por ello, una fase importante en la parametrizacion consiste
justamente en obtener estos parametros de datos experimentales. En MM, esta informacién proviene de datos
estructurales, energéticos o electrénicos. Ademas, para complementar estos datos experimentales, se recurre a los
calculos cuanticos ab initio que son capaces de reproducir resultados experimentales en muchos sistemas (Bueren-
Calabuig, 2014).

Las simulaciones de DM se llevaron a cabo al vacio, usando un conjunto NVT, flexibilizando Unicamente los ligandos
y los residuos aminoacidicos que se encontraban a 10 A del ligando previamente anclado. La temperatura se fijo a 310
Ky se control6 con el termostato Langevin. El paso de tiempo se fijo cada 2 fentosegundos (fs) y las simulaciones se
llevaron a cabo por 1 ns, luego de una minimizacion energética de 1000 picosegundos (ps) (500 000 pasos). Las
simulaciones de cada complejo se realizaron bajo condiciones periddicas de frontera (PBC del inglés, Periodic
Boundary Conditions). Los resultados de las DM fueron visualizados en el software VMD (Humphrey et al., 1996) y
guardados los gréaficos de RMSD (A) vs tiempo (ps), correspondientes a cada simulacion con el uso de la herramienta
Xmgrace.

Andlisis de las interacciones involucradas en la estabilizacion de los complejos

Las interacciones hidrofdbicas y los enlaces de hidrégeno de la posicion final en los complejos fideldsido-Eg5,
seleccionados mediante simulaciones de DM, fueron analizadas usando el programa LigPLot+ v2.1 (Laskowski &
Swindells, 2011). Para ello, las Gltimas coordenadas atdmicas de las simulaciones de DM al vacio fueron exportadas

a archivos PDB y analizadas como estructuras 2D con el programa LigPLot+ v2.1 (Laskowski y Swindells, 2011).
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Resultados y discusion

Obtencidn de los complejos fidelosido-Eg5 mediante anclaje molecular

Mediante el programa AutoDock Vina v1.2.0 (Trott & Olson, 2010) se realizaron simulaciones de anclaje molecular
con el objetivo de formar complejos fidelosido-Eg5 representativos del modo de union de los inhibidores no
competitivos en el bolsillo alostérico. Las simulaciones se realizaron para la forma abierta y cerrada del lazo L5 de
la quinesina y se obtuvieron 100 modelos para cada una.

De todos los modelos resultantes fueron seleccionados, en cada caso, 3 conformaciones representativas teniendo en
cuenta la insercion del ligando en la zona L5/a2/a3, los valores de RMSD mas cercanos a cero y las menores energias

de Gibbs, de acuerdo a la funcién de puntuacion del programa AutoDock Vina v1.2.0 (Trott & Olson, 2010).

Para el caso de la forma abierta, los dos primeros modelos propuestos por el programa fueron descartados por no
encontrarse correctamente insertados en el sitio de inhibicion, a pesar de presentar los menores valores de energias
de union y RMSD. Fueron seleccionados entonces 3 modelos (denominados modelos 1, 2 'y 3, correspondientes a las
energias de union (Tabla 1)), con valores energéticos dentro del rango de busqueda establecido, valores de RMSD
adecuados y que si se encontraban en el sitio evaluado. La figura 1 muestra los patrones de insercién de los complejos
fidel6sido-Eg5 formados por los conférmeros seleccionados. En el modelo 1 (Figura 1 A), el ligando queda insertado
en el bolsillo alostérico del receptor Eg5 con el anillo C en la abertura del bolsillo formada entre las hélices a2/a3,
los anillos A 'y B en direccion al lazo L5y el glicsido orientado hacia el exterior del bolsillo. En el modelo 2 (Figura
1 B), el ligando fidel6sido se sitla en el receptor con similar posicionamiento al del modelo 1, pero muestra
diferencias en el angulo de insercidn en el bolsillo de inhibicion. En el modelo 3 (Figura 1 C), fideldsido muestra un

modo de insercién del ligando similar al modelo 1 con diferencias en los enlaces rotables.

Los tres modelos de la forma abierta quedaron dispuestos en el bolsillo alostérico con el anillo C hacia la abertura
formada entre las hélices 02/a3 del sitio de inhibicion, y los anillos A y B en direccion al lazo L5, es decir, la
estructura basica del flavonoide insertada en el bolsillo. Por otro lado, el glicésido se sitia hacia el exterior
interactuando con residuos de la superficie de la proteina. Los modelos presentaron algunas variaciones en el angulo

de insercion del ligando y la rotacion de ciertos enlaces, en especial, del glicésido.
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CONVENCION CIENTIFICA INTERNACIONAL

Para la forma cerrada del lazo L5 de la proteina, se procedié de igual manera. En este caso se seleccionaron los tres
primeros modelos indicados por el programa, correctamente insertados, y con valores de RMSD y energias libres de
union que se muestran en la Tabla 2. En los modelos 1y 2, el anillo C de fidelésido quedd insertado entre las hélices
a2/a3 del sitio de inhibicion; los anillos A y B quedaron situados en direccion al lazo L5 y el glicosido hacia fuera
del bolsillo (Figura 2 A, B). El Modelo 2 muestra similar posicionamiento al del modelo 1 en el receptor, con
diferencias en el &ngulo de insercién en el bolsillo de inhibicién. EI modelo 3 el ligando se asocia al receptor con el
anillo C insertado hacia el bolsillo en direccion 02/L5 y el glicosido orientado a la hélice a3 (Figura 2 C). Los valores
de RMSD vy de energia de unién se muestran en la Tabla 2.

Los 6 mejores modelos seleccionados del Anclaje Molecular, muestran energias de union cercanas al valor registrado
por Ogunwa, Taii, et al., (2019) para MF: -8,4 kcal/mol. Con excepcién del modelo 3 de la forma cerrada de Eg5,
todos los ligandos se insertan en el bolsillo alostérico siguiendo el mismo patrén observado para la MF, con el anillo
bencénico unido al anillo ciclado con O (equivalentes a los anillos A y B de fidel6sido) hacia el lazo L5 y el otro
benceno del flavonoide (equivalente al anillo C de fidelosido) hacia la abertura formada entre las hélices 02/a3, por

lo que la forma de union de fideldsido al bolsillo de inhibicion L5/02/a3, es similar a la del inhibidor MF (Figura 3).

Lazo L5

Hélice a2

Figura 1. Complejos fideldsido-Eg5 seleccionados de los modelos obtenidos del Anclaje Molecular usando el programa
AutoDock Vina v1.2.0 (Trott & Olson, 2010) en la forma abierta del lazo L5 del receptor Eg5. A) Modelo 1 del complejo
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CONVENCION CIENTIFICA INTERNACIONAL

fidelosido-Eg5 con el ligando fidelésido en negro. B) Modelo 2 con el ligando en rojo. C) Modelo 3 con fideldsido representado

en verde. En gris claro la proteina Eg5.

Tabla 1. Valores de RMSD y energia de Gibbs (AG) obtenidos durante el anclaje molecular. Los colores se corresponden con los

declarados en la figura 1 para cada modelo.

Modelo AG (kcal/mol) RMSD
1 -8,20 6,79
2 -7,90 7,64
3 -7,80 6,86

Figura 2. Complejos fidel6sido-Eg5 seleccionados de los modelos obtenidos del Anclaje Molecular usando el programa
AutoDock Vina v1.2.0 (Trott & Olson, 2010) en la forma cerrada del lazo L5 del receptor Eg5. A) Modelo 1 del complejo
fidelosido-Eg5 con el ligando fideldsido representado en negro. B) Modelo 2 con el ligando en rojo. C) Modelo 3 del complejo

fidelésido-Eg5, fidel6sido en verde. En gris claro se muestra la quinesina Eg5.

Tabla 2. Valores de RMSD vy energia de Gibbs (AG) obtenidos durante el anclaje molecular. Los colores de los modelos se

corresponden a los declarados en la figura 2.
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Modelo AG (kcal/mol) RMSD
1 -8,30 0,00
2 -8,20 1,25
3 -7,20 2,96

Figura 3. Configuracion de union de la moreloflavona al sitio alostérico L5/a2/a3 en Eg5. El biflavonoide se une al bolsillo con

el grupo apigenina dentro del bolsillo alostérico y el grupo luteolina en la region expuesta al solvente.

Optimizacion y minimizacién energética de los complejos fidel6sido-Eg5 mediante simulaciones de

Dinamica Molecular al vacio.

Teniendo en cuenta que el anclaje molecular no considera la flexibilidad de las cadenas laterales del receptor, se realizd
un proceso de optimizacién y minimizacion energética de los complejos seleccionados del anclaje molecular mediante
DM al vacio por 1 ns. En estas simulaciones se consideraron flexibles los enlaces rotables de los ligandos y los residuos
aminoacidicos que se encontraban a 10 A del ligando, para asi optimizar las interacciones ligando-receptor, sin tener
en cuenta la accion del medio. Con el objetivo de evaluar la estabilidad de los complejos durante las simulaciones, se

construyeron gréficos de RMSD (A) vs Tiempo (ps).

414



UCIENCIA/23

Las posiciones finales de los ligandos obtenidas de las DM fueron comparadas con las del anclaje molecular (Figuras
4y 6). En el caso de la forma abierta, el ligando del modelo 1 sufrié una ligera traslacion que lo acercé hacia la interfase
de la hélice a2 y el lazo L5 (Figura 4 A). En el modelo 2 se observan rotaciones de los enlaces para aproximar los
anillos a a2/L5 (Figura 4 B). En el modelo 3, el ligando se aleja un poco del bolsillo para estabilizar sus interacciones

y la traslacion es un poco méas pronunciada que en el modelo 1 (Figura 4 C).

En el caso de los modelos de la forma cerrada del lazo L5, el modelo 1 el ligando sufrié una ligera traslacion para
adentrarse mas en el bolsillo de inhibicion hacia la zona de unién de las hélices a2 y a3, y un poco en direccién al lazo
L5 (Figura 6 A). En el modelo 2, algunos enlaces del ligando rotaron para acercar el anillo C y el glicésido del ligando
hacia la hélice 02 del receptor (Figura 6 B). En el modelo 3 el ligando experimentd la rotacion de algunos de sus enlaces

y se acerca mas a la abertura formada por las hélices a2 y a3 (Figura 6 C).

La estabilidad de los complejos fidel6sido-Eg5 fue evaluada mediante graficos de RMSD (A) vs Tiempo (ps),

construidos mediante el uso de la herramienta Xmgrace (Figura5y 7).

La figura 5 muestra la estabilidad de los complejos después de transcurrido 1 ns de la simulacion al vacio. En esta
imagen se observa que, en el caso de los modelos 1y 2, las variaciones iniciales resultado de la ligera traslacion y
rotacion de los enlaces, es muy leve. Como es de esperar, esta variacion se hace mas notable para el modelo 3, puesto

que la traslacion fue mayor. Luego se mantuvo estable, por lo que las variaciones iniciales no son significativas.
En la forma cerrada, los 3 modelos sufrieron leves traslaciones y rotaciones de enlaces, lo cual se comprueba en el
gréfico de estabilidad mostrado en la Figura 7. La variacion inicial del modelo 3 es un poco mas notable, pero aun asi

no significativa.

Por tanto, todos los modelos seleccionados se mantienen estables por 1 ns de evaluacion tras la DM al vacio.

415



NTUCIENCIA/23

CONVENCION CIENTIFICA INTERNACIONAL

A lazol5 C Lazols "

Figura 4. Resultado de las simulaciones de Dinamina Molecular al vacio de 1 ns empleando el programa NAMD v2.12 (Phillips
et al. 2005) y el campo de fuerza CHARMM36 (Vanommeslaeghe et al., 2010) a las que fueron sometidas los modelos
representativos obtenidos del Anclaje Molecular, en la forma abierta del lazo L5 del receptor Eg5. Se muestra una comparacion
entre las posiciones iniciales de los ligandos (modelos del Anclaje Molecular) y las posiciones finales (modelos de la Dinamica
Molecular). A) Modelo 1 del ligando en su posicion inicial mostrada en negro). B) Modelo 2 del ligando con su posicién inicial

(rojo). C) Modelo 3 del ligando en su posicidn inicial (verde). Posiciones finales en bronceado.
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Figura 5. Estabilidad de los complejos fidel6sido-Eg5 en la forma abierta de Eg5 evaluada mediante graficos de RMSD (A) vs
Tiempo (ps) con el uso de la herramienta Xmgrace. Modelos 1 (negro), 2 (rojo), 3 (verde). Se observa una ligera variacion inicial,

mas marcada para el modelo 3, y luego una estabilidad hasta los 1000 ps.
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Figura 6. Resultado de las simulaciones de Dinamina Molecular al vacio de 1 ns empleando el programa NAMD v2.12 (Phillips
et al. 2005) y el campo de fuerza CHARMM36 (Vanommeslaeghe et al., 2010) a las que fueron sometidas los modelos
representativos obtenidos del Anclaje Molecular, en la forma cerrada del lazo L5 del receptor Eg5. Se muestra una comparacion
entre las posiciones iniciales de los ligandos (modelos del anclaje molecular) y las posiciones finales (modelos de la Dindmica
Molecular). A) Modelo 1 del ligando en su posicion inicial (negro). B) Modelo 2 del ligando en su posicion inicial (rojo). C)
Modelo 3 del ligando en su posicion inicial (verde). Las posiciones finales del ligando se muestran en bronceado. En la posicion
final del ligando se observa que este experimento la rotacién de algunos de sus enlaces y se acerca mas a la abertura formada

por las hélices a2 y a3.
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RMSD vs Tiempo
6 |
[ —— fidelosido_1 | |
50 —— fidelosido_2 | _|
fidelosido_3
—4= —
<
8 L i
S3 m
m |- -
2 — —
L | | il
1 | ‘ ‘ J J 1A ) ,‘|
U il i‘l--i-.u'wu-‘-»f\\.ﬁ. T g TR i "-"frJl\‘.'uv'J1'4|+."|,‘»ml_ il ."rl‘.-"ﬂlr
| !
0 | ‘
500 1000
Tiempo (ps)

Figura 7. Estabilidad de los complejos Fideldsido-Eg5 evaluada mediante graficos de RMSD (A) vs Tiempo (ps) con el uso de
la herramienta Xmgrace. Modelos 1 (negro), 2 (rojo), 3 (verde). Los modelos 1 y 2 se mantienen mas estables y practicamente

sin variacion inicial. En el caso del modelo 3 se observa una ligera variacion inicial y luego estabilidad hasta los 1000 ps.

Analisis de las interacciones involucradas en la estabilizacion de los complejos.

Con el proposito de realizar un analisis mas riguroso de la interaccion de los complejos, fueron visualizados los residuos
aminoacidicos del bolsillo de inhibicién involucrados en la unién del ligando, a partir de una representacion 2D obtenida
con el programa LigPLot+ v2.11 (Laskowski & Swindells, 2011).

Las principales interacciones de los complejos fidelésido-Eg5 formados en las DM fueron analizadas mediante el
programa LigPLot+ v2.11 (Laskowski & Swindells, 2011). Las figuras 8 y 9 muestran las representaciones 2D de
los ligandos y los residuos aminoacidicos del bolsillo de inhibicion involucrados en la interaccién para las formas

abierta y cerrada de Eg5, respectivamente.

Para la forma abierta, el modelo 1 (Figura 8 A) muestra interacciones hidrofobicas con los aminoacidos: Phe 239,
Ile 136, Ala 218, Thr 112, Glu 118, Arg 119, Tyr 211; y enlaces de hidrdgeno con los residuos: Leu 214, Glu 116,
Arg 221, Gly 117 y Glu 215. El modelo 2 (Figura 8 B) muestra interacciones hidrofobicas con los aminoacidos: Phe
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239, Ala 218, Thr 112, Arg 119, Tyr 211, Gly 117 y Leu 214; y enlaces de hidrégeno con los residuos: Glu 116, Arg
221, Glu 118 y Glu 215. El modelo 3 (Figura 8 C) muestra interacciones hidrofobicas con los aminoacidos: Ala 218,
Gly 217, Leu 160, Ser 232, Glu 116, Arg 221y Leu 214; y enlaces de hidrégeno con los residuos: Glu 118, Glu 215
y Thr 112.

Para la forma cerrada, el modelo 1 (Figura 9 A) muestra interacciones hidrofébicas con los aminoéacidos: Thr 222,
Leu 160, Leu 214, Phe 239, Tyr 211, Glu 215, Ala 218; y enlaces de hidrégeno con los residuos: Glu 118, Arg 221,
Glu 116 y Gly 117. En el caso del modelo 2 (Figura 9 B) se identifican interacciones hidrofébicas con los
aminodcidos: Gly 117, Tyr 211, Glu 215, Leu 214, Arg 221, Ala 218, lle 136, Pro 137; y enlaces de hidrdégeno con
los residuos: Glu 118 y Glu 116. EI modelo 3 (Figura 9 C) muestra interacciones hidrofébicas con los aminoacidos:
Ala 218, Gly 117, Ala 133, Glu 118, Leu 214, Pro 137, Arg 119, Tyr 211 y Gly 215; y enlaces de hidrégeno con los
residuos: Arg 221y Glu 116.

Como se puede observar, los complejos fidel6sido-Eg5 se encuentran estabilizados por interacciones hidrofébicas y

enlaces de hidrégeno en proporciones similares.

Segun estudios de Ogunwa, Taii, et al., (2019) y Ogunwa et al. (2019), la MF ocupa el bolsillo alostérico L5/a2/a3
rodeado por los residuos aminoacidicos: lle 136, Glu 116, Glu 118, Trp 127, Gly 117, Ala 133, Glu 215, Leu 214y
Tyr 211, con un enlace de hidrégeno formado entre la MF y el residuo Tyr 211. Con excepcién del Trp 127, todos

los aminodcidos con los que interactiia MF, estdn comprendidos en los mostrados para los complejos fidelésido-Eg5.
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Figura 8. Principales interacciones de los complejos fidelésido-Eg5 obtenidos de las DM al vacio y analizadas mediante el
programa LigPLot+ v2.11 (Laskowski & Swindells, 2011) en la forma abierta de Eg5. Se muestra la representacién 2D de los
ligandos y los residuos aminoacidicos del bolsillo de inhibicién involucrados la interaccion. Interacciones hidrofébicas en

abanicos rojos y enlaces de hidrogeno representados en verde. A) Interacciones en el modelo 1. B) Modelo 2. C) Modelo 3.
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Figura 9. Principales interacciones de los complejos fidelosido-Eg5 obtenidos de las DM al vacio y analizadas mediante el
programa LigPLot+ v2.11 (Laskowski & Swindells, 2011) en la forma cerrada de Eg5. Se muestra la representacion 2D de los
ligandos y los residuos aminoacidicos del bolsillo de inhibicion involucrados la interaccion. Interacciones hidrofébicas en

abanicos rojos y enlaces de hidrégeno representados en verde. A) Interacciones en el modelo 1. B) Modelo 2. C) Modelo 3.
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Conclusiones

En este trabajo, las herramientas bioinforméticas fueron empleadas con el objetivo de conocer la forma de interaccion
entre el compuesto fideldsido y la quinesina Eg5, una proteina que participa en el ciclo celular y que es considerada un
blanco quimioterapéutico. A partir de la obtencién de diferentes modelos representativos del complejo fideldsido-Eg5
mediante anclaje molecular, y la optimizacion energética de los mismos mediante simulaciones de DM al vacio, fue
posible proponer el patrén de insercidn del inhibidor en el sitio de inhibicion alostérico de la proteina, las principales
interacciones que estabilizan la unién del complejo, asi como evaluar la similitud de interaccion con otros inhibidores

de la quinesina reportados en la literatura.

Las simulaciones de DM fueron empleadas con el objetivo de optimizar los efectos estéricos locales entre la proteina y
el ligando, corregir y optimizar el modo inicial de unién del ligando, asi como estimar la contribucidn de energia libre
de cada residuo en el sitio de unidn. Sin embargo, estas fueron realizadas al vacio y no muestran la interaccion con un
medio externo, asi como la influencia de este medio en la estabilidad del sistema. Por ello, se debe considerar en

investigaciones futuras, llevar a cabo las DM solvatadas de tales complejos.

A pesar de las disimiles ventajas que ofrecen las herramientas bioinformaticas, es necesario validar experimentalmente
en perspectivas futuras, la capacidad real de inhibicion de fidel6sido sobre la actividad de la quinesina Eg5 y, por

consiguiente, en la formacion de un huso mitético bipolar.
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