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Esperdimina como agente inhibidor de la proteina de la distrofia
muscular mioténica tipo 1 (MBNL-1) empleando quimica
computacional

Spermidine as an inhibiting agent of the protein of myotonic
dystrophy type 1 (MBNL-1) using computational chemistry
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RESUMEN

La Espermidina es un poliamina que podemos encontrar en frutas, verduras, productos carnicos y lacteos; ademas de ser conocida
por su papel modulador de funciones del ADN, ARN, nucledtidos trifosfatos y proteinas. Segtin, estudios experimentales recientes
demostraron que cumple una funcién inhibitoria sobre la proteina relacionada con la patogénesis de la distrofia miotdnica tipo 1
(MBNL-~1) dando luces a esta enfermedad aun sin cura; sin embargo, estos estudios no han proporcionado suficientes datos para
aclarar su capacidad inhibitoria. En este trabajo se comprobd la interaccidn existente entre la espermidina y la proteina MBNL-1
mediante quimica computacional. El andlisis mediante el uso de mecanica cudntica (QM) se llevé a cabo con la funcional CAM-
B3LYP usando un set de base TZVP. En relacién a la mecanica molecular (MM) se utilizé un campo de fuerza OPLS-aa, seguidamente
se realizd una solvatacién de la proteina MBNL-1 estabilizdndose en menos de 0.3nm. Se empled un ensamble candnico NVT donde
la temperatura, nimero de moles y volumen permanecieron constantes asemejando asf la simulacién a una temperatura fisiolégica
a la del ser humano. Adicionalmente, el andlisis de Ramachandran permitié validar la estructura la cual se conservé a través del
tiempo (100ns) obteniendo un 98.4% de certeza. Finalmente quedé demostrado que la interaccién in silico de la espermidina-MBNL-
1fue tan semejante como la interaccién reportada in vivo e in vitro.

Palabras Clave: Agente inhibidor, distrofia miotdnica tipo 1, espermidina, mecdnica cudntica, mecdnica molecular, quimica computacional.
ABSTRACT

Spermidine is a polyamine compound found in fruits, vegetables, meats and milk products. It is also known for its role as a
modulator of functions for DNA, RNA, nucleotide triphosphates and proteins. Some recent experimental studies have
shown that it has an inhibitory function on the protein related to the pathogenesis of myotonic dystrophy type 1 (MBNL-1),
providing some hope in relation to this disease presently without cure. However these studies have not provided
sufficient information to explain its inhibitory role. In the present work, the existing interaction between spermidine and
the MBNL-1 protein has been confirmed by computational chemistry. The quantum mechanics analysis was carried out
with the CAM-B3LYP density functional, using a TZVP basis set. For the molecular mechanics, the OPLS-AA force field was
used, followed immediately by the solvation of the MBNL-1 protein, which stabilized at less than 0.3 nm. As an NVT
canonical ensemble (constant volume, temperature and number of moles) was used, the process can simulate what is
happening at the physiological temperature of a human body. Furthermore, a Ramachandran analysis allowed the
validation of the structure, which was preserved through time (100 ns), at a 98.4 % confidence level. It was therefore
demonstrated that the in silico interaction between spermidine and the MBNL-1 protein was similar to the reported
interactions in vivo and in vitro.

Keywords: inhibiting agent, myotonic dystrophy type 1, spermidine, quantum mechanics, molecular mechanics, computational chemistry.

INTRODUCCION neurodegenerativas mas conocidas se encuentran la

enfermedad de Parkinson, la enfermedad de

La neurogenética estudia el sistema nervioso Huntington, el Alzheimer, la esclerosis lateral

desde su genética, explorando su funcion y desarrollo  amiotréfica (ELA), ataxias, distrofias musculares,

para un mejor entendimiento de los trastornos miopatias, mioclonfas, distonias, degeneracion
neuroldgicos [1], dentro de las enfermedades corticobasal, esclerosis miltiple, etcétera [2].
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La investigacion de la neurogenética en el Perd
lleva un desarrollo fructifero de aproximadamente 20
afios, sin embargo, aln presenta muchos desafios
por cumplir; siendo el centro de Investigacién Basica
en Neurogenética (CIBN) perteneciente al Instituto
Nacional de Ciencias Neurolégicas (INCN) el unico
centro de investigacion que se dedica a la
neurogenética en el Perd [3]. Segin el informe del
INCN en el periodo del 2010 al 2014 existid un
incremento en el ndmero de citas por trastornos en
neurogenética, estando entre ellas los pacientes con
distrofia miotdnica (DM) también conocida como
distrofia miotdnica tipo 1 (DM1) [4]. La DM1 es una de
las formas mds comunes de distrofia muscular con
una incidencia estimada de 1 en 8000 [5]. Comienza
en la adolescencia o en la edad adulta joven y afecta
a varios musculos, entre ellos: musculos de la cara, el
cuello, los dedos, los tobillos y musculos
involuntarios como los del tracto gastrointestinal. En
el caso de las mujeres los musculos del utero pueden
comprometerse lo que provoca complicaciones
durante el embarazo [6]. El defecto genético en la
DM1 es el resultado de una expansidn progresiva del
triplete CTG (citosina - timina - guanina) en la region
3’-no traducida dentro del gen proteina quinasa de la
distrofia mioténica (DMPK) [7]. El gen DMPK
expandido produce un transcrito de ARN téxico (CUG
exp) que no sale del nucleo, sino que se asocian con
proteinas como con la Muscleblind-like 1 (MBNL-1)
[8]. Las proteinas de la familia MBNL actdian como
reguladores de empalme en diferentes
transcripciones y promueven la seleccién del sitio de
empalme para los tejidos musculares. Existen tres
tipos de proteinas MBNL sin embargo la MBNL-1 es |a
Unica que tiene un papel fundamental en Ia
patogénesis de la enfermedad muscular conocida
como distrofia miotdnica [9].

Actualmente no hay cura para la DM1. Existen
una gran variedad de opciones farmacoldgicas para
atenuar los sintomas y encontrar una posible cura.
Una de ellas es la mixiletina, un medicamento
antiarritmico clase Ib que actiia como bloqueador de
los canales de sodio, la cual se ha surgido como
terapia de primera linea para el alivio de la miotonia
sintomadtica incapacitante en los trastornos
miotdnicos distréficos y no distréficos [10-11].
También hay estudios sobre el desarrollo artificial de
sitios especificos de ARN endonucleasas (ASRE) que
se unen a las repeticiones del ARN en pacientes con
DM1y degradan especificamente los ARN mensajeros
patégenos del gen DMPK [12]; algunos trabajos
sugieren la inhibicién de la interaccion tdéxica del
MBNL-1 (CUG exp) utilizando un inhibidor de unién
de ranura de ARN conocido como ligando 3 [13]. Sin
embargo, investigaciones recientes indican que los
mecanismos patdgenos de DM1 implican muchos
otros factores incluyendo la repeticion de Ia
traduccién asociada, la activaciéon de la via de
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sefializaciéon dependiente de PKC, la desregulacion
de microARN vy la poliadenilacién anormal [14].

Las poliaminas (putrescina, espermidina vy
espermina) son moléculas alifaticas nitrogenadas

que podemos encontrar en frutas, verduras,
productos cdrnicos y lacteos; son objetos
interesantes de estudio por su capacidad de

modulaciéon en las funciones del ADN, ARN,
nucledtidos trifosfatos, proteinas y otras sustancias
acidas. Las poliaminas modulan la sintesis de
proteinas a diferentes niveles, incluyendo Ia
estimulacion de tipos especiales de sintesis de
proteinas, la estimulacién del ensamblaje de
subunidades ribosédmicas 30S y la estimulacidn de Ia
formacion de Ile-ARNt [15-16]. Uno de los estudios
mas recientes sobre las poliaminas nos indica haber
formado una estructura cristalina de espermidina/
espermina humana N-1 acetiltransferasa (hSSAT) la
cual es la primera estructura de diamina N
Acetiltransferasas y nos da luces para futuros
estudios in silico [17]; Los métodos de modelado
molecular realizados por plataformas
computacionales han permitido estudios de gran
éxito en los dltimos afios [18].

El objetivo de este trabajo fue evaluar la
interaccién inhibitoria entre laespermidina y la
proteina relacionada con la patogénesis de la
distrofia miotdénica (MBNL-1) empleando quimica
computacional.

I DETALLES COMPUTACIONALES

Para el Hardware se utilizd6 Workstation con
procesador E7 de 3.1GH, memoria RAM de 64GB, 02
discos duros de 04 y 06TB, Acelerador de Video GTX
980 con 4GB de memoria dedicada, Acelerador de
Video Tesla K80 con 24Gb de memoria dedicada.

A. Recopilaciény Preparacién de las Estructuras

Se realizé la busqueda de las estructuras de la
Musclebindlike protein 1 (MBNL1) en la base de datos
del Protein Data Bank [24], el cual contiene
estructuras tridimensionales de moléculas bioldgicas
en su mayoria identificadas por cristalografia de
rayos X. Una vez obtenida la estructura MBNL-1 del
PDB, se procedié a realizar la preparacién de la
estructura agregandole aminodacidos y atomos de
hidrégenos faltantes, eliminando cabeceras vy
modelos repetidos existentes en el archivo. Asi
mismo, se diseid la estructura de la espermidina en
Gauss View 5.0 [25].
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B. Optimizacion de las Estructuras mediante

Mecdnica
Molecular y Mecdnica Cudntica

Empleando el programa Gromacs 2016.3 [26] se
realiz6 una minimizacién de energias para la
estructura MBNL-1, usando el método de “steepest
descent”, seguidamente se tomd la estructura
minimizada de la MBNL-1 y se procedid a realizar la
Dindmica Molecular, agregandole condiciones
periddicas de contorno (PBC), con un tamafio de caja
cuUbica de 6nm, un ensamble candnico NVT (ndmero
de moléculas, volumen y temperatura constante) en
un periodo de tiempo de 100 ns (nanosegundos) e
integrandole solvente explicito (spc216) en el medio,
con un campo de fuerza Opls-aa (Optimized
Potencials for Liquid Simulations — All Atoms) y un
termostato de v-rescale a una temperatura de 309.65
K para simular las condiciones fisiolégicas del cuerpo
humano. Por otro lado, se optimizé la espermidina en
Gaussianog [27] usando la funcional CAMB3LYP [28],
la cudl es una funcional hibrida de intercambio
correlaciéon que combina las cualidades hibridas del
B3LYP y una correccidén de largo alcance. Ademas de
la funcional CAMBS3LYP, se utilizé el set de base TZVP
para obtener una convergencia mds rapida y mejor
de las energias y geometrias a nivel de DFT (Density
Theory Function) [29] y asi evitar las frecuencias
negativas al momento de la optimizacidn.

C.  Acoplamiento Molecular y Validacién de los
resultados

Las regiones hidrofdbicas presentes en el
receptor MBNL-1 fueron identificadas empleando el
software VMD [30], posteriormente con las regiones
hidrofdbicas identificadas, se realizé la interaccién
entre el receptor (MBNL-1) y el ligando (espermidina)
haciendo uso del software de acoplamiento HEX 8.0
[31] obteniendo la conformacién de mayor score; con
los pardametros de clustering y docking
correspondientes para la obtencién de las
conformaciones y la minimizacién con OPLS-aa para
un post-procesamiento.

Finalmente, la validacion de los resultados de
mecdnica molecular, se realizéd con un andlisis de
trayectoria del célculo (RMSD), un analisis de la
trayectoria de la energia total y un analisis de la
transformaciéon de la estructura en un tiempo
determinado (Ramachandran) [32]. Asi mismo, se
realizd el analisis de las frecuencias positivas en la
optimizacién de la espermidina en mecdnica
cuantica.

DOI: http://dx.doi.org/10.21754/tecnia.v27i1.129

Il RESULTADOS Y DISCUSION

A. Estructuradela proteina Musclebind-like protein 1
(MBNL-1)

Se encontrg la proteina MBNL-1 en la base datos
PDB perteneciente a la especie Homo sapiens con

cédigo de acceso 3D2Q reportada en el afio 2008
(Figura 1).

P ¥) A
D

Figura 1. Estructura de la proteina MBNL-1 reportada en la base de
datos PDB.

B.  Optimizacién y Validacién Molecular de la Estructura
Proteica causante de la DM1 (MBNL-1)

Seencontré el minimo local al realizar la energia de
minimizacién. La dindmica molecular mostré una
estructura estable a través del tiempo, donde gracias al
analisis de la desviaciéon media cuadratica (RMSD) (Fig.
2.a) se pudo visualizar la estabilizacién del MBNL-1 a los
15 ns, luego de alcanzar la zona de pre-equilibrio con
una fluctuacién no mayor de 0.5 nm; asi mismo, en el
analisis de Ramachandran se obtuvo un 98.4% enla gran
parte de aminoacidos de la proteina MBNL-1, dichos
aminodcidos se encontraron en las regiones permitidas
y favorecidas lo cual indica que la estructura no sufre
cambios conformacionales en la trayectoria de 100ns
(Fig. 2.b). Ademas, en el analisis de la energfa total se
obtuvo una energia estable a lo largo de la simulacion

(Fig. 2.c).
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Figura 2. Validacién de resultados de la dindmica molecular del
MBNL-1. (a) RMSD de la trayectoria de 100 ns del MBNL-1, (b)
Andlisis de la transformacion de la estructura en 100 ns
(Ramachandran) y (c) Energia Total del MBNL-1.
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B.  Optimizacién y Validacién Cudntica de la Poliamina
(Espermidina).

Se determind la minima energia de la poliamina en
fase gas visualizando que todas sus frecuencias no
fuesen imaginarias, obteniendo varias geometrias
calculadas empleando la funcional hibrida CAM-B3LYP y
el set de base TZVP, donde la geometria en equilibrio
fue la que se escogié para realizar el respectivo
acoplamiento molecular (Fig. 3).

Figura 3. Optimizacién de la poliamina espermidina en Gaussiano9.

C.  Acoplamiento Molecular entre el MBNL-1 y la
Espermidina.

Los lugares de hidrofobicidad obtenidos en la
proteina MBNL-1 fueron: un anillo hidrofébico y zonas
cercanas a la region N-terminal de la proteina, como se
puede visualizar en la Fig. 4.

Con el empleo del software HEX 8.0 [26], se
observé la aproximacién del ligando hacia la zona
hidrofébica N-terminal del receptor, visualizando una
interaccién. Se obtuvo la conformacién con el mayor
score donde los aminodcidos que interaccionaron con
el ligando fueron: histidina 242 (HYS 242), prolina 240
(PRO 240), fenilalanina (PHE 237), histidina (HYS 238),
tirosina 224 (TYR 224) y alanina 241 (241) como se
muestra en la Fig. 5. Dichos aminoacidos logran
interaccionar con los nitrégenos presentes en la
espermidina logrando obtener sitios favorables de
interaccién con la estructura del fosfodiéster cargada
negativamente en el ligando [28].

Figura 4. Identificacién de las regiones hidrofébicas del receptor
MBNL1. Las regiones se muestran en color blanco grisdceo.
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Figura 5. Aminodcidos que interacttan en el receptor MBNL1 al
realizar la interaccién MBNL1-Espermidina.

Tabla 1. Tabla de scoring de la interaccién MBNL-1 con

espermidina. Se muestra los mejores 20 scores de

50 000 conformaciones

Soln' Etotal> | Eshape3 | Eforce* | RMS?
1 -269.1 -190.3 -78.7 -1.00
2 -269.0 -201.3 -67.7 -1.00
3 -266.9 -196.9 -70.0 -1.00
4 -266.8 -199.1 -67.7 -1.00
5 -266.3 -194.0 -72.2 -1.00
6 -266.2 -200.9 -65.3 -1.00
7 -266.2 -195.8 -70.3 -1.00
8 -266.0 -200.6 -65.4 -1.00
9 -265.7 -192.7 -73.1 -1.00
10 -265.4 -207.4 -58.0 -1.00
1 -263.6 -202.2 -61.4 -1.00
12 -263.5 -197.0 -66.5 -1.00
13 -263.4 -191.9 -71.5 -1.00
14 -262.2 -216.7 -45.6 -1.00
15 -262.2 -190.1 -72.1 -1.00
16 -260.7 -189.5 -71.2 -1.00
17 -260.5 -185.9 -74.6 -1.00
18 -260.0 -186.2 -73.8 -1.00
19 -259.3 -208.8 -50.5 -1.00
20 -259.3 -215.5 -43.8 -1.00

" Scores del acoplamiento molecular

2 nergia total correspondiente al score
3 Energia de la conformacién

4 Energia de la fuerza de interaccién

> Desviacién media cuadratica
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IV CONCLUSIONES

Se determind que la espermidina presenta una
interaccién tipo inhibitoria con la proteina MBNL-1
impidiendo su interaccién con las repeticiones CUG
expandidas del ARN, evitando un posible desarrollo de
la patologia de la Distrofia Muscular Miotdnica tipo 1.

El empleo de la Mecdnica Molecular permitié
realizar una simulacién de la interaccién espermidina-
MBLN-1, en condiciones fisioldgicas humanas,
reconociendo de tal manera la eficiencia inhibitoria de
la espermidina, sin presentar complicaciones. Segun el
estudio de la interaccidn entre la poliamina y la proteina
causante de la distrofia miotdnica, se reconoce a la
espermidina como una agente natural, que podria ser
utilizada como posible tratamiento alternativo, para
pacientes que sufren de distrofia miotdnica, frente a los
tratamientos existentes muchos de los cuales requieren
de una demanda elevada de dinero.
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