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Resumen

La biogénesis ribosomal es un proceso complejo en eucariontes que resulta en la maduracion
de las subunidades ribosomales 60S y 40S para prodcir ribosoma capaces de llevar acabo la
traduccién. Uno de los Ultimos pasos conocidos en la maduracion de la subunidad 60S es la
remocion del factor de anti-asociacion Tifé/elF6, el cual evita el acoplamiento prematuro entre
las subunidades ribosomales. Factor de Elongacién de Tipo 1 (EFL1) es una GTPasa que en
conjunto con SBDS, su intercambiador de nucleétidos de guanina, remueve al factor Tif6/elF6
de la superficie de la subunidad pre-60S. Los defectos en la funcién de estas proteinas derivan
en una ribosomopatia llamada sindrome de Shwachman-Diamond (SDS), un trastorno
autosémico recesivo caracterizado por insuficiencia pancreatica exocrina, disfuncion de la
médula 6sea, anomalias esqueléticas y un riesgo incrementado de padecer leucemia.
Aproximadamente el 90% de los pacientes con SDS tienen mutaciones bialélicas en el gen
SBDS, y en menor medida mutaciones en EFL1. Mutaciones en ambas proteinas previenen la
liberacion de elF6 y su posterior reciclaje al nucleo. Su liberacion depende de un cambio
conformacional en EFL1 similar al que sufre el factor de elongacion 2 (EF-2) durante la
translocacion en la sinteis de proteinas. La toxina sordarina es capaz de estabilizar el estado
translocado en EF-2 mediante la unién en una regidén interdominio. Por lo que se preve que
existan moléculas pequefias que se unan al sitio equivalente en EFL1 y sean capaces de
estabilizar la conformacién translocada requerida para liberara a elF6. Con la finalidad de
encontrara este tipo de moléculas en el presente trabajo se realizé un escrutinio virtual de
moléculas organicas pequefias de bibliotecas de compuestos disponibles comercialcialmente
con potencial modulador de la GTPasa EFL1. Para ello se realizdé primeramente un cribado por
similitud con sordarina, seguido de estudios de acoplamiento molecular o docking con los
compuestos seleccionados y simulacion de dinamica molecular. Se seleccionaron compuestos
para los que se predijo una energia de interaccion favorable utilizando ambos métodos, y que
fueron capaces de estabilizar la conformacion translocada segln estudios de simulated
annealing. Los resultados obtenidos sugieren que existen ligandos con puntajes favorables de
energia de unién capaces de estabilizar la conformacion traslocada de EFL1, identificado asi,
moléculas candidatas que podrian interactuar con la GTPasa EFL1 tanto de levadura como con
su ortélogo de humano. Se realizaron ensayos de desplazamiento de la temperatura de
desnaturalizacion de EFL1 por fluorescencia como prueba de concepto para establecer un
método de escrutinio de los ligandos capaces de unirse a EFL1. Estos ensayos mostraron un
incremento en la temperatura de desnatutalizacion de EFL1 como resultado de la unién a GDP,
por lo que esta técnica se podra usar para evaluar la interaccion de los compuestos

selccionados.



1 Antecedentes

1.1 Losribosomas

Los ribosomas son una maquinaria molecular muy dinamica de la célula y son esenciales
para la vida ya que producen todas las proteinas requeridas para el crecimiento celular. Su
biogénesis requiere el adecuado plegamiento de sus RNAr y la incorporacion de numerosas
proteinas estructurales. Debido a su funcién biolégica, el correcto ensamblaje de este
complejo ribonucleoproteico es critico para la adecuada expresion génica. Los ribosomas
en eucariontes estan compuestos por una subunidad mayor 60S y una subunidad menor
40S. La subunidad 60S esta constituida por tres rRNA (5.8S,5S y 25S) y 46 proteinas,
mientras que la subunidad 40S contiene un rRNA (18S) y 33 proteinas *.

1.1.1 Biogénesis ribosomal

La biogénesis ribosomal es el proceso, que en eucariontes comienza en el nucléolo y
termina en el citoplasma, a través del cual se sintetizan los ribosomas (Figura 1). En este
complejo proceso participan las tres RNA polimerasas, mas de 200 proteinas accesorias y
cerca de 75 ribonucleoproteinas pequefias nucleolares (snoRNPs). Se inicia con la
transcripcion de los pre-rRNA 5S y 35S en el nucléolo, los cuales sufren modificaciones
post-transcripcionales y se asociacion con proteinas ribosomales y factores de
transactivacion para formar la particula 90S. Cuando esta particula es escindida libera las
particulas pre-40S y pre-60S que siguen vias de maduracion independientes. La subunidad
pre-40S se exporta rapidamente al citoplasma tras unas cuantas modificaciones, mientras
gue la maduracién de la pre-60S es mucho mas compleja pues sufre varios cambios en su
composicion en el nucleoplasma. En el citoplasma los principales eventos de maduracién
incluyen la liberacién de factores del tunel de salida, el ensamblaje del tallo ribosomal y el
desacoplamiento de factores de anti-asociacion 27. Los defectos en los componentes
estructurales del ribosoma o en aquellos involucrados en su biogénesis, derivan en el
desarrollo de patologias conocidas como ribosomopatias, enfermedades que, si bien tienen
en comun la disfunciéon ribosomal, difieren significativamente en el mecanismo y los
sintomas clinicos que se presentan. El sindrome de Shwachman-Diamond pertenece a este

heterogéneo grupo de afecciones 8°.
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Figura 1. Biogenesis ribosomal y procesamiento del pre-rRNA en levadura. Representacion
esquemdtica de la maduracién del ribosoma que inicia con la transcripcion de los pre-rRNAs
35S por la RNA Pol | y del 5S por la RNA Pol lll. Estos rRNAs se asocian con proteinas
ribosomales y accesorias formando la particula 90S. Luego de la escision la particula 90S se
separa en las subunidades pre-60S (azul) y pre-40S (verde), que siguen rutas independientes
de maduracién y exportacion. La maduracion de la pre-60S involucra un mayor nimero de pasos
en el nucleoplasma. Finalmente la maduracién en el citoplasma resulta en las subunidades
ribosomales 60S y 40S las cuales se ensamblan para formar el ribosoma 80S traduccionalmente
competente. (Modificado de Olombrada M. et al. “Fungal Ribotoxins: A Review of Potential
Biotechnological Applications” Toxins vol. 9,2 71. 2017)

1.1.2 Sindrome de Shwachman-Diamond

El sindrome de Shwachman-Diamond (SDS) fue reportado por primera vez en 1964 por
Schwachman et al. en un grupo de 5 nifios que presentaban neutropenia y disfuncion
pancreatica. Esto pacientes habian estado siendo tratados en una clinica de fibrosis
quistica en la Universidad de Harvard, sin embargo esta condicion ya habia descartado en
por ausencia de dificultades respiratorias y concentraciones normales de electrolitos en
sudor 9, SDS es una enfermedad autosémica recesiva, caracterizada por insuficiencia

pancreatica exocrina, hematopoyesis no efectiva y un riesgo incrementado de leucemia.



Esta enfermedad junto con la fibrosis quistica es la causa mas comun de insuficiencia
pancreatica en nifios. Los pacientes frecuentemente presentan esteatorrea y escaso
crecimiento derivado de la insuficiencia pancreédtica. Ademas, presentan infecciones
severas como resultado de la neutropenia y otros signos que incluyen anemia,
trombocitopenia, baja estatura y anormalidades esqueléticas !. Los pacientes con SDS
también poseen un mayor riesgo de desarrollar mielodisplasia y transformacion maligna.
Las medidas de apoyo para los pacientes con SDS incluyen enzimas pancreaticas,
antibioticos, transfusiones y factor estimulante de colonia de granulocito. La Unica terapia
definitiva es el trasplante de médula 6sea*?. Aproximadamente el 90% de los pacientes que
presentan los criterios clinicos para el diagnéstico de SDS tienen mutaciones en el gen
SBDS. Se ha estimado que la frecuencia portadora para esta mutacion es de alrededor 1
en 60,000 individuos 3. Este gen esta altamente conservado y presenta cinco exones que
comprenden 7.9 kb localizados en 7q11 en la regién centromérica del cromosoma 34, El
gen SBDS codifica una proteina altamente conservada de 250 aminoacidos y existe un
pseudogen adyacente SBDSP con el que comparte 97% de homologia pero contiene
deleciones y cambios de nucle6tidos que evitan la formacién de una proteina funcional.
Cerca del 75% de los pacientes con SDS presentan mutaciones en SDBS que resultan de
un evento de conversion génica con el pseudogen 4. Las mutaciones que mas cominmente
se presentan son la 183-184TA—CT, que genera un coddn de paro en el aminoacido 62
(K62X), y la 258+2T—C que interrumpe el sitio donador del empalme en el intron 2. Este
cambio en el sitio de empalme produce un corrimiento en el marco de lectura que codifica
para una proteina truncada en el aminoacido 84 (C84fsX3) 4. Estas mutaciones pueden
clasificarse con base en el fenotipo de la proteina SBDS como: mutaciones que truncan a
la proteina, mutaciones que causan inestabilidad en la proteina provocando su
desnaturalizacion y mutaciones que afectan epitopes de la superficie de la proteina. El
mRNA y la proteina SBDS se expresan ampliamente en los tejidos humanos 16, La
completa ausencia de expresion de SBDS es letal en modelos murinos 7. A pesar de que
la mutacioén que origina la proteina trunca SBDS K62X es comun en los pacientes con SDS,
no se han identificado pacientes homocigotos para esta mutacion, lo que sugiere que
probablemente la pérdida total de la expresién de SBDS es letal en humanos.

Los estudios con el ortélogo de SBDS en levadura sugieren que SBDS puede actuar
como factor intercambiador de nucleétidos de guanina para la GTPasa citoplasmatica
denominada Factor de Elongacion de Tipo 1 (EFL1), involucrada también en la biogénesis

de la subunidad ribosomal mayor. SBDS disminuye a la mitad la constante de Michaelis de



EFL1 por GTP a través de un aumento en la constante de disociaciéon por GDP 19, A su
vez EFL1 promueve la disociacion del factor de anti-asociacion elF6 (Tif6 ortdlgo en
levadura) dependiente de GTP de la subunidad ribosomal 60S in vitro 2°. Levaduras con
mutaciones en Sdol, el ortélogo de SBDS, son incapaces de reciclar a Tif6é al nucleo y
presentan muy lento crecimiento. Estudios genéticos demostraron la supresion del fenotipo
de lento crecimiento por mutaciones en Tif6 2. La proteina Tif6/elF6 se asocia con la
subunidad ribosomal 60S vy evita la asociacion prematura de la subunidad ribosomal 40S
2122 | as mutaciones en Tif6 que suprimen el fenotipo de lento crecimiento estan localizadas
en una regién que reduce la union de Tifé con la subunidad 60S; estas mutaciones también
suprimen defectos en la biogénesis ribosomal que resultan de mutaciones en EFL1 y en
Sdol . Lo anterior sugiere que la mutacién supresora promueve la liberaciéon de Tif6 y su
reciclaje al nucleo debilitando la afinidad de la interaccion de Tif6 con las subunidades pre-
60S. Estos datos sugieren un modelo en que Sdol y EFL1 intreaccionan con la subunidad
pre-60S y facilitan la remocién de Tif6 que permite la asociacion de las subunidades
ribosomales 60S y 40S 2. La liberacién de Tif6 depende de un cambio conformacional en
EFL1 la cual realiza la hidrdlisis de GTP y pasa a ocupar un sitio en comun con Tif6 en la
subunidad ribosomal 60S %2,

1.1.3 La GTPasaEFL1 (Elongation Factor like-1, EFL1)

La proteina EFL1 es una GTPasa homologa al factor de elongacion 2 (EF-2) con 39% de
identidad de secuencia, EF-2 dirige la translocacion del tRNA desde el sitio A al sitio P
durante la sintesis proteica. De forma analoga, EFL1 remueve a elF6 de la superficie de la
60S a través de un cambio conformacional similar al que efecta EF-2 durante la
elongacién. Modelos estructurales proponen que EFL1 presenta la estructura basica de los
factores de elongacion EF-G/EF-2, es decir, cinco dominios siendo el dominio de unién a
nucleétidos de guanina el dominio | y los restantes enumerados del Il al V (Figura 2). El
dominio | de EFL1 contiene un subdominio G, conservado en todas las GTPasas,
compuesto por cinco motivos (G1-G5) encargados de reconocer e hidrolizar al GTP. Los
motivos G5 y G4 reconocen especificamente la base de guaninay el motivo G1 interacciona
con los fosfatos a y B de la molécula de GTP, mientras que los motivos G3 y G2 (switch | 'y
switch 1) estan implicados en el mecanismo de hidroélisis de GTP %223, Los otros cuatro
dominios de EFL1 son muy similares a los descritos para EF-2, a excepcion de una
insercidn desestructurada de tamafio variable (160 residuos en la EFL1 de levadura) en el

dominio Il a través de la cual interactlia con SBDS 24,
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Figura 2. Distribucién de los dominios estructurales del factor de elongacion 2 y las proteinas
EFL1 de humano y levadura.

Recientemente, en el grupo de trabajo se describié la presencia de mutaciones en los
residuos M882 y R1095 en el dominio IV de EFL1 en pacientes que presentan cuadros
clinicos similares a aquellos observados en el Sindrome Shwachman-Diamond 2. Al igual
gue lo observado en alteraciones en SBDS, las mutantes de EFL1 no pueden reciclar a Tif6
a nucleo por lo que esta se encuentra relocalizada en el citoplasma 2. El alineamiento de
las secuencias de EFL1 mostré que el residuo R1095 esta contenido dentro de una firma
consenso que se conserva entre todos los miembros EFL1 sugiriendo una funcién esencial
para él. El residuo equivalente a M882 en el pardlogo EF-2 de levadura es 1676. Con base
en la estructura cristalina de EF-2 de levadura, el residuo 1676 contacta directamente con
R823 que corresponde a R1086 y R1095 en los ortélogos EFL1 de levadura (ScEfll) y
humano (HsEFL1), respectivamente. Suponiendo que el plegamiento entre las proteinas de
la familia EFL1 y EF-2 se conserva, esto sugiere que los residuos mutados en los pacientes
interactlan entre si en la proteina silvestre y que las mutaciones pueden interrumpir esta
interaccion. Ademas, se ha demostrado que el C-terminal de Efll es esencial para su
funcion de tal manera que deleciones que se extienden hasta el residuo R1086 resultan en

mutaciones extragénicas en Tif6 2°.
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Figura 3. Un cambio conformacional en EFL1 remueve al factor de anti-asociacion elF6 de la
superficie de la pre-60S. A) Mapas de superficie de la subunidad pre-60S unida a EFL1 y
SBDS previa a la liberacién de elF6 (izquierda) y después de su liberacion (derecha). B) El
volumen previamente ocupado por elF6 resaltado en amarillo en el mapa de superficie ahora
es ocupado por EFL1 tras su cambio conformacional. C) Superposicién de los modelos
atémicos de EFL1 en presencia (gris) o ausencia (rojo) de elF6 23,

EFL1 sufre un cambio conformacional dependiente de la union e hidrolisis GTP en el
ribosoma que preceden la disociacién de elF6 (Figura 3) 2. La similitud estructural entre
EFL1 y EF-2 sugiere que, el cambio conformacional que sufre EFL1 es analogo al que
efectia EF-2 durante la elongacion en la sintesis proteica %. Se cree que la conformacion
adoptada por EFL1 requerida para desacoplar a elF6 es similar al estado traslocado que
genera la toxina sordarina en EF-2 (Figura 4). La sordarina es un compuesto sintetizado
por Sordaria arenosa que inhibe la sintesis de proteinas, puesto que atrapa a EF-2 en una



conformacion traslocada. La sordarina (Figura 5) forma puentes de hidrogeno con los
residuos GIn490, Ala562 y Phe798 de EF-2. Entre estos residuos Unicamente Phe798
presenta alta conservacién en la familia de las proteinas EF-2, de igual forma el residuo
equivalente en ScEfll y HSEFL1 es Phe. Sin embargo, la interaccion se da entre el grupo
amino del esqueleto de Phe798 y el grupo alcohol de sordarina. El residuo GIn490
interactlia mediante el grupo amida de su cadena lateral con otro de los grupos alcohol de
sordarina. Este residuo se encuentra en una posicion en la que en el resto de las EF2 existe
Arg, posiblemente este residuo da especificidad de unién de ScEfl1 a sordarina. De acuerdo
con los alineamientos, en las proteinas ScEfll y HSEFL1, al igual que para los miembros
de la familia de EF2, en esta posicién existe una Arg (Figura 6). Ademas, existen extensas
interacciones de van der Waals entre sordarina y cadenas laterales aroméaticas o alifaticas
de EF-2 (Figura 7 A). Muchos de los residuos en contacto con sordarina estan localizados
en conectores interdominio, lo cual explica como la union de sordarina puede inducir un
gran cambio conformacional en EF-2 28, También se ha sugerido que el cambio
conformacional en EFL1 induce una rotacién de dominio en SBDS que conduce a un
rearreglo estructural del ribosoma, desestabilizando la interaccion de elF6 con la subunidad
pre-60S y provocando la disociacion de elF6 2. La imposibilidad de acoplar la hidrélisis de
GTP por la EFL1 con la liberacion de Tif6 de la subunidad 60S se ha descrito como la
principal caracteristica molecular de SDS 2°.

Figura 4. Estructura cristalografica de EF-2 de Saccharomyces cerevisiae (amarillo) en la
conformacién traslocada unida a sordarina (azul) proveniente del PDB 1NOU 2.



i

Figura 5. Estructura quimica de la sordarina.

sp|P32324|EF2_YEAST/1-842
Sp|P53E05|RIAT_YEAST/1-1170
SE|QFZ2Z 2| EFLT_ HUMAN/ 1120

sp|P32324|EF2_YEAST/ -842
B\ PEBAS|RIAT_YEAST/-1170
50| Q7Z2Z 2\ EFLT_HUMAN/T-1120

sp|P32324|EF2_YEAST/1-842

sp|PE3BOG| RIAT_YEAST/T-1110
SO|QFZ27 2| EFLT_HUMAN/T-1720

Figura 6. Alineamiento de secuencia primaria del bolsillo de unién de las proteinas EF-2,
ScEfll y HSEFL1. Se muestran los residuos que forman el sitio de unién en cada una de ellas.



Figura 7. Las proteinas EFL1 presentan un bolsillo de union similara al que existe en EF-2. A)
Sitio de union a sordarina en la region entre los dominios I, IV y V de EF-2. Las interacciones
polares se muestran en amarillo, ademas se muestran las cadenas laterales de los residuos
involucrados en la unién con el ligando. B) Region interdominio equivalente al sitio de unién de
sordarina de EF-2 en su homélogo ScEfl1l y C) HSEFL1. Se representan los residuos
equivalentes a los mostrados en A de acuerdo con los alineamientos.

Ya que la proteina EFL1 es homoéloga a EF-2 (39% de identidad de secuencia),
consideramos que podrian existir moléculas organicas pequefias que se unan a EFL1 en la
region entre los dominios Ill al V (Figura 7 B 'y C), como la sordarina a EF-2, y que emulen
el cambio conformacional necesario para liberar a Tif6 / elF6 de la subunidad 60S. Debido
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a lo anterior proponemos a EFL1 como blanco terapéutico de SDS, para el cual se pueden

encontrar moléculas organicas pequefas que se unan a ella y rescatar su funcion.

1.2 Métodos computacionales

1.2.1 Cribado virtual (Virtual screening)
El cribado virtual es un filtrado computacional (in silico) de moléculas para seleccionar
candidatos o hits computacionales que después pueden ser evaluados experimentalmente
29 Existen dos enfoques generalmente aceptados para el cribado virtual: métodos basados
en ligando y métodos basados en la estructura del blanco (acoplamiento o “docking”). El
cribado virtual basado en ligando (LBVS-por sus siglas en inglés) se enfoca en blsquedas
por similitud molecular con ligandos conocidos como referencia. Se fundamenta en el
principio de que compuestos similares a los ligandos conocidos probablemente muestren
actividad biolégica similar 3°. Dicha similitud puede basarse en la comparacién de
descriptores moleculares, esto es el resultado final de un procedimiento l6gico y matematico
que transforma la informacion quimica codificada dentro de una representacion simbdlica
de una molécula en un nimero util. Los descriptores, segun su enfoque, pueden clasificarse
en tres grupos:
i.  Una dimensién (1D). Estan basados en propiedades que pueden derivarse de la
férmula estructural de un compuesto.

ii. Dos dimensiones (2D). Usan descriptores derivados del patrén de union covalente
de una molécula.

iii.  Tresdimensiones (3D). Se basan en coordenadas atémicas y por lo tanto dependen
de la conformacién. Debido a su naturaleza flexible las moléculas organicas pueden
adoptar diferentes estados en el espacio 3D, denominados conférmeros que
comparten la misma topologia, pero difieren en su disposicion geométrica 3.

Mientras que el cribado virtual basado en estructura (SBVS-por sus siglas en inglés) aplica
diferentes técnicas de modelaje para imitar la interaccién de unién de un ligando a un blanco
biomolecular. Tradicionalmente el SBVS se conforma de varios pasos incluyendo la
preparacion del receptor y la biblioteca de compuestos, el acoplamiento de cada compuesto
en el sitio de unién en el receptor, el post-procesamiento y la clasificacion de los resultados
para bioensayos por una funcién de puntaje 2. Por lo tanto, la mayor diferencia entre LBVS
y SBVS es que el dltimo requiere de informacion estructural del blanco, si dicha informacién

no existe, es posible obtener esta informacién con modelos por homologia 3.
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1.2.2 Acoplamiento molecular (Docking)
Los estudios de acoplamiento molecular son empleados para predecir modos de unién de
ligandos a su receptor usando métodos computacionales, dichos estudios estan
constituidos por dos componentes clave:

i.  Busqueda de los posibles modos de unién en el sitio de interés de la macromolécula,

usando algoritmos de muestreo.
ii. Puntaje calculado para cada modo de unién de la molécula, utilizando funciones de
puntaje .

Algunos algoritmos de muestreo corresponden a: algoritmos de correspondencia basados
en la forma del ligando en un sitio activo en la proteina usando caracteristicas de su forma
e informacién quimica ¢, algoritmos de construccion incremental basados en la
fragmentacion del ligando por ruptura de sus enlaces rotables o algoritmos que acoplan un
primer fragmento en el sitio activo de la proteina para luego afiadir los fragmentos restantes
incrementalmente®®*’. Los métodos estocasticos incluyen métodos de Monte Carlo, que
generan poses del ligando con base en rotaciones de enlaces *y los algoritmos genéticos
en los que los grados de libertad del ligando se codifican en cadenas binarias llamadas
genes 4% La dindmica molecular (MD) se basa en el progreso en el movimiento del
sistema en pequefias etapas, en el contexto del acoplamiento las simulaciones de MD
representan tanto la flexibilidad del ligando como de la proteina de forma mas efectivamente
gue otros algoritmos, ademas son eficaces en optimizaciones locales 4243,
Por otro lado, el propésito de las funciones de puntaje es distinguir las poses correctas de
las incorrectas en un tiempo computacional razonable, estas se clasifican en funciones
basadas en campos de fuerza, empiricas y basadas en conocimiento 3. Las funciones
basadas en campos de fuerzas evallan la energia de unién calculando la suma de las
interacciones no enlazadas (electrostatica y van der Waals). En las funciones empiricas la
energia de unidn se descompone en varios componentes energéticos (como puentes de
hidrégeno, interacciones iénicas, efectos hidrofébicos y entropia de unién) 4%, funciones
de puntaje basadas en el conocimiento utilizan el analisis estadistico de estructuras
cristalinas de complejos ligando-proteina para obtener las frecuencias y/o distancias de
contacto interatdbmicas entre el ligando y la proteina, construidas para favorecer contactos

permitidos y penalizar interacciones repulsivas “84°
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Metodologias de acoplamiento
Las metodologias de acoplamiento pueden clasificarse de acuerdo con la flexibilidad de la

proteina y el ligando:

i.  Acoplamiento entre ligando y receptor rigidos: En este caso el espacio de busqueda
es muy limitado, pues se consideran sélo tres grados de libertad de traslacion y tres
de rotacion. La flexibilidad del ligando podria ser abordada mediante el uso de un
conjunto precalculado de sus conformaciones o permitiendo un grado de
superposicién atomo-atomo34.

ii. Acoplamiento entre ligando flexible y receptor rigido: Para los sistemas cuyo
comportamiento sigue el paradigma de ajuste inducido es muy importante
considerar las flexibilidades tanto del ligando como del receptor. Un enfoque que
considera un equilibrio entre precision y tiempo computacional es tratar el ligando
como flexible mientras que el receptor se mantiene rigido .

ii.  Acoplamiento entre ligando y receptor flexibles: Existen varios métodos para
implementar la flexibilidad del receptor, como puede ser mediante el uso de
bibliotecas de rotameros, permitiendo la flexibilidad de las cadenas laterales del

receptor o empleando varias conformaciones de la proteina .

1.2.3 Dinamica molecular Newtoniana (MD)

Las simulaciones de dinamica molecular monitorean los procesos dependientes del tiempo
en sistemas moleculares para estudiar sus propiedades estructurales, dindmicas vy
termodindmicas mediante la resolucién numérica de una ecuacién de movimiento, que es
la formulacion de las reglas que rigen el movimiento ejecutado por la molécula. Es decir, la
MD proporciona informacion sobre la dependencia del tiempo y la magnitud de las
fluctuaciones en ambas posiciones y velocidades. EI comportamiento temporal de las
moléculas se describe mejor por la ecuacién de movimiento mecanica cuantica, como lo es
la ecuacion de Schrodinger dependiente de tiempo. Sin embargo, debido a que esta
ecuacion es extremadamente dificil de resolver para sistemas grandes, una descripcion
mas simple de mecanica clasica se emplea a menudo para aproximar el movimiento
efectuado por los atomos pesados de la molécula.

En la forma mas simplificada, la ecuacion de movimiento de Newton establece que:
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F, = ma; = mi; (1)

donde F; es la fuerza actuando sobre la particula i, m; es la masa de la particula i, a; es su
aceleracion y #; es la segunda derivada de la particula en posicion r con respecto al tiempo.
La fuerza F; esta determinada por el gradiente de la funcién de la energia potencial, U(r), la
cual es una funcién de todas las coordenadas atomicas r.

F; = —VU(r) (2)

La ecuacion (2) es una ecuacion diferencial de segundo orden. Una formulacién mas
general de la ecuacién de movimiento de Newton esta dada en términos del sistema

Hamiltoniano, H en ecuacion (3).

H=H(rp) =K U(r) = Z—‘ U
(r,p) =K() +U(r) om, +U(r) (3)
l
Donde K(p) es la energia cinética y p; es el momentum de la particula i.

Entonces la ecuacion de movimiento de Newton en términos del Hamiltoniano se escribe
como un par de ecuaciones diferenciales de primer orden acopladas:

_ OH(r,p) — dH(r,p) (4)
opx Pr ory

T
Si se sustituye la definicion de H de (3) en (4) se obtiene nuevamente (1). Estas dos
ecuaciones diferenciales de primer orden en (4) son mas faciles de resolver que una

ecuacion diferencial de segundo orden.

Algoritmos computacionales
Para resolver la ecuacion de movimiento de Newton se requiere de un procedimiento de
integraciéon. Un método estandar para resolver ecuaciones diferenciales ordinarias es el
enfoque de la diferencia finita. En dicho enfoque se obtienen las coordinadas moleculares
y las velocidades a tiempo t + At a partir de las coordenadas y velocidades al tiempo previo
t . La eleccion del intervalo de tiempo At depende de las propiedades del sistema simulado,
este intervalo debe ser significativamente més pequefio que las caracteristicas de tiempo
del movimiento estudiado.

Para entender el método de diferencia finita, un buen punto de partida es la

expansion de Taylor sobre el tiempo t de la posicion al tiempo t + At,
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: 1. 2 (5)
r(t + At) = r(t) + r(t)At + Er(t)At + -
Que puede ser escrito como:
1
r(t + At) = r(t) + v(t)At + Ea(t)At2 + oo (6)

Donde v(t) es la velocidad del vector y a(t) es la aceleracion. Es conveniente reescribir la
ecuacion en una forma discreta y reemplazar a segun la ecuacién (1). Usando r, para
indicar la posicion en el paso n (al tiempo t ) y 1,41 para indicar la posicién en el siguiente

paso, n + 1 (al tiempo t + At). Tal que la ecuacion (6) se puede expresar como:
1/F
Tns1 = Ta + Unlt + 5 (E") At? + 0(At) (7)

Donde 0(At™) esta en términos del orden de At™ o menores. Con esta informacion la

velocidad v, al tiempo n + 1 puede estimarse como:

Vns1 = (Thy1 — 1) /2 (8)
Juntas, las ecuaciones (7) y (8) forman el algoritmo de integracion. Dada la posicion r,, la
velocidad v, y la fuerza F, en el paso n, estas ecuaciones permiten obtener la posicion

1, Y la velocidad v, en el pason + 1.

El algoritmo de integracion mas usado en el estudio de biomoléculas es el integrador de
Verlet. Este integrador esta basado en dos expansiones de Taylor, una expansién hacia

adelante y otra hacia atras. La suma de las dos expresiones da origen a la siguiente

ecuacion:
Fn 2 4
Tner = 25 = Ty + A + 0(AtY) 9)
Ademas posee una expresion complementaria para propagar las velocidades:
Th+1 — Th+1
=" T 4 0(At? 10
vy, AT + O(At?) (10)

El algoritmo representado en las ecuaciones (9) y (10) es un método numérico estable para
la resolucion de la ecuacion de movimiento de Newton para sistemas desde fluidos simples
hasta biopolimeros. Las ventajas de emplear el algoritmo de Verlet son que la posicion de
integracion es bastante acertada, se requiere una sola evaluacion de la fuerza por ciclo de
integracion lo que es menos costoso computacionalmente. Sin embargo la propagacién de
la velocidad esta sujeta a grandes errores, ademas v, sOlo puede calcularse si ya se
conoce 1,4, . Para mejorar la ecuacién de velocidad se han realizado modificaciones al

esquema basico de Verlet. Una de estas modificaciones es el algoritmo de integracion leap-
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frog, el cual es empleado en las simulaciones de este trabajo, en dicho algoritmo las
velocidades son evaluadas en el punto medio de la evaluacion de la posicion y viceversa.

Puede escribirse como:

Thit =T T vn+1/2At (11)

F
Vnt1/2 = Vn-1/2 + #At (12)

donde v,.4/, representa la velocidad en el tiempo de medio paso. El algoritmo de leap-frog

involucra tres pasos:

1. Emplea la posicion actual n,, para calcular la fuerza actual E,.

2. Usa lafuerza actual F, y la velocidad anterior de medio paso v,,_,/, para calcular la
siguiente velocidad de medio paso vy /.

3. Finalmente usa la posicion actual r, y la siguiente velocidad de medio paso v,.1;

(desde el paso 2) para calcular la posicion en el siguiente paso, 75,41-

La velocidad actual v,,, que es necesaria para calcular la energia cinética, se puede calcular

como:

Vp = (Vns1/2 + Vno1/2)/2 (13)
Este algoritmo mejora la ecuacion de velocidad, ademéas la evaluacion directa de

velocidades da un manejo Util para controlar la temperatura de la simulacion °°,

1.2.4 Prediccién de las afinidades de unién a ligando: Métodos de energia libre

Los métodos de energia libre usan muestreo conformacional para generar promedios
termodinamicos, en contraste con los métodos de acoplamiento que se enfocan en una
conformacion unida. El método de prediccién de afinidad de union denominado linear
interaction energy (LIE) ofrece un buen equilibrio entre velocidad computacional y precision.
Este enfoque estima la energia libre de unién a través de la diferencia en la energia de
interaccion del ligando con sus alrededores en los estados unido al receptor y libre. Se basa
en una representacion adecuada de las interacciones ligando-receptor mediante los
términos incluidos en un campo de fuerza de mecanica molecular, y considera tanto la
solvatacion como los efectos entropicos. Para ello necesita un método de muestreo como
la MD para generar conjuntos de configuraciones y obtener promedios termodinamicos a

partir de estos L.
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El método LIE %2 implica ejecutar dos simulaciones de MD con un campo de fuerza empirico:
uno para el ligando en solucion y el otro para el ligando en el sitio de unién de la proteina.
Los cuadros guardados de las simulaciones representan ensamblajes de conformaciones
de Boltzmann y se utilizan para calcular las energias de interaccion electrostaticas
promediadas por Boltzmann (Uerec) y van der Waals (U,aw) del ligando con su entorno en los

estados unido y libre. La energia libre de unién se estima entonces como:

AGuni()n = a(<UvdW)unido - <Uvdw)libre) + ﬁ((Uelec)unido - <Uelec>libre) + )4

donde los corchetes angulares indican los promedios de Boltzmann. Los cambios en la
energia interna del solvente y la proteina se consideran explicados por los factores a y B,
con base en su energia de reorganizacion en respuesta al ligando, mientras que y es un
término constante que también se puede implementar como dependiente del area de
superficie %2, En la derivacion inicial del método LIE, el factor no polar se estimé utilizando
un enfoque empirico puro, a través de una calibracion en un conjunto de 18 complejos
proteina-ligando. El valor obtenido de a = 0.18 ha reproducido con éxito desde entonces las
energias libres de unidbn en una amplia variedad de sistemas de proteina-ligando,
incluyendo ligandos neutros pequefios de P450CAM 53, compuestos cargados tales como
blogqueadores de canales de potasio °*°° e incluso compuestos flexibles grandes tales como
los peptidomiméticos en las proteasas asparticas *°. Aqvist y Hansson determinaron un
primer conjunto de valores refinados para el factor de contribucion polar, B, en funcion de
la naturaleza quimica del ligando con base en los célculos de perturbacién de la energia
libre (FEP) realizados para diferentes entidades quimicas. Los valores corresponden a las
desviaciones de la teoria de respuesta lineal, que estan directamente relacionadas con la
capacidad del ligando para participar en la red de enlaces de hidrogeno del disolvente
acuoso. De acuerdo con lo anterior, los ligandos con carga neta poseen un valor de 3=0.5,
mientras que los ligandos no cargados tienen un valor asociado de 3=0.43, 3=0.37 0 =0.33
dependiendo de si poseen cero, uno o mas de un grupo hidroxilo °¢. Para la mayoria de los
compuestos considerados normalmente en un proceso de disefio de farmacos, los factores
B estimados son cercanos a los valores "clasicos" y son suficientes para la mayoria de los

calculos de unién a ligandos.

En este trabajo realizamos una busqueda virtual de moléculas organicas pequefias que se

unen a la GTPasa EFL1 y emulen el cambio conformacional necesario para liberar a Tif6.
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Usando como blanco de busqueda un modelo de la proteina EFL1 humana y de levadura

generados por homologia con la estructura cristalografica de EF-2 unida a sordarina.
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2 Hipotesis

Si el cambio conformacional que sufre EFL1 para liberar a elF6 es similar al estado
traslocado que genera la toxina sordarina al unirse a su homologo EF-2, entonces una
molécula organica pequefia podria estabilizar la conformacion traslocada de EFL1 al

acoplarse al sitio equivalente de union de la sordarina.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo general

Identificar moléculas organicas pequefias con potencial para estabilizar la conformacion

traslocada de EFL1 a través de su union al sitio equivalente en que se une la toxina

sordarina a su homologo EF-2.

3.2 Objetivos particulares

Realizar el cribado virtual para obtener moléculas similares a la sordarina.

Elaborar el acoplamiento molecular de ligandos en la region entre los dominios IlI-V
en la estructura de la EFL1 de Saccharomyces cerevisiae y de Homo sapiens.
Realizar la prediccion de la energia de unién al ligando empleando dindmica
molecular como método de muestreo.

Analizar la interaccion de los ligandos con las proteinas EFL1 mediante dindmica
molecular.

Evaluar la estabilidad conformacional del esqueleto de las proteinas EFL1 durante
la trayectoria de dinamica molecular.

Realizar ensayos de DSF para evaluar la unién de EFL1 con ligandos conocidos de

manera cualitativa.
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4 Metodologia

4.1 Metodologia computacional

4.1.1 Busqueda por similitud molecular con sordarina
La biblioteca de compuestos para la busqueda se seleccion6 de la base de datos para

escrutinio virtual (virtual screening) de ZINC (http://zinc15.docking.org/) con peso molecular

entre 425y 580 Da, y logP de 1 a 3. Se evaluo la similitud bidimensional de los compuestos
en la biblioteca con sordarina (ZINC000044430825) empleando el software PowerMV
version 0.61 (NISS). Dicha busqueda se realiz6 con base en el indice de similitud de
Tanimoto segun los descriptores binarios de pares de &tomos, pares de fragmentos, firmas
o huellas digitales de farmacoéforo y el indice de similitud de Euclidean segun el descriptor
continuo del nimero de carga. PowerMV calcula un valor de distancia entre 0.00 y 1.00 de
acuerdo con la similitud existente entre cada molécula de la biblioteca de compuestos y la
molécula de referencia, siendo 0.00 el valor que representa la mayor similitud, esto es el
vecino mas cercano. Se solicitaron los 500 vecinos mas cercanos para cada descriptor y
se obtuvo el valor promedio para el indice de similitud. Se seleccionaron las moléculas con
un valor calculado para el descriptor menor al valor promedio, es decir los mas cercanos a
0.00, para evaluar su similitud tridimensional con sordarina. Posteriormente se realiz6 el
alineamiento 3D por tipo de atomos y mediante subestructura comun (MCS) de cada una
de estas moléculas con la sordarina empleando MarvinSketch de ChemAxon, en el cual se
asigna un valor entre 0 y 1 al alineamiento, siendo 1 el mejor alineamiento. Finalmente se
obtuvo el valor promedio y la desviacion estandar (DS) para los dos tipos de alineamiento
3D para conservar Unicamente las moléculas con valores superiores al promedio sumando

la desviacion estandar.

4.1.2 Acoplamiento molecular
Las moléculas seleccionadas tras el alineamiento 3D fueron preparadas con Ligprep para

realizar el acoplamiento molecular (Schrodinger, LLC, New York, NY, 2017). Se corrigieron
errores estereoquimicos y las conformaciones de anillos, también se generaron los estados
de ionizacion y tautdbmeros para valores de pH de 7 + 2 usando Epik3.9 (Schrodinger, LLC,
New York, NY, 2017).

La estructura de EF-2 de Saccharomyces cerevisiae en el estado traslocado en
complejo con sordarina fue obtenida de la estructura cristalografica (PDB ID: 1NOU) asi
como en estado no traslocado (PDB ID: 1NOV) presentes en Protein Data Bank

(www.rcsb.org/) 5. La estructura tridimensional de ScEfl1 fue obtenida por Alfonso Méndez
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Godoy mediante modelado por homologia con MODELLER usando como molde la
estructura cristalogréfica de EF-2 (39% de identidad de secuencia), mientras que para la
estructura tridimensional de HSEFL1 se emple6 el modelo atémico generado por homologia
con EF-2 y EF-G acoplado en los mapas de densidad de estudios de criomicroscopia
electrénica cryo-EM, refinado empleando molecular dynamic flexible fitting (MDFF) por
Weis, et al. (PDB ID: 5ANC). La correccidén de errores estereoquimicos y la adicion de
atomos faltantes en las estructuras proteicas se efectué empleando el paquete MOE
(Molecular Operating Environment (MOE), 2013.08; Chemical Computing Group ULC, 1010
Sherbooke St. West, Suite #910, Montreal, QC, Canada, H3A 2R7, 2018) y la herramienta
Protein preparation wizard (Schrédinger, LLC, New York, NY, 2017). Se asigharon estados
correctos de protonacion a residuos de histidina y se agregaron los a&tomos de hidrégeno.
Finalmente se efectu6 una minimizacion energética empleando potenciales optimizados
para simulaciones liquidas (OPLS3, Schrddinger, Inc., New York, NY, 2013) como campo
de fuerza. Ademés se utilizé la herramienta SiteMap (Schrédinger, LLC, New York, NY,
2017) para conocer los probables sitios de unién en HSEFL1 en la conformacion traslocada
y no traslocada. Los célculos efectuados por SiteMap consisten en tres etapas. En la
primera etapa, los sitios puntuales relevantes son seleccionados basados en sus
propiedades geométricas y energéticas, los puntos se agrupan para definir sitios. Luego
propiedades hidrofébicas, hidrofilicas y otras propiedades clave se computan en una malla
de puntos y se preparan los contornos de los mapas. Finalmente se calculan propiedades
del sitio como el tamafio, el grado de reclusién, hidrofobicidad, e hidrofilicidad entre otras
57.

El acoplamiento se efectu6 empleando Glide standard-precision (SP) y extra-
precision (XP), el muestreo del ligando se manejé como flexible y se solicitaron al menos 5
poses por ligando. La afinidad del ligando por el sitio de union se predijo empleando Glide
score (Gscore) que implementa el campo de fuerza OPLS3. Posteriormente se calculé la
energia libre de unién de los complejos acoplados mediante un enfoque de mecanica
molecular usando Prime MM-GBSA (Molecular Mechanics/Generalized Born Surface Area).
Ademas, se utiliz6 MOE empleando Triangle Matcher como método de acoplamiento. La
funcion de puntaje fue London dG donde las 10 mejores salidas fueron refinadas mediante
campo de fuerza clasificadas por estimacion de la energia libre de union de MM/GBVI
(Molecular Mechanics/Generalized Born volume integration). Finalmente se utiliz6 el
software PyRx 0.9.5 para Windows con el médulo de AutoDock Vina 2.0 incluido en él. El

archivo SDF que contenia los ligandos, asi como los PDB de las estructuras proteicas
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fueron convertidos al formato pdbgt requerido por AutoDock Vina para efectuar el
acoplamiento. Posteriormente se efectud el acoplamiento de los ligandos en el sitio de unién
a sordarina en EF-2 de S. cerevisiae, el homélogo estructural de EFL1, para comparar la

afinidad de la proteina por los ligandos que se unirian a EFL1.

4.1.3 Simulaciones de dinamica molecular
Todos los célculos de MD se efectuaron empleando el paquete Gromacs 5.0.4 %8 La

topologia de la proteina fue generada empleando los parametros del campo de fuerza
GROMOS 54A7. Adicionalmente se generaron las topologias y archivos de coordenadas
de los ligandos empleando el servidor ATB ©° versién 2.2. Los complejos proteina-ligando,
obtenidos del acoplamiento molecular fueron incluidos en el centro de una caja cubica,
luego el sistema fue solvatado con moléculas de agua SPE, finalmente se afiadieron iones
Na® y CI necesarios para que el sistema alcanzara la neutralidad. Los sistemas
neutralizados se sometieron a una minimizacion energética empleando el algoritmo de
steepest descent. La equilibracion del sistema se realiz6 comenzando con una simulacién
de ensamble NVT de 200 ps con intervalos de integracion de 2 fs, a 310 K (37°C) usando
el termostato de Berendsen para mantener la temperatura cada 0.1 ps. Seguido por una
simulacion NPT, de 200 ps con paso de integracion de 2 fs, a una temperatura de 310 K
controlada por el termostato de Berendsen con tiempo constante de 0.1 ps y 1 Bar de
presion usando el barostato de Parrinello-Rahman isotrépico cada 2 ps y una
compresibilidad de 4 x 10° Bar®. La produccién de la MD del complejo proteina-ligando se
efectué por un tiempo de 10 ns empleando el algoritmo de integracion leap-frog, se
mantuvieron las distancias de los enlaces covalentes con el algoritmo linear constraint
solver (LINCS), se determinaron dos grupos de acoplamiento de la temperatura (proteina-
ligando y solvente), las interacciones no enlazantes fueron terminadas a un radio de 14 A
empleando el esquema de Verlet, las interacciones electrostaticas de larga distancia fueron
calculadas con el método Particle Mesh Ewald (PME). Para las simulaciones bajo el
esquema de simulated annealing la produccion se realizé con ciclos de calentamiento y
enfriamiento del sistema; con incremento hasta 400 K (127°C) en 50 ps y se mantuvo dicha
temperatura por 250 ps, el enfriamiento se realiz6 durante 1000 ps hasta 310 K
manteniendo la temperatura constante por 1000 ps. Esta estrategia se emplea para
suministrar al sistema la energia requerida para sobrepasar minimos locales en la

simulacion.
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4.1.4 Prediccion de energia de union aligando
Para cada compuesto, el AG de unién se calculé usando energias promedio de interaccion

proteina-ligando obtenidas a partir de las simulaciones de MD de los complejos, con valores
de energia de interaccion almacenados cada 0.5 ps. Se empleé el valor de a =0.18 y 3 de
acuerdo con la naturaleza quimica del ligando, f=0.5 para aquellos con carga neta, 3=0.43,
B=0.37 o 3=0.33 para compuestos sin carga segun cantidad de grupos hidroxilo. Mientras
que las energias de interaccion coulémbicas (U,;..) y de Lennard-Jones (U,4,, ) promedio
para el ligando libre se obtuvieron a partir de simulaciones adicionales del ligando solvatado

usando los mismos parametros que para los complejos proteina-ligando.

4.2 Metodologia experimental

4.2.1 Expresiéony purificaciéon de ScEfl1ly HsEFL1

La expresion y purificacion de EFL1 se efectué como se describe en Gijsbers et al. ¢
Inocular S. cerevisiae BCY123 albergando el plasmido pRS426-ScEfl1TevHis 0 pRS426-
hsEFL1TevHis en 20 mL de medio SD-URA suplementado con 2% de glucosa y Dropout-
Ura e incubar toda la noche a 30°C y 200rpm. El preinoculo se empleé para inocular 1.5 L
del mismo medio hasta una DOeowonm de 0.05 y se incubd sin agitacion por 19h.
Posteriormente se coloca el cultivo en agitaciéon de 200rpm a 30°C hasta alcanzar una
DOsoonm de 2.0. La expresién de la proteina se realizdé con una concentracion final de 2.8%
de galactosa y se incub6 a 30°C y 200 rpm por 16 a 18h. Las células se cosecharon por
centrifugacion a 4500rpm durante 6min (rotor JA-14 Beckman-Coulter). El paquete celular
fue almacedado a -20°C hasta la purificacion de la proteina.

Para purificar la proteina EFL1 se resuspendio la pastilla celular en 30 mL de buffer de lisis
suplementado con 1 mM PMSF en etanol y 1 mM benzimidina (50 mM Tris-HCl pH 8, 1 M
NaCl, 40 mM imidazol, 5 mM MgCl;, 10% glicerol). La lisis de las células en suspensiéon se
efectud por rompimiento por friccién en el contenedor del BeadBeater con perlas de vidrio
previamente humedecidas con el buffer de lisis. El rompimiento se realiza en 5 ciclos de 2
min prendido, con 15 min de reposo entre cada ciclo. El lisado celular se centrifugd a 15500
rpm por 55min en rotor JA-17 (Beckman-Coulter). El sobrenadante se decanto vy filtré a
través de una membrana de 0.45 um (Millipore). La etiqueta de histidinas adicionada en el
extremo C-terminal de ambas proteinas permiti6 la purificacion de la proteina por
cromatografia de afinidad a iones Ni?*. Todas las soluciones y el agua utilizadas en la
purificacién se filtraron a través de una membrana de 0.45 um. La columna se equilibré con
3 volumenes de cama de agua desionizada, filtrada y sonicada seguido de 3 volimenes de

cama del buffer de lisis. El sobrenadante de la lisis celular introdujo a la columna y lavé 3
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volumenes de cama de buffer de lisis. Posteriormente se lavé la columna con 3 volimenes
de buffer de alta sal (50 mM Tris-HCI pH 8, 2 M NacCl) y se efectu6 un segundo lavado con
3 volimenes decama de buffer de lisis. Finalmente la proteina se eluy6 con 3 volumenes
de buffer de elucién (50 mM Tris-HCI pH 8, 300 mM NacCl, 250 mM imidazol, 5 mM MgCly).
Para guardar la columna, esta se lavd con 3 volimenes de cama de agua desionizada,
filtrada y sonicada. Seguido de un lavado con 3 volumenes de cama de etanol al 20% v/v y
se almacend. Subsecuentemente, las fracciones obtenidas de la elucion de la cromatografia
de afinidad a iones Ni?* se purificaron por cromatografia de exclusiéon molecular en una
columna Superdex 200 HiLoad 16/60. La columna se equilibré con 150 mL de buffer para
exclusion molecular (50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NacCl, 5 mM MgCl,). Se inyect6 1mL de
con un flujo de 0.7 mL/min. Las fracciones con la proteina se juntaron, concentraron y se

guardaron a -80°C hasta su posterior uso.

4.2.2 Desplazamiento térmico monitoreado por fluorescencia (Thermofluor)
El proceso de desnaturalizacién expone las regiones hidrofébicas de la proteina, lo que
resulta en un incremento en la fluorescencia de fluor6foros cuya fluorescencia se
incrementa al interactuar con regiones hidrofobicas de la proteina. Los ensayos de
desplazamiento térmico monitoreado por fluorescencia fueron realizados en un sistema de
deteccién en tiempo real para PCR (Step One Plus Applied Biosystem), empleando una
placa de 96 pozos. Para monitorear la desnaturalizacion de la proteina, se emple6 Sypro
orange como colorante fluorescente a una concentracion final de 5X. La concentracion de
la proteina fue de 4 uM en amortiguador 50 mM HEPES pH 8, 150 mM NacCl, 2 mM MgCl,
y 3% de DMSO. Se empled una rampa de calentamiento de 25 a 90°C con incremento de
1°C/min. La intensidad de la fluorescencia se midi6é a una longitud de onda de excitacién de

490 nm y a 530 nm para la emisién ©*.
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5 Resultados y Discusion

A continuacién se presentan los resultados obtenidos de la busqueda por similitud
estructural con la sordarina. Asi como del acoplamiento molecular de los compuestos con
mayor similitud 3D con la sordarina a las proteinas ScEfll y HSEFL1 en su conformacion

traslocada, obtenidos mediante las metodologias descritas anteriormente.

5.1 Cribado virtual basado en la similitud molecular con sordarina
Una estrategia para seleccionar compuestos con actividades similares es emplear el

conocimiento contenido en bases de datos de compuestos. Se describe numéricamente al
compuesto de interés y se analiza su similitud con los compuestos anotados en una base
de datos. Existen varias formas de caracterizar numéricamente a un compuesto,
tipicamente existen dos estilos de descriptores; cadenas de bits de ceros y unos y vectores
de npumeros continuos. En los descriptores de cadenas de bits, cada bit nota la presencia
o ausencia de un fragmento molecular en particular. Mientras que en un descriptor de vector
de numero continuos los elementos del vector notan los valores de propiedades
moleculares. Para medir la similitud en PoverMV 0.61, entre una molécula blanco y cada
molécula candidata por descriptores de cadenas de bits se usa la distancia de Tanimoto.
Para medir la similitud entre moléculas en vectores continuos se usa la distancia de
Euclidian. Los descriptores basados en pares de atomos comparan el tipo de &tomos entre
la molécula candidata y la molécula blanco; en el estilo Carhart cada atomo ademas se
define basado en sus conecciones con atomos distintos a hidrogeno y el nimero de
electrones pi. El descriptor basado en fragmentos toma en cuenta los principios
bioisostéricos, por ejemplo un grupo disulfuro (-S-) se usa frecuentemente para reemplazar
un grupo ester (-O-), por lo que se clasifican estos grupos como del mismo tipo. El descriptor
continuo nimero de carga ponderado incluye electronegatividad, lipofilicidad atémica y
XLogP 2. Los valores promedio de similitud obtenidos para los 500 vecinos mas cercanos
a sordarina de acuerdo con cada descriptor molecular en PowerMV versién 0.61 de los

compuestos presentes en la biblioteca se recopilaron en la Tabla 1.
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Tabla 1. Evaluacion de la similitud 2D con sordarina de los compuestos en la biblioteca
ZINC15 segun los descriptores moleculares empleados por PowerMV 0.61.

Descriptor Promedio
Pares de atomos 0.181T
Pares de atomos de Carhart 0.498 7
Pares de fragmentos 0.690 T
Huellas digitales de farmacéforo | 0.586 7
Numero de carga ponderado 0.662 E

T Similitud de Tanimoto; E Similitud de Eucledian

Se obtuvieron 812 moléculas con valores de similitud menores al promedio para cada
descriptor, compuestos denominados como vecinos mas cercanos, donde 0.00 es el valor
que representa la mayor similitud. En seguida se realiz6 el alineamiento 3D con la sordarina
por tipo de atomos y mediante subestructura comun (MCS) de estas 812 moléculas
empleando MarvinSketch de ChemAxon. El valor promedio del alineamiento por tipo de
atomos fue de 0.332, mientras que para el alineamiento por subestructura comun fue de
0.339. Cerca de 70 moléculas poseian valores superiores al promedio para ambos tipos de
alineamiento 3D. Estos compuestos fueron seleccionados para efectuar su acoplamiento
en las proteinas ScEfll y HSEFL1 luego de corroborar su disponibilidad comercial.

5.2 Acoplamiento molecular

En primer lugar se realizé el acoplamiento de la sordarina en la estructura de EF-2, tanto
en presencia como ausencia de moléculas de agua en el sitio de unién. Esto para evaluar
si la presencia de agua era requerida para una prediccion acertada de la pose del ligando
como se observa en la estrucutra cristalografica. Al comparar la pose de la sordarina con
mayor afinidad predicha por MOE del acoplamiento en presencia de moléculas de agua,
contra la conformacién de sordarina co-cristalizada en EF-2 (Figura 8) se obtuvo una
desviacion cuadratica media (RMSD) de 0.4 A y un puntaje de -39.99 kcal/mol. Mientras
gue para el acoplamiento en EF-2 excluyendo las moléculas de agua el RMSD calculado
fue de 0.5 Ay el puntaje de -29.00 kcal/mol. Dado que la pose predicha del ligando posee
un RMSD menor a 2 A, se puede inferir que la presencia de moléculas de agua no es un
factor determinante para la prediccion de la pose de union del ligando en este sistema, ya
que la conformacion es practicamente la misma que la de la sordarina co-cristalizada

(Figura 9). En cambio, la presencia de las moléculas de agua si favorece el puntaje de
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energia de interaccion con EF-2. Ya que como se muestra en la Figura 9 A las moléculas
de agua en el sitio de unién se encuentran mediando interacciones con residuos que no

contactan directamente con sordarina como la Met522, Val560 y Met796.

Figura 8. Sordarina co-cristalizada con EF-2 y su diagrama de interaccién en el sitio de unién
entre los dominios Il (azul), IV (rojo) y V (verde). Se muestran las moléculas de agua mediante
las cuales interactlan los residuos en EF-2 (Ver Anexo 9.3 para conocer el tipo de interaccion proteina-
ligando).

A)
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B)

MET-706._
b

Figura 9. Pose de union de sordarina predicha por MOE y diagrama de interaccion en EF-2 en
presencia (A) o ausencia (B) de moléculas de agua en el sitio de unién entre los dominios
(azul), IV (rojo) y V (verde). La conformacion del ligando cristalizado se muestra en gris como
referencia (Ver Anexo 9.3para conocer el tipo de interaccion proteina-ligando).

Primeramente, se realizo la prediccion de los principales bolsillos de unién de moléculas
organicas pequefas en la conformacion no traslocada y traslocada de la proteina EFL1
humana. Los cinco mejorers sitios probables de unién predichos por la herramienta SiteMap
(Schrodinger, LLC, New York, NY, 2017) se muestran en la Figura 10 y los residuos que los
conforman se enlistan en las Tabla 5y 6 del Anexo 9.1. Tras la preparacion de las moléculas
con Ligprep (Schrodinger, LLC, New York, NY, 2017) se realiz6 el acoplamiento molecular
sobre las estructuras tridimensionales de ScEfl1l y HSEFL1. Ademéas cabe mencionar que
el acoplamiento se realizdé sin moléculas de agua en el sitio de union. Ya que como
anteriormente se sefiald6 para el sistema sordarina*EF-2, estas no son necesarias para
predecir de forma adecuada la conformacién de unién del ligando, pero si favorecen el valor

puntaje de interaccién calculado.
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A)

Figura 10. Principales sitios de unién a ligando predichos por la herramienta SiteMap en
HsEFL1 en la conformacion A) no traslocada (PDB ID 5ANB: K) y B) traslocada (PDB ID 5ANC:
K) ?2. El sitio equivalente de unién a sordarina (1) se indica en verde. Dominio | (gris), Il e
insercion (magenta-amarillo) 1l (azul), IV (rojo) y V (verde).

SiteMap puede emplearse para clasificar la “drogabilidad” de las proteinas, como medida
de su capacidad para unirse fuertemente a moléculas pequefas absorbidas pasivamente.
La hidrofobicidad representa el factor mas importante en el Dscore que establece el
programa SiteScore debido a que sitios no drogables o dificilmente drogables tipicamente
son mucho mas hidrofilicos y menos hidrofébicos que los sitios drogables. El valor de
Dscore calculado para el sitio equivalente de unién a sordarina (sitio 1) que se muestra en
verde en la Tabla 5y 6 en HSEFL1 del Anexo 9.1, sugiere que presenta caracteristicas de
un sitio “drogable” (ver Tabla 7 en Anexo 9.2). El sitio nimero 3, resaltado en cyan en las
tablas mencionadas, corresponde al sitio de unién a nucleétidos de guanina, lo cual explica
el alto valor de Dscore calculado, por su capacidad predicha para unirse a moléculas

pequefias de forma pasiva como se sefialé previamente.
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Los 10 ligandos con mejor puntaje obtenido del acoplamiento flexible en el sitio equivalente
de union a sordarina empleando Glide XP sobre las proteinas EFL1, se resumen en la Tabla
8 del Anexo 9.4. Ademas se muestra el valor calculado para la energia libre de unién con
Prime MM-GBSA para los complejos proteina-ligando obtenidos del acoplamiento. Cabe
mencionar que el puntaje obtenido para los ligandos que se muestran en la Tabla 8 fue
mucho menor en los sitios 2 al 5 comparados con los que se observaron en el sitio 1. Por
lo cual existiria mayor especificidad de unién de los ligandos hacia el sitio 1 ubicado entre
los dominios Il al V. Asi mismo se muestra la pose del ligando en el sitio de unién de la
proteina para los 10 compuestos con energia de interaccion predicha mas favorable. Se
muestran las cadenas laterales de los residuos involucrados en la unién con el ligando asi
como las interacciones por puente de hidrégeno (Figura 11 y Figura 12).

Asi mismo se realiz6 el acoplamiento con MOE en la regién entre los dominios I, IVy V se
obtuvieron los ligandos enlistados en la Tabla 9 el Anexo 9.4 como los que poseen
interaccion mas favorable con las proteinas HSEFL1 y ScEfl1. La pose del ligando en el sitio
de union de la proteina se ilustra en la Figura 13 y Figura 14.
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Figura 11. Mejores 10 acoplamientos en HSEFL1 obtenidos con Glide XP en la regién entre los
dominios Il (azul), IV (rojo) y V (verde). Las interacciones polares se muestran en amarillo.
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Figura 12. Mejores 10 acoplamientos en ScEfl1 obtenidos con Glide XP en la region entre los
dominios Il (azul), IV (rojo) y V (verde). Las interacciones polares se muestran en amatrillo.
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Figura 13. Se muestran los 10 mejores acoplamientos en HsEFL1 obtenidos con MOE en la
region entre los dominios Il (azul), IV (rojo) y V (verde).
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region entre los dominios Il (azul), IV (rojo) y V (verde).
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En los acoplamientos obtenidos para la proteina HSEFL1 se observan interacciones polares
importantes de los ligandos con los residuos Arg619 y Phel054 empleando Glide (Figura
11) y MOE (Figura 13). Asi como con los residuos Arg680 y Phel045 en los acoplamientos
en ScEfll efectuados con Glide (Figura 12) y con MOE (Figura 14). Estos residuos son los
equivalentes a GIn490 y Phe798 presentes en su homadlogo estructural EF-2, los cuales se
encuentran formando puentes de hidrégeno con la sordarina en la estructura cristalizada
1NOQU. Finalmente en la Tabla 10 del Anexo 9.4 se presentan los 10 ligandos para los cuales
se calculd el mejor puntaje de acoplamiento empleando AutoDock Vina en PyRx hacia las
proteinas HSEFL1 (Figura 15) y ScEfll (Figura 16). Dado que el algoritmo de busqueda
conformacional, asi como la funcidbn de puntaje son distintas para cada uno de los
programas usados en el acoplamiento, no se predicen las mismas moléculas entre las 10
mejores segun su puntaje asignado. Sin embargo existen compuestos coincidentes en los
tres programas de acoplamiento molecular usado como ZINC000085946246 vy
ZINC000257470512 para los acoplamientos en ScEfll, y ZINC000253534724,
ZINC000077292071 y ZINC000036052121 para los acoplamientos en HSEFL1.

Recordemos que el puntaje de interaccion predicho por MOE para sordarina en EF-2
excluyendo las moléculas de agua, puesto que no parecen influir sobre la conformacién de
la pose de union predicha, fue de -29.00 kcal/mol. En el caso de los compuestos con mejor

puntaje predicho empleando MOE que se enlistan en la

Tabla 9, el compuesto con mejor afinidad calculada en HSEFL1 fue ZINC000253534724 (-
27.22 kcal/mol) y en ScEfl1 fue ZINC000077312672 (-28.95 kcal/mol), ambos compuestos

contienen un anillo de tetrahidropirano al igual que la sordarina.
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a3 )
Figura 15. Se muestran los 10 mejofes acoplamientos en HSEFL1 obtenidos con AutoDock Vina
en PyRx en la regién entre los dominios Ill (azul), IV (rojo) y V (verde).
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Figura 16. Se muestran los 10 mejores acoplamientos en ScEfl1 obtenidos con AutoDock Vina
en PyRx en la region entre los dominios Il (azul), IV (rojo) y V (verde).
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No.

Ademas se realizo el acoplamiento en EF-2 (PDB ID: 1NOU) de los ligandos con mayor

similitud 3D con sordarina pero seleccionados para la proteina EFL1. En la Tabla 2 se

presenta el puntaje calculado para el acoplamiento en EF-2 de S. cerevisiae de los 20

ligandos que obtuvieron los mejores puntajes de acoplamiento tanto en ScEflL como en

HsEFL1.

Tabla 2. Puntajes calculados para el acoplamiento molecular de los ligandos en EF-2 de S.

cerevisiae empleando Glide.

Ligandos con mejor puntaje en HSEFL11

Ligando

ZINC000085340910

iaseys

ZINC000253532104

ZINC000008234384

XP Glide

score en EF-2

(en HSEFL1)

kcal/mol

-7.49 (-8.94)

-7.30 (-8.54)

-7.30 (-7.16)

Ligandos con mejor puntaje en ScEfl1

Ligando

ZINC000085946246

XP Glide
score en EF-2
(en ScEFL1)

kcal/mol

-7.58 (-7.42)

-7.27 (-8.13)

-7.27 (-7.16)
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https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000085340910/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000257470514/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000253532104/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000253534723/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000008234384/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000085946246/

No.

Ligandos con mejor puntaje en HSEFL11

Ligando

ZINC000253532106

XP Glide
score en EF-2
(en HSEFL1)
kcal/mol

-7.27 (-6.68)

-7.24 (-9.41)

-7.24 (-8.56)

-7.23 (-8.49)

Ligandos con mejor puntaje en ScEfl1

Ligando

= Y, )
ﬁ' A
-:4/:

ZINC000253532111

3T

ﬁ 0 A |
.. _O;W
.~

ZINC000253532106

ZINC000008234384

XP Glide
score en EF-2
(en ScEFL1)
kcal/mol

-7.24 (-9.80)

-7.23 (-9.32)

-7.23 (-8.72)

-7.23 (-6.94)
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https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000253534723/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000253532111/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000253534724/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000253532106/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000253532111/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000253532108/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000253532106/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000008234384/

No.

10

11

Ligandos con mejor puntaje en HSEFL11
XP Glide
score en EF-2
(en HSEFL1)
kcal/mol

Ligando

: 5 1
; /@ O\ -7.23(-10.21)
A

ZINC000253532108

\. Q -7.14 (-9.42)
S~ .
ZINC000253534722
-6.74 (-5.59)
ZINC000038140890
-6.42 (-7.16)

ZINC000077292071

Ligandos con mejor puntaje en ScEfl1
XP Glide
score en EF-2
(en ScEFL1)
kcal/mol

Ligando

A O -7.23 (-6.94)
oy

ZINC000008234385

L Q -7.14 (-8.37)
—~
ZINC000253534722
}J}\\HO‘,JIH V4 -6.45 (-8.44)
4 _;-._,. :
ZINC000253534724
N
T
* ..“":;- '642 ('694)

ZINC000077292071
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https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000253532108/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000008234385/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000253534722/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000253534722/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000038140890/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000253534724/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000077292071/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000077292071/

No.

12

13

14

15

Ligandos con mejor puntaje en HSEFL11

Ligando

ZINC000257470512

ZINC000038140888

XP Glide
score en EF-2
(en HSEFL1)
kcal/mol

-6.21 (-7.40)

-6.05 (-6.42)

-6.02 (-7.31)

-6.02 (-5.71)

Ligandos con mejor puntaje en ScEfl1

Ligando

ZINC000257470512

ZINC000008214538

ZINC000038140888

ZINC000077312672

XP Glide
score en EF-2
(en ScEFL1)
kcal/mol

-6.21 (-6.36)

-6.04 (-8.08)

-6.02 (-6.11)

-5.84 (-9.03)
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No.

16

17

18

19

Ligandos con mejor puntaje en HSEFL11
XP Glide
score en EF-2
(en HSEFL1)
kcal/mol

Ligando

-5.94 (-5.74)

ZINC000096102533

,MJMQJ‘ -5.84 (-8.94)

ZINC000077312672

e -5.71 (-6.79)
ZINC000040164488
— N >—\—\
s "\ -5.26 (-5.30)

ZINC000033604952

Ligandos con mejor puntaje en ScEfl1
XP Glide

score en EF-2

Ligando
(en ScEFL1)
kcal/mol

N ($ -5.84 (-8.06)

ZINC000096023887
-5.71 (-6.92)

ZINC000040164488
-5.40 (-8.69)

/_/"l_-(:J ::?._"l\_\
e S\ -5.26 (-5.33)

ZINC000033604951
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No.

20

Ligandos con mejor puntaje en HSEFL11
XP Glide
score en EF-2
(en HSEFL1)
kcal/mol

Ligando

-5.18 (-6.53)

ZINC000085946247

Ligandos con mejor puntaje en ScEfl1
XP Glide
score en EF-2
(en ScEFL1)
kcal/mol

Ligando

-5.18 (-7.16)

ZINC000085946247

En general los ligandos parecen poseer energias de union menos favorables hacia EF-2

que hacia EFL1, sugiriendo que las moléculas se unirian preferiblemente a ésta Gltima. Los

compuestos para los cuales se predecia una mejor interaccion con EF-2 fueron

descartados. Posteriormente se inspeccionaron los modos de unién predichos por Glide,

MOE y Autodock vina de las moléculas con puntajes de XP Glide menores a -5.0 kcal/mol.

Los compuestos para los que se observé mayor similitud entre las poses obtenidas de los

tres distintos acoplamientos fueron seleccionados para efectuar un andlisis mas detallado

empleando simulaciones de dinamica molecular (Tabla 11 Anexo 9.5).
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5.3 Simulaciones de dindmica molecular y prediccion de la energia de

union de ligando
Tras realizar la produccion de las simulaciones de acuerdo con lo descrito en la seccién
4.1.3, se analizaron las trayectorias producidas, graficando el RMSD (del inglés Root Mean
Square Deviation) para cada sistema en funcién del tiempo. La conformacion final de los
ligandos en cada simulacion fue comparada con la conformacién de inicio predicha por el

acoplamiento.

5.3.1 Complejo EF-2+sordarina
Con el objetivo de elucidar la estabilidad conformacional de la sordarinay EF-2 se realizaron

las simulaciones empleando una metodologia denominada simulated annealing. Esta
técnica consiste en ciclos de calentamiento y enfriamiento del sistema para evaluar a qué
conformacion converge el sistema después de la desnaturalizacién y subsecuente re-

naturalizacion del sistema.

sordarins ca EF2 adocado

=
g ]
é
1.
0 ~ . 3 ; )
RMSD 0.67 A v . Ticiopoi(as) ’ .
sordarina en EF2 wanbocado
4»,
3|
a3
5
1 h
RMSD 1.01 A = ¢ "~ 6  @© w0

Tiempo (ns)

Figura 17. Comparacion de la conformacion final (blanco) contra la inicial (morado) de sordarina
obtenida del acoplamiento entre los dominios Il al V en la conformacion traslocada de EF-2 a
310 K (A) y empleando simulated annealing (B) con sus graficas de RMSD de los 4tomos
pesados de la sordarina.
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Como se ilustra en la Figura 17 la variacion en el RMSD de los atomos pesados de la
sordarina no es mayor a 2 A, es decir, la conformacién de la sordarina al inicio y final de la
simulaciéon para ambos casos es practicamente la misma. Esto indica que el ligando se
encuentra en una conformaciéon estable en el sitio de unién. Para corroborar lo anterior,
ademas se evaluaron las frecuencias de contacto mayores a 5.0 %, con los residuos de EF-
2 que se encontraban a 4 A de la sordarina durante la simulacion entera (Figura 18). Tanto
en la simulacién a 310 K como con simulated annealing los contactos con la Y521, F798 y
W801 se mantienen constantes; asi mismo otros residuos con alta frecuencia de contacto
son la Q490, 1529, A562 y F729. Entre estos residuos con importante probabilidad de
contacto de EF-2 se encuentran Q490, A562 y F798 que forman puentes de hidrégeno con
el ligando de acuerdo con la estructura cristalografica del complejo EF-2esordarina (PDB
ID: INOU) 2. La frecuencia en el contacto con sordarina para residuos como R564 y F778
disminuye bajo el esquema con simulated annealing si se compara con la frecuencia de
contacto en la simulacién a 310 K. Esto es de esperarse, debido al incremento de la energia
cinética durante el simulated annealing, de modo que la distancia podria aumentar para las
interacciones débiles.

A) B)

S;r Gln
Met) (Yl )i 523 ;=
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778 i, 7 N\
( \ ) \

\7/:; . ‘\ P
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774 Ala . 55

z - Pro
eu
Pro 1 222
727 L val

Figura 18. A) Frecuencia de contacto de residuos en EF-2 que se encuentran a 4 A de sordarina
durante la simulacién a 310 K (negro) y en simulated annealing (azul) donde cada circulo
representa un incremento de 10% de probabilidad de contacto. B) Diagrama de interaccion de

la pose de unidn inicial de sordarina con EF-2.
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La transicion de la conformacion del estado traslocado al no traslocado fue evaluada a
través del cambio en el RMSD del esqueleto de la proteina (atomos N, Ca, C, O). Se
comparo6 cada cuadro de la simulacién con la conformacion en el estado no traslocado de
EF-2 (PDB ID: 1NOV) cuando la proteina se encontraba sin ligando, o bien en complejo con
sordarina (Figura 19). En el panel B es posible notar que la conformacion del esqueleto de
EF-2 en complejo con sordarina (linea roja) guarda una diferencia constante en el RMSD
con la conformacién no traslocada de la misma proteina que es contra la cual se compara,
la superposicién de las estructuras se ilustra en la Figura 20 paneles B y D cuando la
sordarina se encuentra presente. Es decir la conformacién no cambia de aquella en el
estado translocado (inicial) y se encuentra estable pues el RMSD no presenta fluctuaciones
mayores a 1 A. A diferencia de esto, el esqueleto de EF-2 muestra cambios mas
significativos en el RMSD en la simulacion en la que se removieron las coordenadas de

sordarina, lo cual indica una menor estabilidad en su conformacién durante la simulacion.
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Figura 19. Transicion de la conformacion del esqueleto de EF-2 calculado para los atomos N,
Ca, C, O desde el estado traslocado hacia el no traslocado a 310 K (A) y empleando simulated
annealing (B) en ausencia (negro) o presencia de sordarina (rojo).

La Figura 20 muestra la superposicion de la estructura de EF-2 al inicio y al final de la
simulacion fijando los dominios | y Il. Se puede notar en la Figura 20 A que si bien, tras 10
ns de simulacion en ausencia de sordarina la conformacion de los dominios IV y V apenas
ha comenzado a cambiar, la correspondiente conformacion en el dominio Il en azul claro
se ha modificado y ha adquirido una conformacién que se asemeja a la de dicho dominio
en la estructura no traslocada de EF-2 (RMSD 8.14 A). Al comparar la conformacion del

dominio Il al inicio de la simulaciéon con la del estado no traslocado el RMSD era de 14.32
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A. Mientras que al comparar la conformacion del dominio Il después de 10 ns de simulacion
del complejo EF-2+sordarina con su conformacion en la estructura no traslocada el RMSD
es 9.42 A. Esto indica que en presencia de sordarina la conformacion de dicho dominio
varia menos que cuando no esta presente, dado que el RMSD mantiene un valor mas

cercano al de inicio cuando se compara con la conformacion no traslocada de EF-2.

Una vez efectuada la simulacion empleando el programa de simulated annealing (Figura 20
C y D) el RMSD del dominio Il en EF-2+sordarina comparado con su conformacién en EF-
2 no traslocado fue de 19.42 A y para EF-2 sin ligando fue de 21.77 A. Esta diferencia en
el RMSD se correlaciona con el comportamiento observado en el grafico de la Figura 19 B,
donde existe una gran fluctuacion en el RMSD del esqueleto de EF-2 cuando esta se
encuentra sin ligando (linea negra), revelando una menor estabilidad conformacional. Por

lo cual la sordarina presenta un rol estabilizador en la conformacion de la proteina.

Figura 20. Superposicion de EF-2 alineando los dominios 1 y Il (no visibles), se representa como
cartoon los dominios Il en azul, IV en rojo y V en verde al tiempo O (tonos oscuros) y 10 ns
(tonos claros) con la conformacion no traslocada en representacion de liston. En ausencia (A,
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C) o presencia (B, D) de sordarina durante la simulacion a 310 K (A y B) y bajo el esquema de
simulated annealing (C y D) desde la conformacién traslocada de EF-2.

Posteriormente se evalud la estabilidad conformacional de EFL1 en complejo con los
ligandos listados en la Tabla 11 mediante MD. Los graficos de RMSD en la Figura 32 y
Figura 33 del Anexo 9.6 se generaron mediante la comparacion de las conformaciones a lo
largo de la trayectoria respecto a las de inicio, es decir la conformacion traslocada, del
esqueleto de la proteina HSEFL1 y ScEfl1, respectivamente. En estos gréficos se puede
apreciar que a lo largo de los 10 ns de simulacién, en general no existen fluctuaciones muy
marcadas en el esqueleto de la proteina de los complejos analizados, por lo que parece ser
gue la presencia de los ligandos no altera la estabilidad de la estructura proteica. Los
complejos dejan de presentar incremento significativo en el RMSD alrededor de los 4 ns,
con excepcion del complejo HSEFL1-09 (Figura 32 B) que muestra una fluctuacion luego
de los 5 ns y el complejo ScEfl-16 (Figura 33 D) que manifiesta incremento hasta los 8 ns

de simulacion, lo que indicaria menor estabilidad en la conformacién de la proteina.

Para investigar la estabilidad de unién de los ligandos en la regién interdominio de las
proteinas, se calculé el RMSD de la posicidon de cada ligando en el complejo con las
proteinas HSEFL1 (Figura 34 Anexo 9.6) y ScEfl1l (Figura 36 Anexo 9.6). El ligando 16
mostré las mayores fluctuaciones en el RMSD tanto para el complejo con HSEFL1 como
con ScEfll, lo que implicaria una baja interacciébn de este compuesto en la region
equivalente de unién a sordarina en dichas proteinas. A continuaciéon se realiz6 una
extension de la simulacion para el complejo HSEFL1-16 y ScEfl1-16 hasta 100 ns para
evaluar si el ligando era capaz de estabilizarse en el sitio de union tras un mayor tiempo de
simulacién (Figura 35 y Figura 37 Anexo 9.6). Este ligando no llega a obtener una
conformacion estable en ScEfl1, pero en complejo con HSEFL1 si logra mantener una

conformacion que no varia mas de 2 A a partir de los 60 ns de simulacion.

Una vez realizadas las simulaciones de los ligandos en complejo con HSEFL1 y ScEfl1,
para realizar la estimacion de las energias de unién se aplico la metodologia LIE empleando
el factor B correspondiente de acuerdo la naturaleza quimica del ligando determinados por
Hansson et al.>*. Siendo 0.37 para compuestos neutros con un solo grupo hidroxilo, 0.33 si
posee dos 0 més grupos hidroxilo y 0.5 para compuestos cargados. Ademas, se usaron las

energias de interaccion couldmbicas y de Lennard-Jones promedio para el ligando libre
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obtenidas de simulaciones del ligando en agua. Las energias de unién predichas para los
ligandos de los complejos con HSEFL1 y ScEfl1 analizados mediante simulacién molecular

se recopilan en la Tabla 3 y Tabla 4.

La energia de unién mas negativa a HsEFL1 corresponde al ligando numero 17, mientras
gue la menos favorable corresponde al compuesto 16, el cual ademéas mostrd una de las
mayores fluctuaciones en el RMSD (Figura 34 D Anexo 9.6). Lo que sugiere que no habra
interaccion propicia entre dicho compuesto y la regién ubicada entre los dominios Ill, IVy V
de HSEFLL1. Este resultado difiere de los obtenidos en los acoplamientos, ya que en ellos el
compuesto nimero 16 obtuvo puntajes favorables (Glide= -9.43 kcal/mol, MOE= -22.95
kcal/mol, AutoDock Vina= -6.5 kcal/mol). Para los complejos con la proteina ScEfll, la
energia de unién mas favorable corresponde al compuesto nimero 3y la mas desfavorable
al compuesto 9, el cual también obtenia puntajes negativos en el acoplamiento molecular
(Glide= -6.917 kcal/mol, MOE= -18.341 kcal/mol, AutoDock Vina= -9.40 kcal/mol).
Aplicando el calculo de energia de union mediante el enfoque LIE es posible disminuir la
cantidad de ligandos falsos positivos que en muchas ocasiones el acoplamiento molecular

no es capaz de discriminar.

Tabla 3. Energia libre de unién a HsEFL1 obtenida para cada ligando empleando el método
LIE.

No. Compuesto LIE AGpicn kKI/mol (DS)
1 ZINC000096023887 -17.550 (6.779)
2 ZINC000257470512 -22.074 (7.902)
3 ZINC000015070573 -20.019 (6.800)
4 ZINC000077291909 -5.978 (5.173)
5 ZINC000004692041 26.482 (11.186)
6 ZINC000253532104 16.589 (15.699)
7 ZINC000036052121 -7.384 (5.115)
8 ZINC000077312672 1.591 (14.724)
9 ZINC000040164488 26.541 (12.811)
10 ZINC000008214538 -16.587 (6.504)
11 ZINC000253534724 6.833 (14.680)
12 ZINC000085946247 -30.460 (7.539)
13 ZINC000257459537 -13.453 (5.836)
14 ZINC000038139805 -8.225 (4.617)
15 ZINC000035465157 -13.330 (5.521)
16 ZINC000253534722 31.643 (12.993)
17 ZINC000003295242 -46.721 (13.193)
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18 ZINC000253532106 3.708 (12.170)
19 ZINC000253532108 -11.348 (9.901)
20 ZINC000040163012 -9.134 (5.309)

Tabla 4. Energia libre de unién a ScEfl1 obtenida para cada ligando empleando el método LIE.

No. Compuesto LIE AG pisn KI/mol (DS)
1 ZINC000096023887 -5.360 (5.720)
2 ZINC000257470512 -2.371 (5.482)
3 ZINC000015070573 -16.088 (11.365)
4 ZINC000077291909 -1.682 (4.898)
5 ZINC000004692041 21.054 (11.262)
6 ZINC000253532104 12.546 (13.211)
7 ZINC000036052121 -8.685 (5.144)
8 ZINC000077312672 21.024 (14.162)
9 ZINC000040164488 24.933 (13.342)
10 ZINC000008214538 -9.252 (6.138)
11 ZINC000253534724 6.389 (5.421)
12 ZINC000085946247 -2.140 (6.461)
13 ZINC000257459537 -1.777 (4.779)
14 ZINC000038139805 -15.246 (5.268)
15 ZINC000038140888 -3.139 (4.594)
16 ZINC000033604951 2.116 (5.610)
17 ZINC000247930162 -3.039 (5.343)
18 ZINC000096102535 -13.884 (4.646)
19 ZINC000252515685 -2.544 (6.286)
20 ZINC000254045588 3.049 (5.017)

Los complejos de los ligandos con los AG,,,,;s, MAS negativos de acuerdo con la metodologia
LIE fueron seleccionados para evaluar la estabilidad conformacional del esqueleto de la

proteina en el complejo, con simulaciones a 310 K y bajo simulated annealing.

5.3.2 Complejo HsEFL1-ligandol17

Dado que el ligando 17 obtuvo el puntaje de energia de interaccion mas negativo con
HsEFL1, se investigo la estabilidad que presentaba la conformacion tanto de ligando como
del esqueleto proteico en el complejo HsEFL1-ligando 17. EI RMSD del ligando fue muy

estable a lo largo de la simulacion a 310 K, su conformacién sélo vari6 0.94 A respecto a la
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conformacion predicha por el acoplamiento (Figura 21). En cambio bajo simulated annealing
la conformacion del ligando se modifica 2.07 A respecto a la conformacion de inicio. A pesar
de ello, la conformacion del ligando se estabiliza después de los 4 ns manteniéndose

constante hasta el final de la simulacion.
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Figura 21. Comparacioén de la conformacion final (blanco) contra la inicial (morado) del ligando
17 en complejo obtenida del acoplamiento entre los dominios Il al V en la conformacién
traslocada de HsSEFL1 a 310 K (A) y empleando simulated annealing. (B) Graficas de RMSD de
los atomos pesados del ligando.

Posteriormente se evaluaron las frecuencias de contacto mayores a 5.0 %, con los residuos
de HSEFL1 que se encontraban a 4 A del ligando 17 durante el total del tiempo de
simulacién (Figura 22). Tanto en la simulacion a 310 K como en simulated annealing los
contactos con la E653, E767, y F1054 se mantienen constantes; asi mismo otros residuos
con alta frecuencia de contacto son Q764, E768, N769 y W1057. La diferencia en la

frecuencia de contacto con los residuos entre la simulacién a 310 K y la realizada bajo
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simulated annealing se debe a que el ligando 17 adopta una nueva conformacion dentro

del sitio de unién en esta Ultima simulacién (Figura 21 B).
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Figura 22. A) Frecuencia de contacto de residuos en HsEFL1 que se encontraban a 4 A de
sordarina durante la simulacién a 310 K (negro), simulated annealing (azul) donde cada circulo
representa un incremento de 10% de probabilidad de contacto. B) Diagrama de interaccion de
la pose de unidn inicial para el ligando 17 con HsEFL1.

La transicion de HSEFL1 desde su conformacion traslocada hacia la conformacién no
traslocada no es evidente aun a los 10 ns de simulacion a 310 K o utilizando simulated
annealing (Figura 23). Una vez realizada la superposicion de los dominios | y || de HsEFL1
en la conformacién inicial y al final de la simulacion a 310 K el RMSD de los dominios 11l al
V al inicio de la simulacién, comparados con su conformacion en la estructura no traslocada
de HsEFL1 (representacion de liston) fue de 10.99 A. Luego al comparar la conformacion
los dominios Il al V con la estructura no traslocada de HSEFL1, el RMSD fue de 17.41 A.
Mientras que al comparar la conformacion al finalizar la simulacion del complejo HSEFL1-
17 a 310 K con su conformacién en la estructura no traslocada el RMSD fue 20.09 A.
Utilizando simulated annealing en ausencia de ligando el RMSD del esqueleto de la proteina

calculado para la conformacion final de los dominios Il al V comparados con la del estado
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no traslocado result6 de 17.63 A. Mientras que al comparar la conformacion del dominio Il

después de 10ns de simulacién del complejo con el ligando 17 con su conformacién en la

estructura no traslocada el RMSD es 20.84 A (Figura 24). Dado que las diferencias en el

RMSD al final de las simulaciones tomando como referencia la estructura no traslocada de

HsEFL1 son casi idénticas en ambas simulaciones, parece que el simulated annealing no

acelera la evolucién en la conformacion de este sistema. Aunque en el caso del complejo

con el ligando el valor del RMSD es mayor, lo que indica que en el complejo los dominios

Il a V poseen una conformacion menos similar a la que existe en la estructura no traslocada

de HsEFL1.
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Figura 23. Transicion de la conformacion del esqueleto de HsEFL1 calculado para los atomos
N, Ca, C, O desde el estado traslocado hacia el no traslocado a 310 K (A) y empleando simulated
annealing (B) en ausencia (negro) o presencia de ligando (rojo).
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Figura 24. Superposicion de HSEFL1 alineando los dominios | y Il (no visibles), se representa
como cartoon los dominios Ill en azul, IV en rojo y V en verde a los tiempos 0 (tonos oscuros)
y 10 ns (tonos claros) con la conformacion no traslocada en representacion de liston. En
ausencia (A, C) o presencia (B, D) del ligando 17 durante la simulacion a 310 K (A y B) y bajo
el esquema de simulated annealing (C y D) desde la conformacién traslocada.

55



5.3.3 Complejo ScEfl1-ligando 03

Puesto que el ligando 3 obtuvo el puntaje de energia de interaccion mas favorable con
ScEfll empleando la metodologia LIE, se indagé la estabilidad conformacional tanto del
ligando como del esqueleto proteico en el complejo ScEfl1-ligando 03. De acuerdo con el
grafico de RMSD del ligando en el complejo ScEfll-ligando 03 la diferencia de la
conformacion del este comparado con su pose inicial no es significativa, ya que fue menor
a 2 A durante la simulacion a 310 K. Hacia el final de la simulaciéon su conformacion se
modifico a 1.16 A respecto a su conformacion de inicio predicha por el acoplamiento. Asi
mismo durante la simulacion empleando simulated annealing el cambio en la conformacion
del ligando no supero los 2 A respecto a la pose inicial (Figura 25). Asi mismo, la frecuencia
de contacto con los residuos de ScEfll que se encontraban a 4 A del ligando, cuyo valor
superaba el 5.0 % a lo largo de la simulacion se aprecian en la (Figura 26). Tanto en la
simulacién a 310 K como usando simulated annealing los contactos con la P677, 1678, Y711
y E713 se mantienen constantes; asi mismo otros residuos con alta frecuencia de contacto
son 1719, C721, Q1042, L1043 y F1045. La diferencia en la frecuencia de contacto de los
residuos en ScEfl1 con el ligando 3 entre la simulacién a 310 K y con simulated annealing
son menores que las observadas para HSEFL1 con el ligando 17. Pues como se ha
mencionado el ligando 3 no sufre fluctuaciones mayores a 2 A en su RMSD hacia el final
de las simulaciones, manteniendo aproximadamente los mismos contactos entre ambas

simulaciones durante la produccion de estas.
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Figura 25. Comparacion de la conformacion final (blanco) contra la inicial (morado) del ligando
17 en complejo obtenida del acoplamiento entre los dominios Il al V en la conformacion
traslocada de ScEFL1 a 310 K (A) y empleando simulated annealing. (B) Graficas de RMSD de
los 4tomos pesados del ligando.
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Figura 26. A) Frecuencia de contacto de residuos en ScEfll que se encontraban a 4 A del
ligando 17 durante la simulacién a 310 K (negro), simulated annealing (azul) donde cada circulo
representa un incremento de 10% de probabilidad de contacto. B) Diagrama de interaccion de
la pose de union inicial para el ligando 3 con ScEfl1.

La transicion en la conformacion de ScEfll es muy notoria durante los primeros 3 ns de
simulacién particularmente en el esqueleto de la proteina en ausencia del ligando 3
representado por la linea negra en el grafico de la Figura 27. Ademas el cambio es mas
pronunciado en las simulaciones bajo simulated annealing debido a los ciclos de
calentamiento y enfriamiento que sufre el sistema. El esqueleto de ScEfl1 en complejo con
el ligando 3 mantiene una conformacion mas alejada de la que corresponde al estado no
traslocado, denotando una mayor estabilidad conformacional que cuando las coordenadas

del ligando han sido removidas.
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Figura 27. Transicion de la conformacién del esqueleto de ScEfl1 calculado para los atomos N,
Ca, C, O desde el estado traslocado hacia el no traslocado a 310 K y empleando simulated
annealing (B) en ausencia (negro) o presencia de ligando (rojo).

La superposicion estructural de los dominios | y Il de ScEfl1 de la conformacién al inicio y
final de la simulacién a 310 K en ausencia del ligando 3 se muestran en la Figura 28. Se
calculé que el RMSD de los dominios Il al V al final de la simulacion a 310 K comparados
con la conformacién en la estructura no traslocada de ScEfl1 (representacion de listén) es
de 38.74 A. Cuando al principio de la simulaciéon el RMSD de dichos dominios respecto a
su conformacion en el estado no traslocado fue de 43.26 A (Figura 28 A). Mientras que al
comparar la conformacion al finalizar la simulacién del complejo ScEfl1-03 a 310 K con su
conformacion en la estructura no traslocada el RMSD fue 51.23 A (Figura 28 B). Es decir,
la diferencia en el RMSD del esqueleto de ScEfl1 tomando como referencia la estructura no
traslocada es menor cuando no existe el ligando, por lo que la conformacion de los dominios

[Il al V es mas similar a la conformacién que poseen en la estructura no traslocada.
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Figura 28. Superposiciéon de ScEfll alineando los dominios | y Il (no visibles), se representa
como cartoon los dominios Il en azul, IV en rojo y V en verde a los tiempos 0 (tonos oscuros) y
10 ns (tonos claros) con la conformacion no traslocada en representacion de liston. En ausencia
(A, C) o presencia (B, D) del ligando 3 durante la simulacion a 310 K (A y B) y bajo el esquema
de simulated annealing (C y D) desde la conformacion traslocada de ScEfl1.

Se puede notar que en muchos casos la informacion obtenida del docking no corresponde
con la observada en las simulaciones de MD, pues compuestos cuyo puntaje de interacciéon
parecia favorable en el docking mostraron baja estabilidad en el sitio de unién de la proteina,
asi como una energia de union desfavorable calculada mediante la metodologia LIE. En el
caso del acoplamiento los célculos son sélo aproximados, pues normalmente se hacen en
el vacio, ademés se omiten los efectos entropicos y de solvatacion. Ademéas mediante el
docking se intenta reproducir potenciales quimicos que determinan la conformacion
preferida de unién al receptor asumiendo que este es rigido. Es importante emplear
herramientas como MD ya que permite la inclusion explicita de disolvente en el sistema, asi
como la exploracion del espacio conformacional del receptor. Sin embargo ain empleando
este enfoque existen problemas adicionales inherentes a las limitaciones del método, como

la inexacta reproduccién de los efectos electrostaticos, la incertidumbre de la constante
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dieléctrica del medio que podria apantallar la intensidad de la interaccion ligando-proteina,
la convergencia al minimo global, etc. Ademas una ventaja de emplear MD es que se
pueden obtener valores promediados estadisticamente de la trayectoria de MD para

cualquier propiedad del sistema que sea medible directamente en cada punto de la misma.

5.4 Resultados experimentales

En esta seccidn se presentan los resultados experimentales de los ensayos de
desplazamiento térmico monitoreado por fluorescencia. Realizados como prueba en la
busqueda de una técnica que identificara la interacciébn con moléculas organicas pequefnas

empleando ligandos conocidos de las GTPasas EFL1.

5.4.1 Purificacion de proteinas ScEflly HSEFL1

Para evaluar la interaccién de los ligandos es necesario aislar las proteinas ScEfll y
HsEFL1, esto se logra mediante la sobreexpresion de proteina recombinante. A
continuacién, se muestran los resultados obtenidos para la purificacién de las proteinas
ScEfll y HsEFL1, siguiendo la metodologia descrita en la seccién 4.2.1. Las fracciones
colectadas durante la cromatografia de afinidad a Ni?* se analizaron mediante SDS-PAGE
(Figura 38 y Figura 39 Anexo 9.8). En estos geles es posible observar que el carril de la
elucién presenta una banda correspondiente a una proteina con peso molecular
aproximado de 135 kDa, que es cercano al de la proteina ScEfll de 127.3 kDa y HsEFL1
de 127.5 kDa. Una vez realizada la electroforesis de las fracciones provenientes de la
cromatografia de afinidad, la fraccion eluida se concentr6 hasta un volumen final de 1 mL y
se efectué cromatografia de exclusibn molecular que se analiz6 mediante electroforesis
SDS-PAGE. Finalmente, las fracciones que contenian la proteina correspondiente ScEfll
(Figura 40 Anexo 9.8) y HSEFL1 (Figura 41 Anexo 9.8), se concentraron hasta un volumen
final de 1 mL, que fue almacenado en alicuotas de 100 pL a -70°C.

5.4.2 Desplazamiento térmico monitoreado por fluorescencia (Thermofluor)
Los ensayos de desplazamiento térmico monitoreado por fluorescencia se realizaron en un

sistema de deteccidn en tiempo real para PCR segun lo descrito en la seccion 4.2.2. Se
obtuvieron las curvas de fusion de las proteinas HSEFL1-TevHis y ScEfl1-TevHis para el
ligando conocido guanosina difosfato (GDP) (Figura 29) y su analogo no hidrolizable
guanosina-5'-B-amino-difosfato (GppNH.) (Figura 30) empleando concentraciones maximas

saturantes de los ligandos (Kq sceft-cop = 10 uM, Kq scefr-gppnrz= 677 uM) . Cuando la fraccion
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Como se muestra en las tablas los valores de Tm obtenidos para ScEfll y HSEFL1 parecen
coincidir con la Tm de la primera transicion en la desnaturalizacion térmica de ScEfll
obtenida mediante Differential Scanning Calorimetry (DSC) en trabajos previos de nuestro
grupo de investigacion cuyo valor corresponde a 54°C °, La unién con otras moléculas
tiende a estabilizar la proteina, por lo que el desplazamiento de la Tm hacia valores
superiores sugiere que existe interaccion entre el compuesto analizado y proteina. Lo cual
se observa con los compuestos GDP y GppNH; en las GTPasas EFL1. La técnica de
thermofluor parece ser una herramienta Util para evaluar la uniébn de los ligandos

seleccionados a través del escrutinio virtual con las GTPasas EFL1.
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6 Conclusiones

La ausencia de moléculas de agua en el sitio de unién a sordarina en los dominios
[, IVy V de EF-2 no influyen sobre la pose de unién de sordarina predicha por
acoplamiento molecular pero si sobre el valor del puntaje de la interaccion. Esto se
debe a que existen interacciones con residuos mas lejanos que estan mediadas por

el agua.

Los ligandos con AG,,..sn  Mas favorable predicho mediante la metodologia LIE
presentan poca fluctuacién en el valor de su RMSD a lo largo de la simulacion de

dindmica molecular.

El ligando 3 estabiliza la conformacion traslocada de ScEfl1 impidiendo la transicion

hacia su conformacion no traslocada.

El ligando 17 estabiliza la conformacioén traslocada de HsEFL1 e impide su transicion

hacia la conformacién no traslocada.

Los residuos mas importantes para la interaccion entre ligando y proteina mantienen
contacto constante en la simulacion a 310 Ky con simulated annealing. Esto sugiere

gue se favorecera la formaciéon del complejo a través de dichos residuos.

El docking puede ser empleado como un método relativamente rapido de cribado
virtual, sin embargo mediante el uso de MD en este trabajo fue posible identificar
falsos positivos obtenidos por dicho enfoque. Se pueden mencionar el ligando 16 en
HsEFL1 Yy el ligando 9 en ScEfl1 cuyos puntajes de interaccién obtenidos en docking
resultaron favorables. Pero una vez calculado mediante la metodologia LIE usando
MD, que considera adicionalmente la flexibilidad tanto de las proteinas como los
ligandos, asi como los efectos entrépicos y de solvatacion, se encontré que no se

predice una interaccion favorable.
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7 Perspectivas

Evaluar la estabilidad conformacional del esqueleto proteico en simulaciones de MD
empleando simulated annealing para el resto de los complejos de HSEFL1 con los
ligandos para los cuales se obtuvieron AG,,;sn, Negativas de acuerdo con la

metodologia LIE.

Evaluar la estabilidad conformacional del esqueleto proteico en simulaciones de MD
empleando simulated annealing para el resto de los complejos de ScEfl1 con los
ligandos para los cuales se obtuvieron AG,,;sn, Negativas de acuerdo con la

metodologia LIE.

Evaluar la estabilidad de los ligandos en el sitio de unién entre los dominios Il al V,
para los cuales se obtuvieron AG,,,.isn N€gativas de acuerdo con la metodologia LIE,
en simulaciones de MD empleando simulated annealing en complejo con HSEFL1.

Evaluar la estabilidad de los ligandos en el sitio de unién entre los dominios Il al V,
para los cuales se obtuvieron AG,,,.isn N€gativas de acuerdo con la metodologia LIE,
en simulaciones de MD empleando simulated annealing en complejo con ScEfl1.

Realizar ensayos thermofluor con los ligandos con valores de AG,,,isn favorables
que posean estabilidad en el sitio de union y se prediga que estabilizan la

conformacion traslocada de HSEFL1.
Realizar ensayos thermofluor con los ligandos con valores de AG,,isn favorables

que posean estabilidad en el sitio de union y se prediga que estabilizan la

conformacion traslocada de ScEfl1.
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9 Anexo
9.1 Principales sitios de union a ligando predichos por la herramienta

SiteMap en HSEFL1 y ScEfl1 en conformacion traslocada

Tabla 5. Principales sitios de union a ligando predichos por SiteMap en la conformaciéon no
traslocada de HsEFLL1.

Dominio | I "l \Y V
612,613, | 691,692,
614 615 | 693 764
420,589, | 638 639, | 767,769
97,99,100, | 590,593, | 641,642, | 832,828, | cs 1054
1 | 1028 | 228 104 |103,129,130,| 594,595 | 646,647, | 829,83L | 000 1024
132, 133 610 616, | 648,649, | 833 834, , 1056,
617 619, | 650 651, | 878 885,
653 660 | 886,888,
662 1052, 1057
418, 425
426, 427
33,46, 47,50, | 428, 441
51 55 56 57.| 442, 488,
1046 | 121 0963 |58 59 60 61| 489, 494
64.73.75,92 | 495, 498
567, 568
569, 570
241 243, 247,
248 251 255
296, 297, 299,
1.039 77 1.065 |300. 301, 304,
318 319, 321
322, 325, 348,
349
742, 686
739, 882
883, 884,
967, 970
971, 974,
1065, 1066,
1088, 1092
1093, 1095,
0981 | 103 1.019 621, 623 Toos 1065,
1098, 1099,
1102, 1102,
1103, 1104,
1106, 1108,
1110, 1111,
1112, 1113,
1118, 1120
27,28, 29,30, 1035, 1038
5 | 0.852 56 083 |67 68 96 97 1041, 1042,
126 1045,
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Tabla 6. Principales sitios de unién a ligando predichos por SiteMap en la conformacion
traslocada de HsEFLL1.

Site

Sitio Tamario DscoreP Residuos
score?
. Dominio | 1l 1l \Y V
690, 691,
692, 693,
694, 764,
767, 768,
616 769, 771
, ! ! 983, 985
617,619, 772, 773, ' '
1.078 138 0.985 648, 829, 831,832, ,11(1%,;;01,
653,654, 885, 886,
888, ,1030,
1054, 1057,
1097,
1098,1099
22,24, 34,
35, 38, 39,
42,79, 86,
88, 114,
142, 144,
231,
233,235,
2 1.242 101 1.28 236,
241,242,243
, 246, 247,
250,
351,352,
353,354,355
,356, 359,
149,
152,153,
238, 239,
0.984 56 1.025 241, 301,
304, 305,
308, 338,
341
189,
191,192,193
,194,195,
268, 214,
0.835 53 0.803 215, 216,
218, 225,
226, 227,
265, 269,
729, 730,
732, 879,
883, 884,
908, 909,
966, 967,
0.809 60 0.779 970, 971,
1069, 1070,
1107,1108,
1104, 1105,
1106, 1120
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2 El SiteScore promedio para 157 sitios submicromolares investigados es 1.0. Asi, una puntuacion
de més de 1 sugiere un sitio de unién a ligando promisorio particular. La literatura sugiere que un
SiteScore de 0.80 distingue con precision entre los sitios de unién a farmacos y los que no poseen
unién a farmacos

b Druggability score (Dscore), para 22 de 67 sitios subnanomolares estudiados, los sitios con valores
Dscore inferiores a 0.83 son clasificados como "no drogable”, mientras que aquellos con valores

Dscore entre 0.83 y 0.98 como "dificil" y aquellos que tienen mayores valores Dscore como
"drogable”. 57

9.2 Clasificacién de sitios de unién aligando

Tabla 7. Caracteristicas de Sitios “no drogables”, dificiles, y “drogables” definidas para

SiteMap en Halgren, T. A.%’

Categoria Caracteristicas

(a) fuertemente hidrofilo; relativamente pequefio en tamafio; poco o
No drogable ningun caracter hidréfobo; o
(b) requiere unién covalente; o

(c) muy pequefio o muy poco profundo

Dificil Suficientemente hidrdéfilo para requerir la administracion como
ifici
profarmaco; menos hidréfobo que un sitio drogable tipico

Tamano, reclusion e hidrofobicidad razonables con hidrofobicidad
Drogable

poco excepcional

9.3 Interacciones proteina-ligando obtenidos para el acoplamiento de los

ligandos
Q polar = * sidechain acceptor O solvent residue ©@©@arene-arene
O acidic  + sidechain donor O metal complex ©H arene-H
O basic = backbone acceptor solvent contact ©+arene-cation
greasy ¢+ backbone donor metal contact
., proximity ® ligand ~~, receptor
== contour exposure ~' contact

Figura 31. Leyenda de interacciones proteina-ligando presentes en el diagrama en dos

dimensiones de acuerdo con MOE.
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9.4 Puntajes de interaccion calculados para el acoplamiento molecular

Tabla 8. Puntajes y energias de unién calculadas empleando el programa Glide para el
acoplamiento molecular de los ligandos con mayor similitud 3D con sordarina en HSEFL1 y
ScEfl1 en la conformacion traslocada.

Acoplamiento en HsEFL1

Ligando

ZINC000253532108
ZINC000253534722

ZINC000253534724
ZINC000085340910
ZINC000077312672
ZINC000253532111
ZINC000253532104
ZINC000253532106
ZINC000257470512
ZINC000036052121

XP Glide
score
(kcal/mol)
-10.21
-9.43
-9.41
-8.94
-8.94
-8.56
-8.54
-8.49
-7.40
-7.31

MMGBSA dG
Bind
(kcal/mol)
-29.45
-32.22
-28.61
-34.63
-36.74
-31.39
-43.58
-30.13
-34.75
-50.00

Acoplamiento en ScEfl1

Ligando

ZINC000253532111
ZINC000253532106
ZINC000077312672
ZINC000253532108
ZINC000255240337
ZINC000253534724
ZINC000253534722
ZINC000253534723
ZINC000008214538
ZINC000096023887

XP Glide
score
(kcal/mol)
-9.80
-9.32
-9.03
-8.72
-8.69
-8.44
-8.37
-8.13
-8.08
-8.06

MMGBSA
dG Bind
(kcal/mol)
-29.41
-43.81
-42.57
-26.18
-33.70
-36.73
-32.71
-41.01
-59.55
-53.72

Tabla 9. Puntajes calculados empleando MOE para el acoplamiento molecular de los ligandos
con mayor similitud 3D con sordarina en HSEFL1 yScEfl1.

Acoplamiento en HsEFL1

pd
©

Ligando

© 00 N O o b~ W N P

=
o

ZINC000253534724
ZINC000253532111

ZINC000253534723
ZINC000253534722
ZINC000077292071
ZINC000253532104
ZINC000253532108
ZINC000040164488
ZINC000008234385
ZINC000033604952

S*
(kcal/mol)
-27.22
-24.71
-23.95
-22.95
-22.70
-22.51
-22.25
-22.23
-21.39
-20.40

Acoplamiento en ScEfll

Ligando

ZINC000077312672
ZINC000253534723
ZINC000253532108
ZINC000033604951
ZINC000040163012
ZINC000253534724
ZINC000255240337
ZINC000257470514
ZINC000085946246
ZINC000253534722

*S: Energia libre de unién ligando-proteina

S
(kcal/mol)
-28.95
-26.79
-26.28
-25.47
-25.42
-25.37
-25.19
-24.88
-24.37
-24.31
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Tabla 10. Puntajes calculados empleando AutoDock Vina para el acoplamiento molecular de
los ligandos con mayor similitud 3D con sordarina en HSEFL1 y ScEfl1.

No.

© 00 N O o~ W N P

[N
o

Acoplamiento en HSEFL1

Ligando

ZINC000096102533
ZINC000040164488

ZINC000077292071
ZINC000036052121
ZINC000038140888
ZINC000008234384
ZINC000085946247
ZINC000038140890
ZINC000253534724
ZINC000004692041

Afinidad de
union
(kcal/mol)
-9.20
-9.00
-9.00
-8.80
-8.70
-8.50
-8.30
-8.20
-8.10
-8.00

Acoplamiento en ScEfll1

Ligando

ZINC000008214538
ZINC000085946246
ZINC000085946247
ZINC000077292071
ZINC000040164488
ZINC000038140888
ZINC000008234384
ZINC000008234385
ZINC000257470512
ZINC000095099842

Afinidad de
union
(kcal/mal)
-10.00
-10.00
-9.80
-9.60
-9.40
-9.40
-9.40
-9.20
-9.10
-9.10

9.5 Ligandos evaluados mediante dinamica molecular

Tabla 11. Ligandos presentes en complejo con las proteinas EFL1 evaluados mediante

dindmica molecular.

© o~ U A®WN R &

I S Y
W N R O

Ligando en complejo con

HsEFL1
ZINC000096023887

ZINC000257470512
ZINC000015070573
ZINC000077291909
ZINC000004692041
ZINC000253532104
ZINC000036052121
ZINC000077312672
ZINC000040164488
ZINC000008214538
ZINC000253534724
ZINC000085946247
ZINC000257459537

Ligando en complejo
con ScEfll

ZINC000096023887
ZINC000257470512
ZINC000015070573
ZINC000077291909
ZINC000004692041
ZINC000253532104
ZINC000036052121
ZINC000077312672
ZINC000040164488
ZINC000008214538
ZINC000253534724
ZINC000085946247
ZINC000257459537
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A)

RMSD (A)
=

vu

RMSD (A)
=

w

14
15
16
17
18
19
20

ZINC000038139805
ZINC000035465157
ZINC000253534722
ZINC000003295242
ZINC000253532106
ZINC000253532108
ZINC000040163012

ZINC000038139805
ZINC000038140888
ZINC000033604951
ZINC000247930162
ZINC000096102535
ZINC000252515685
ZINC000254045588

9.6 RMSD del esqueleto proteico y de los d&tomos pesados de los ligandos

en complejo
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Figura 32. No existen fluctuaciones marcadas en el esqueleto de la proteina de los
complejos analizados, la presencia de los ligandos no altera la estabilidad de la estructura
proteica. RMSD del esqueleto de la proteina HSEFL1 calculado para los atomos N, Ca, C, O en
complejo con cada uno de los ligandos analizados. A) ligandos 1 al 5, B) ligandos 6 al 10, C)
ligandos 11 al 15 y D) ligandos 16 al 20 de acuerdo con la nomenclatura de la Tabla 11.
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C)

RMSD (A)

Figura 33. No existen fluctuaciones marcadas en el esqueleto de la proteina de los
complejos analizados, la presencia de los ligandos no altera la estabilidad de la estructura
proteica. RMSD del esqueleto de la proteina ScEfl1 calculado para los atomos N, Ca, C, O en
complejo con cada uno de los ligandos analizados. A) ligandos 1 al 5, B) ligandos 6 al 10, C)
ligandos 11 al 15 y D) ligandos 16 al 20 de acuerdo con la nomenclatura de la Tabla 11.
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Figura 34. Estabilidad en el sitio de union de los ligandos. RMSD del ligando calculado en
complejo con la proteina HSEFL1. A) ligandos 1 al 5, B) ligandos 6 al 10, C) ligandos 11 al 15y
D) ligandos 16 al 20 de acuerdo con la nomenclatura de la Tabla 11.
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Figura 35. A) RMSD del esqueleto de la proteina HsEFL1 calculado para los atomos N, Ca, C,
0. B) RMSD del ligando en el sitio de union en el complejo HSEFL1-ligando 16.
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Figura 36. Estabilidad en el sitio de union de los ligandos. RMSD del ligando calculado en
complejo con la proteina ScEfl1. A) ligandos 1 al 5, B) ligandos 6 al 10, C) ligandos 11 al 15y
D) ligandos 16 al 20 de acuerdo con la nomenclatura de la Tabla 11.
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Figura 37. A) RMSD del esqueleto de la proteina ScEfl1 calculado para los atomos N, Ca, C,
0. B) RMSD del ligando en el sitio de unién en el complejo ScEfl1-ligando 16.
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9.7 Compuestos con energia de union favorable con HsSEFL1 y ScEfll1
mediante la metodologia LIE

Tabla 12. Compuestos con energia libre de union favorables calculadas con la metodologia LIE

en complejo con HSEFL1 y ScEfl1.

Proteina

Ligando LIE AG 6
en Compuesto Estructura unton
complejo No. kd/mol (DS)
w ,,_'-:-H Hg””'». /;
1 ZINC000096023887 'C\/\ J \/- -17.550 (6.779)
HsEFL1 2 ZINC000257470512 -22.074 (7.902)

Z_‘\
3 ZINC000015070573 j\ Jgp -20.019 (6.800)
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https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000257470512/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000015070573/

4 ZINC000077291909 -5.978 (5.173)
7 ZINC000036052121 -7.384 (5.115)
10 ZINC000008214538 -16.587 (6.504)
12 ZINC000085946247 -30.460 (7.539)
13 ZINC000257459537 -13.453 (5.836)
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https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000008214538/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000077291909/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000036052121/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000257459537/

14 ZINC000038139805 -8.225 (4.617)
\(J
J
15 ZINC000035465157 - -13.330 (5.521)
Q5 *‘
A
17 ZINC000003295242 {( }Q\ -46.721 (13.193)
19 ZINC000253532108 ﬁ é\ -11.348 (9.901)
20 ZINC000040163012 -9.134 (5.309)
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https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000040163012/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000038139805/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000035465157/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000003295242/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000253532108/

ScEfll

ZINC000096023887

-5.360 (5.720)

ZINC000257470512

-2.371 (5.482)

ZINC000015070573

-16.088 (11.365)

ZINC000077291909

-1.682 (4.898)

ZINC000036052121

-8.685 (5.144)
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https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000257470512/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000015070573/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000077291909/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000036052121/

10 ZINC000008214538 -9.252 (6.138)
12 ZINC000085946247 -2.140 (6.461)
13 ZINC000257459537 -1.777 (4.779)
14 ZINC000038139805 -15.246 (5.268)
15 ZINC000038140888 -3.139 (4.594)
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https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000008214538/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000257459537/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000038139805/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000038140888/

17 ZINC000247930162 -3.039 (5.343)
Oyt i

18 ZINC000096102535 J\“‘ -13.884 (4.646)

19 ZINC000252515685 /\'(b 7K )\ -2.544 (6.286)
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https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000247930162/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000096102535/
https://zinc15.docking.org/substances/ZINC000252515685/

9.8 Monitoreo de la purificacion de HSEFL1 y ScEfl1l
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Figura 38. Electroforesis SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 7.5% de las fracciones
obtenidas mediante cromatografia de afinidad a Ni2* de la proteina ScEfl1.
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Figura 39. Electroforesis SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 7.5% de las fracciones
obtenidas mediante cromatografia de afinidad a Ni?* de la proteina HsEFL1.
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Figura 40. Electroforesis SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 7.5% de las fracciones 9 a la
13 recolectadas de la cromatografia de exclusion molecular de la proteina.
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Figura 41. Electroforesis SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 7.5% de las fracciones 4 ala 9
recolectadas de la cromatografia de exclusién molecular de la proteina HsEFL1.
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