HORIZONTES

TRANSDISCIPLINARIOS

Revista Digital de Divulgacion y Difusién Cientifica
. A 7
DIALOGOS HORIZONTALES PARA EL DESARROLLO
SOSTENIBLE DE LA REGION PACIFICO SUR
(CHIAPAS, OAXACA Y GUERRERO)

#3% CONAHCYT O]
'-;-;.,o AL s CINTEJ



®

DESARROLLO Y PROCESOS
CIENTIFICOS Y TECNOLOGICOS




HURIZI]NTES

TRANSDISCIPLINARIOS

Horizontes Transdiciplinarios, 2023, 1(1), 53-63
Fecha de publicacion: 24 de julio 2023

Acoplamientos moleculares de
proteinas cristalograficas y modelos
construidos de hemaglutinina

Alma Ziiiiga-Lerma!, Alfonso Méndez-Tenorio?, Juan C. Mateos-Diaz!, Alba Adriana Vallejo-Cardona!,
Flor Yohana Flores-Hernandez', Erika Nahomy Marino-Marmolejo' y Jorge Bravo-Madrigall*

"Unidad de Biotecnologia Médica y Farmacéutica, Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado
de Jalisco, A.C., Guadalajara Jalisco, México

2 Laboratorio de Biotecnologia y Bioinformatica Genomica, Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, IPN, Campus
Zacatenco, Departamento de Bioquimica, Ciudad de México, México

* Autor de correspondencia: Jorge Bravo-Madrigal, jbravo@ciatej.mx

Palabras clave:
Influenza A,
hemaglutinina,
acoplamiento
molecular, energia
de acoplamiento.

Resumen

La escasez en investigaciones de desarrollo nacional propio en México ha sido y
podria seguir siendo una complicacion para la salud publica; las vidas cobradas de
la pandemia de COVID-19, asi como la pandemia de Influenza A HIN1 del 2009
son muestra de ello. En este trabajo se ha planteado un nuevo paradigma en el disefio
de farmacos utiles contra la generacion de variantes resistentes a los antivirales
contra el virus de la Influenza A, para ello se ha planteado generar un modelo
bioinformatico a partir del cual se puedan disefiar nuevos antivirales. En particular,
se presenta la comparacion de acoplamientos moleculares de dos proteinas creadas
con herramientas bioinformadticas a partir de secuencias de hemaglutinina, contra
acoplamientos hechos con proteinas de hemaglutinina cristalizadas y descargadas
del PDB. Los resultados muestran que los modelos construidos tienen potencial
para el desarrollo en investigacion de nuevas moléculas antivirales. Las limitantes
son discutidas en el articulo y se proponen nuevas lineas de investigacion.

Introduccion

La influenza ha sido un reto para la humanidad, tan sélo aqui en México la pandemia
del 2009 cobré miles de vidas, dado que su tratamiento ha representado un gran
desafio. Entre las caracteristicas que dificultan dicho tratamiento se encuentran su alta
mutabilidad y que es estacional, que son caracteristicas del virus, y la gran cantidad
de recursos econdmicos que consume derivado de estos precedentes (Cordova-
Villalobos et al., 2017) .

Dado lo anterior, encontrar una forma de optimizar un tratamiento que sea
robusto a dichas dificultades mejoraria las condiciones del sistema de salud, no
solo en condiciones normales sino también en posibles eventos impredecibles,
como una nueva pandemia. Otras caracteristicas que dificultan el tratamiento son
de caracter social y econdmico. Actualmente, la mayor parte de la produccion e
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investigacion de medicamentos la producen un namero limitado de farmacéuticas, lo que implica que
su disponibilidad sea limitada y que su costo se pueda elevar, volviendo prohibitiva su adquisicion.

La autosuficiencia en los procesos biofarmacéuticos y su investigacion en México traeria consigo
un mejor abasto de medicamentos en las zonas marginadas o de dificil acceso dentro del pais. Aplicar
estrategias como el uso de herramientas bioinformaticas y el modelaje de proteinas en software para el
estudio de los virus con el objetivo de crear antivirales eficaces que se encuentren al alcance de toda la
poblacion, marcaria el comienzo (Lemoine ef al., 2021).

En el presente articulo se plantea hacer una comparacion de energias de acoplamiento de dos
proteinas modeladas computacionalmente (modelo H1-H3 y modelo 18HA) a partir de diferentes
secuencias de aminoacidos de hemaglutinina del virus de la Influenza A, y estructuras descargadas del
banco de proteinas (PDB, por sus siglas en inglés) con las moléculas Arbidol, Y7640 y JNJ4796, con
la finalidad de estudiar el potencial de los modelos construidos para su uso en investigacion.

Virus de Influenza A.

El virus de la influenza A pertenece a la familia Orthomixoviridae (Thanee et al., 2021) y se dividen segiin
sus glicoproteinas de membrana: hemaglutinina y neuraminidasa. Existen 18 subtipos de hemaglutinina
que se dividen en grupo 1 que incluyen H1, H2, H5, H6, H8, H9, H11, H12, H13, H16, H17, H18 y grupo 2
que incluye H3, H4, H7, H10, H14 y H15 (Wu & Wilson, 2020). Esta proteina cuenta con dos subunidades
unidas por enlaces disulfuro, HA1 donde se encuentra el sitio de union al receptor, distal a la membrana
del virus y HA2 con forma de tallo anclada a la membrana del virus que contiene el péptido de fusion
(ver Figura 2) (Galloway et al., 2013). Dicho péptido es clave para que se dé la fusion de las membranas
y el ingreso de las particulas virales a la célula y sumado a que se encuentra altamente conservado entre
todos los subtipos de HA, se ha vuelto un objetivo importante para la creacion de farmacos antivirales,
que puedan evadir la mutacion de los virus de la Influenza (Boonstra et al., 2018; Ranaweera et al., 2019).

Moléculas con potencial actividad antiviral

Se escogieron el arbidol y las moléculas 1Y7640 y JNJ4796, moléculas que han mostrado inhibir la
fusion de la hemaglutinina (Z. Chen et al., 2021). El arbidol es un antiviral usado como tratamiento y
profilaxis, aprobado para su uso en China y Rusia. Existe evidencia experimental que sefiala su sitio
de union en la region de prefusion en una cavidad hidrofobica de la subunidad HA2 del trimero, entre
dos mondmeros adyacentes y que se une con mayor afinidad a los subtipos de Influenza A del grupo 2
(Kadam & Wilson, 2017; Li et al., 2022). Sin embargo, también existe evidencia computacional de su
union estable en la region de fusion, cercana al péptido de fusion. Ambas zonas fueron tomadas para el
objetivo de este articulo (Leneva et al., 2009).

La molécula 1Y 7640 fue seleccionada de ensayos in vitro € in vivo por su capacidad de inhibicioén en
fases tempranas de la infeccion y la fusion de membranas mediada por la region del tallo de la hemaglutinina.
Tras su estudio se encontr6 que tenia mas eficacia contra los subtipos HIN1, H3N2 e Influenza B a nivel
celular, en ensayos con ratones no mostrd eficacia en cepas H3N2, pero si una eficacia marcada con cepas
resistentes a oseltamivir, otorgandole potencial como nuevo farmaco contra la influenza (Kim et al., 2019).

La molécula JNJ4796 surgio tras el procesamiento de péptidos ciclicos construidos a partir de la
caracterizacion de los anticuerpos CR9114 y FI6v3 dirigidos a la region altamente conservada ubicada
en el tallo de la hemaglutinina, cerca del péptido de fusion. Se observd tras pruebas in vitro € in vivo
que tiene la capacidad de inhibir la fusién mediada por la HA de los virus de Influenza A del grupo 1
(Kadam et al., 2017; van Dongen et al., 2019).
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Modelos construidos

Los modelos fueron construidos con modelado por homologia usando Modeller (Webb & Sali, 2016) a
partir de secuencias consenso extraidas de dos grupos de alineamientos de secuencias de aminoacidos
de proteinas de hemaglutinina. El modelo H1-H3 fue construido a partir de 5 secuencias de H3N2 y 6
secuencias de HIN1. El modelo 18HA se construyé con secuencias representativas de los 18 subtipos
de hemaglutinina. Abarcando asi dos grupos importantes, el primero por su infectividad en humanos y
el segundo por abarcar todos los subtipos de hemaglutininas conocidas hasta el momento.

Acoplamiento molecular y energia de acoplamiento

El acoplamiento molecular es un ejercicio que ha tomado importancia en el disefio y andlisis de
farmacos. Ayuda en la prediccion de la orientacion que podrian tener los ligandos (posibles farmacos)
en modelos celulares y en vivo, otorga informacion de las interacciones como los enlaces de hidrogenos,
interacciones de van der Waals e interacciones de Coulomb que sumadas dan valores de energia de
acoplamiento entre el ligando y la proteina (Ciemny et al., 2018; Pagadala et al., 2017).

Metodologia

Se descargaron 20 estructuras cristalizadas de la base de datos PDB de alcance medio, con resoluciones
menores o iguales a 2.7 A y obtenidas por difraccion de rayos X. Estas proteinas, tras eliminar presencia
de inhibidores o ligandos, fueron sometidas a ejercicios de acoplamiento molecular dirigido con los
antivirales Arbidol, JNJ4796 e 1Y 7640, asignadas en su mayoria por su afinidad a los grupos uno o
dos de la hemaglutinina. El programa usado fue Autodock Vina con el visualizador UCSF Chimera
64.1.14 (Eberhardt et al., 2021; Pettersen et al., 2004), para linux con la distribucion Ubuntu 20.04
en una computadora Lenovo Legion Intel Core 15-7300HQ. Para las visualizaciones de superficie se
uso el programa de codigo abierto PyMol (Schrodinger, LLC, 2015). Para evaluar la calidad de la
estereoquimica global de los modelos se us6 la herramienta MolProbity (V. B. Chen et al., 2010), y la
desviacion cuadratica media se calculd utilizando el programa UCSF Chimera 64.1.14.

Grupos de acoplamientos moleculares

Las estructuras de la hemaglutinina con las que se analizd el arbidol en la region del péptido de
fusion y la zona distal a dicho péptido (por la region de prefusion) fueron, en su mayoria, del
grupo dos: A/Hong Kong/1/1968(H3N2) (PDB ID: 4FNK) con 1.90 A de resolucion (Ekiert
et al., 2012); A/Puerto Rico/8/1934(HIN1) (PDB ID: 1RVX) con 2.20 A de resolucién (Gamblin
et al., 2004); A/California/04/2009(HIN1) (PDB ID: 3UBQ) con 2.0 A de resolucién (Xu et al.,
2012); A/mallard/Sweden/51/2002(H10N2) (PDB ID: 4CYV) con 2.30 A de resolucion (Vachieri
et al., 2014); A/Shanghai/02/2013(H7N9) (PDB ID: 4LN6) con 2.12 A de resolucion (Yang
et al., 2013); A/Netherlands/209/1980(H3N2) (PDB ID: 6N08) con 1.92 A de resolucion, A/
swine/Missouri/A01727926/2015(H4N6) (PDB ID: 6V44) con 2.20 A de resolucion, A/turkey/
Ontario/6118/1968(H8N4) (PDB ID: 6V46) con 2.25 A de resolucion, A/wedge-tailed shearwater/
Western Australia/2576/1979(H15N9) (PDB ID: 6V49) con 2.5 A de resolucion (Yang et al., 2020) y
A/Sichuan/26221/2014 (H5N6) (PDB ID: SHUS) con 2.45 A de resolucion (Yang et al., 2016). Esta
ultima proteina solo se trabajé con la region distal al péptido de fusion debido a que la estructura
cristalizada no cuenta con los aminoacidos que conforman el péptido de fusion.
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Las estructuras de la hemaglutinina con las que se evalud la molécula 1Y 7640 fueron, en su mayoria,
HIN1 y solo dos H3N2: 3UBQ, 1RVX, 4FNK, 6NO08, A/Thailand/CU44/2006(HIN1) (PDB ID:
4EDB) con 2.5 A de resolucion (Cho et al., 2013); A/Brevig Mission/1/1918(HIN1) (PDB ID: 4GXX)
con 1.80 A de resolucién (Tsibane et al., 2012); A/South Carolina/1/1918(HIN1) mutante D225G
(PDB ID: 4JUG) con 2.70 A de resolucién (Zhang et al., 2013); A/Netherlands/002P1/1951(HIN1)
(PDB ID: 6N41) con 2.50 A de resolucion, A/Hickox/1940(HIN1) (PDB ID: 60NA) con 1.95 A de
resolucion y A/Melbourne/1/1946(HIN1) (PDB ID: 60SR) con 2.55 A de resolucion.

Las estructuras de la hemaglutinina con las que se evalu6 la molécula JNJ4796 fueron solo del grupo
I: IRVX, 3UBQ, 4BXX, 60NA, 60SR, 6V46, A/Solomon Islands/3/2006(HIN1) (PDB ID: 6CF7)
con 2.72 A de resolucién (van Dongen ef al., 2019); A/flat-faced bat/Peru/033/2010 (H18N11) (PDB
ID: 4K3X) con 2.15 A de resolucién (Tong et al., 2013); A/gull/Maryland/704/1977(H13N6) (PDB
ID: 4KPQ) con 2.50 A de resolucioén (Lu et al., 2013); y A/chicken/Guangdong/S1311/2010(H6N6)
(PDB ID: 5BNY) con 2.66 A de resolucion (Ni et al., 2015).

Resultados

En el estudio se utilizaron las primeras poses de los acoplamientos moleculares para generar los
graficos de energias de acoplamiento (Figura 1). Se considera que una energia de acoplamiento es mas
favorable cuando es mas negativa (Bender et al., 2021; Xue et al., 2022). Ademas, se sefala que este
analisis se centra exclusivamente en los valores generados y representados en la figura, y se realiza
una comparacion entre estos valores, calificando como buenos aquellos que se obtienen a partir de las
estructuras cristalograficas descargadas del PDB.

Acoplamiento de Arbidol en region de péptido de fusion

En la Figura 1.A se observa una media de aproximadamente -6.22 kcal/mol (linea punteada roja). El
mejor acoplamiento se dio con la proteina 4FNK con un valor de -7.612 kcal/mol y peor acoplamiento
con la proteina cristalizada 6V46 con un valor de -5.344 kcal/mol. Las energias de los modelos
construidos fueron menores a la media, con valores de -5.795 y -6.14 kcal/mol para H1-H3 y 18HA
respectivamente, sin embargo, ambos valores tuvieron mejor rendimiento que la proteina cristalizada
6V46, y el valor del modelo 18HA se encuentra muy cercano a la media.

Acoplamiento de Arbidol en zona de prefusion

En la Figura 1.B se observa una media de aproximadamente -5.92 kcal/mol. El mejor acoplamiento, al
igual que en la region del péptido de fusion, se observo con la proteina 4FNK con un valor de -7.612
kcal/mol. El caso del peor acoplamiento se dio con el subtipo H7N9 (4LN6) con un valor de -4.625
kcal/mol. En esta region los modelos construidos se situaron sobre la media, con valores de -6.007
kcal/mol para H1-H3 y -6.341 kcal/mol para 18HA.

Acoplamiento de 1Y7640 en region de péptido de fusion

En la Figura 1.C se observa una media de aproximadamente -8.4745 kcal/mol. El mejor acoplamiento
se observo con la proteina 60SR con un valor de -9.039 kcal/mol y el peor acoplamiento se di6 en el
modelo construido H1-H3 con un valor de -7.026 kcal/mol. A excepcion del modelo construido H1-
H3, todos los valores de acoplamiento se encuentran relativamente cerca de la media, incluyendo el
segundo modelo construido (18HA) que arrojé un valor de -8.262 kcal/mol.
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Acoplamiento de JNJ4796 en region de péptido de fusion

En la Figura 1.D se observa una media de aproximadamente -9.35 kcal/mol. El mejor acoplamiento
se observd con la proteina 4GXX con un valor de -11.914, siendo el mas alto en todo el estudio.
El peor acoplamiento se dio con la proteina -7.186 kcal/mol. Los modelos construidos arrojaron
resultados menores a la media, con valores -8.057 kcal/mol y -9.075 kcal/mol para H1-H3 y 18HA,
respectivamente. Cabe sefialar, que nuevamente el valor de energia de acoplamiento de la proteina
construida 18HA se encuentra muy cercano a la media y los valores mas altos muy alejados de ella.

Poses de acoplamiento

La comparacion de las poses se realizo dando por correcta la ubicacion del reacoplamiento de las mismas
proteinas utilizadas en las investigaciones previas del Arbidol, Y7640 y JINJ4796 representadas en la
figura 2, sefialadas con una “i”.

Las poses que tomo el arbidol en la region del péptido de fusion (Figura 2.A) fueron muy distintas
entre proteinas, sin embargo, en todos los casos se puede observar que encaja la molécula perfectamente
en la cavidad correspondiente.

En la Figura 2.B se observa en las poses cierta similitud entre el acoplamiento hecho con la proteina (B.1)
y la del modelo construido H1-H3 (B.iii). La pose dada en el modelo 18HA (B.ii) se muestra diferente a las
contiguas. La molécula IY7640 (Figura 2.C) tom6 poses muy similares entre la proteina 3UBQ (C.i) y ambas
proteinas modelos (C.ii y C.iii). Con la molécula INJ4796 (Figura 2D) la peor pose se observo con la proteina
6CF7 (D.1) estando esta en una posicion mas externa a la cavidad del péptido de fusion que las tomadas en los
modelos construidos (D.ii y D.iii) aun cuando distan entre ellas, orientandose en sentidos opuestos.

Desviacion cuadratica media (RMSD)

Se compararon las proteinas modeladas, H1-H3 y 18HA contra la proteina cristalizada 60SR
descargada del PDB y previamente tratada como se sefiala en el presente articulo. Los resultados de
RMSD fueron 2.545 Ay 1.919 A para 18HA y H1-H3 respectivamente, valores que segtin Muratcioglu
y colaboradores (2015) se consideran predicciones aceptables, por encontrarse debajo de 3 A.

Estereoquimica global.

En el modelo H1-H3 se observo que los angulos de torsion @/y se encontraron en las regiones favorables
solo en un 90.4% (1284/1420), siendo deseable un porcentaje mayor al 98%. Ademas, se encontraron
en las regiones permitidas en un 98.0% de los casos, cuando se esperaba un porcentaje mayor al
99.8%. En cuanto al modelo 18HA, los angulos de torsion en las regiones favorables solo alcanzaron
el 89.6%, mientras que en las regiones permitidas se encontraron en un 97.5%. ver Figura 3.
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Figura 1. Energias de acoplamiento de moléculas con potencial antiviral y proteinas de hemaglutinina.

Nota. Las energias de acoplamiento correspondientes a las proteinas descargadas del PDB se representan en color
azul, en naranja las correspondientes al modelo construido H1-H3 y en verde las del modelo construido 18HA. Las lineas
punteadas rojas representan la media de los valores de las energias de acoplamiento. En el eje de las X se mencionan las
proteinas de hemaglutinina por subtipo y codigo del PDB. (A, C, D) Muestran las energias de acoplamiento de las moléculas
Arbidol, IY7640 y INJ4796, respectivamente, en la region del péptido de fusion. (B) Muestran las energias de acoplamiento
de la molécula de arbidol en la region distal al péptido de fusion, en la region de prefusion

Arbidol Arbidol Regp

Figura 2. Estructura tridimensional de la hemaglutinina y poses de

acoplamiento de las moléculas con potencial antiviral.

Nota. La proteina central color gris representa la estructura de hemaglutinina y las zonas donde fueron realizados los
acoplamientos moleculares, en recuadro amarillo la region de prefusion y en recuadro naranja la region de fusion. Los
acoplamientos se dan de la siguiente manera: En el recuadro (A) el arbidol con la proteina (A.i) 4FNK. Recuadro (B) arbidol
con la proteina (B.i) 4FNK. Recuadro (C) Y7640 con la proteina (C.i) 3UBQ. Recuadro (D) JNJ4796 con la proteina (D.1i)
6CF7. Las proteinas en color azul corresponden al modelo 18HA y las proteinas rosas corresponden al modelo H1-H3.
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Figura 3. Graficos Ramachandran de los modelos construidos por homologia.

Nota. En el panel A se muestra el mapeo de pares de angulos de torsion @/y del modelo H1-H3 y en el panel B, los
correspondientes al modelo 18HA.

Discusion

La metodologia presentada aqui produjo resultados prometedores, en la mayoria de los casos las
energias de acoplamiento de los modelos construidos estuvieron cercanas al promedio o superiores al
peor valor, a excepcion del acoplamiento con la molécula 1Y7640, donde el modelo HI-H3 mostr6 el
peor valor.

Los resultados mas promisorios se vieron con el modelo 18HA, que mantuvieron un rango positivo
en cuanto a las energias de acoplamiento (muy cercanos a la media o con mejores rendimientos) y
en poses donde las moléculas antivirales encajaron dentro de las cavidades esperadas, interactuando
con las fracciones conservadas reflejadas también dentro del modelo y no sélo en las estructuras
descargadas del PDB. Cabe sefialar que este modelo fue creado con una secuencia representativa de
los 18 subtipos de HA, por lo cual se considera que podria contribuir al futuro disefio de moléculas
contra virus pandémicos y estacionales.

Se observo que los mejores resultados se obtuvieron en proteinas con resoluciones inferiores a 2
A; por lo tanto, es recomendable llevar a cabo estudios adicionales utilizando proteinas cristalograficas
con resoluciones mas homogéneas. En relacion a la estereoquimica de los modelos, se analizaran las
zonas que presentan desviaciones significativas en las proteinas m odeladas, con el objetivo de realizar
modificaciones que no generen distorsiones artificiales en los angulos de torsion @/y (Wlodawer, 2017).

Conclusion

Gracias a esta metodologia se ven caracteristicas positivas y alentadoras en el modelo 18HA,
formado a partir de secuencias de los 18 subtipos de HA. Los resultados representan un primer paso
para el desarrollo de un algoritmo que permita el disefio de fArmacos efectivos capaces de mostrar
competencia aun con nuevas variantes de virus resistentes a farmacos convencionales. Es necesario
en estudios posteriores para la optimizacion de los modelos, ademas de la suma de estructuras
cristalograficas al estudio.
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