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Resumen

INTRODUCCION. La expresion de las proteinas de choque térmico
(HSP) inducibles por estrés esta regulada por el factor de choque
térmico (HSF), el cual existe en forma inactiva monomérica y que
al trimerizarse es capaz de unirse al DNA activando la transcripcion
de las HSP.

OBJETIVO. Disefiar un un modelo computacional que contribuya
a elucidar las posibles interacciones entre el flavonoide quercetina y
proteinas como el HSF-1.

METODOLOGIA. Para observar como la quercetina afecta posi-
blemente la trimerizacion de la HSF se realiz6 el modelo por homo-
logia de humano del factor de shock térmico (HSF-1), obteniendo
un modelo con alta homologia estructural con la misma proteina de
Kluyveromyces lactis, este modelo fue usado para realizar docking
con el flavonoide quercetina (3,5,7,3p,4p-pentahidroxiflavona).

RESULTADO Y CONCLUSION. El resultado del docking mostro que
la quercetina se une a un loop (“ala”), que es de importancia para la
interaccion entre proteina-proteina, probablemente afectando la tri-
merizacion de esta..

PALABRAS CLAVE: Flanoides, Quercetina, Proteinas de choque térmi-
co, Simulacién del Acoplamiento Molecular.

Interaction model between quercetin (3,5,7,3p,4p-penta-
hidroxiflavone) and human shock thermic factor (HFS)

INTRODUCTION. The expression of the HSP stress inducted are
regulated by the Shock Thermic Factor (HSF), that exists in an in-
active form as a monomer and when it becomes a trimer can make a
bind to DNA activating the HSP transcription.

OBJECTIVE. Design a computational model that helps elucidate
possible interactions between quercetin flavonoid and proteins such
as HSF-1.
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METHODOLOGY. To observe how the quercetin possibly affects the timerization of HFS, we make an homology mo-
del of the human shock factor (HFS-1), obtaining a high structural homology model with the same protein in Kluyve-
romyces lactis, this model was used to make docking with the flavonoid quercetin ( 3,5,7,3p,4p-pentahidroxiflavone).

RESULTS AND CONCLUSION. The doking result shows that the quercetin docks to a loop (wing), that is important in
the protein-protein interaction, possibly affecting they’re trimerization.

KEYWORDS: Flanoids, Quercetin, Heat-shock proteins, Molecular Dynamic Simulaton.

Introduccion

Las proteinas de choque térmico son un grupo de pro-
teinas evolutivamente conservadas presentes desde bacte-
rias hasta células animales altamente especializadas. Son
componentes integrales de la maquinaria celular especia-
lizada en responder a cambios ambientales, interviniendo
en el correcto plegamiento y proteccion de las proteinas
celulares. Algunas se expresan constitutivamente, mien-
tras otras son inducidas por estrés, y permiten la super-
vivencia celular en condiciones altamente desfavorables.
Ademas, ha sido reportado que estas proteinas son expre-
sadas en altas concentraciones en células cancerosas por
ejemplo indicando su posible participacion en procesos
oncogeénicos (1), y por otro lado limitando en algunos ca-
sos la eficacia de los tratamientos anticancerigenos.

Ha sido demostrado que la sobrexpresion de algunas
de éstas proteinas como las HSP70 (proteinas de cho-
que térmico con peso molecular de 70 Kda) incrementan
el potencial tumorogénico en células de roedores (2,3),
mientras que su disminucion favorece la regresion del tu-
mor [4,5].

La quercetina es un flavonoide presente en diversidad
de frutas y verduras. Se ha reportado infinidad de efectos
farmacoldgicos dentro de los cuales podemos citar como
agente antitumoral, inhibidor de la expresion de HSP
(proteinas de shock térmico) [6] entre otros.

La expresion de las HSP inducibles por estrés esta
regulada por el HSF (factor de choque térmico), el cual
existe en forma inactiva monomeérica y que al trimerizarse
es capaz de unirse al DNA activando la transcripcién de
las HSP. La sola union del trimero al DNA, no es por si
sola suficiente para la transcripcion de las proteinas du-
rante el estrés [7]. Existen gran variedad de posibilidades

en las que la quercetina puede estar interviniendo en la
competencia del proceso transcripcional. Por lo tanto es
importante utilizar modelos computacionales que contri-
buyan a elucidar las posibles interacciones entre el flavo-
noide y proteinas como el HSF-1.

Materiales y métodos

Software: MOE, Pymol, Molegro, Gamess, NAMD,
VMD, ClustalX, Gimp, Mandriva spring 2007.

Recursos web: PDB, Entrez, Hic-C

Hardware: BeoWolverine (Beowulf Facultad de Cien-
cias, PUJ), estaciones de trabajo HP.

—
-.“:4. Construccién in siliico del
ligando - quercetina

({Hic-UP, Gamess)

Andlisis de interacciones
(MOE)

FIGURA 1. Esquema Metodoldgico. Fuente: Autores.
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Metodologia

En los procesos investigativos la recopilacion biblio-
gréafica es necesaria para dar inicio a la investigacion, pero
en el campo de la biologia estructural se debe considerar
como un paso indispensable. La informacion sobre la es-
tructura de las moléculas a estudiar o moléculas similares
es la base para la construccion de los modelos de interac-
cién. La basqueda esta enfocada a localizar informacion
sobre la estructura en cuestidn o estructuras similares, es-
pecialmente las descritas por metodologias como la cris-
talografia de rayos X o resonancia magnética. Ademas es
importante obtener informacion molecular sobre ligandos
basandose en los reportes de interacciones con diferentes
receptores.

Ligando

El tratamiento del ligando, en el caso particular de la
quercetina (figura 2) consistio en la basqueda del com-
puesto en el servicié web Hic-UP (8-10), sistema de in-
formacion de hetero compuestos reportados en el Protein
data Bank (PDB). En ella se encuentra informacion to-
poldgica de la molécula obteniéndose mayor informacion
sobre los tipos de atomos y localizacion en el espacio
(11,12).

FIGURA2.Estructurade laQuercetina, 3,5,7,3p,4p-pentahydroxyflavone.
Fuente: Autores.

La estructura del ligando se optimizo utilizando méto-
dos cuénticos con el nivel de teoria RHF/6-311G(2df,2p)
sobre Gamess US (13-15). El proceso se realiz6 en un
Beowulf con 12 procesadores Opteron® de 64bits en pa-
ralelo ubicado en la Facultad de Ciencias, Universidad
Javeriana.

Proteina

El factor de shock térmico en humanos (G1:462333)
consta de 529 aminoéacidos, con por lo menos tres regio-
nes funcionalmente relevantes para este trabajo; la prime-
ra es el sitio de unién con DNA (16), localizado entre los
aminodcidos 1y 90, una regién altamente fosforilada (por
lo tanto de baja estructuracion) y una region en la cudl
ocurre la interaccién proteina-proteina, indispensable
para el proceso de trimerizacion (6,7).

El HSF-1 humano no tiene estructura resuelta por
cristalografia o resonancia, razon por la cual se realizo
un modelo teérico basado en homologias estructurales.
Dicho procedimiento utiliza el protocolo sugerido por
MOE (Molecular Operating Environment) (17). Las apli-
caciones para prediccion de estructura fueron validadas
por CASP, utilizando identificacion por homologias, mé-
todos de alineamientos y refinamiento que permiten una
alta calidad en el proceso de predicciones de secuencia a
estructura. El modelo se solvaté con una esfera de radio
25 Amstrongs, y posteriormente se minimiz6 con el cam-
po de fuerza MMFF94X (21).

Docking

El docking se realiz6 utilizando el sofware privativo
Molegro (18) con los siguientes parametros: la estructura
de la proteina obtenida por homologia y del ligando con
amortizacién por mecanica cuantica fueron usados para
realizar el “Docking”. Se utiliz6 el algoritmo MolDock
Optimizer y el namero de corridas fue de 10, dejando
flexibles los enlaces del ligando para que rotaran durante
el docking. ElI nimero de interacciones por corrida fue
de 2000, obteniendo asi, 5 poses. Se escogio la pose con
menor energia de interaccion y con un valor alto.

Al complejo ligando-proteina obtenido se le realiz6 un
diagrama de interaccion de ligando en MOE para obser-
var las interacciones que resultaron de la ubicacion del
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ligando en la proteina por el docking. Finalmente se op-
timizé la estructura con el ligado con el campo de fuerza
MMFF94X (19).

Resultados y Discusion

A la secuencia del HSF humano se le realiz6 alinea-
miento con HSF reportados en PDB. EI segmento crista-
lizado reportado comprende la regién de interaccion con
el DNA y algunos residuos adicionales. En la figura 3 se
ve claramente una homologia importante en el sitio de
unién con DNA, lo cual permite pensar en la generacion
de un modelo basado en estas estructuras. En la grafica
4 se observa la interaccion del HSF de Kluyveromyces
lactis con DNA (de color verde), donde se nota que esta
region (color lila), con respecto al sitio de interaccion
proteina-proteina (en blanco) son dos regiones separadas,
demostrando cémo el sitio de unién con DNA no inter-
fiere de manera alguna con el posible sitio de interaccién
proteina-proteina.

El modelo realizado presenta alta homologia estructu-
ral ,como se ve en la figura 5, (en azul) con los obtenidos

por métodos cristalograficos (en rojo) con un RMSD del
esqueleto carbonado de valor 2,9 Las regiones altamente
estructuradas, es decir hélices alfa y pliegues beta, se con-
servan en el modelo asi como las regiones de interaccion
con DNA'y la region de posible interaccion entre protei-
nas, siendo coherente con la alta homologia en estructura
primaria y permitiendo utilizar el modelo para simular la
posible interaccion con el ligando quercetina. De este mo-
delo se puede notar que es similar al obtenido cristalogréa-
ficamente con Kluyveromyces Lactis, esto es los “wing”
y “turn”, (figura 5) se conservan promoviendo la interface
clésica proteina-proteina.

En relacion al Docking el sitio de unién con la quer-
cetina no esta localizado en el sitio de union con DNA.
Littlefield y Nelson (20), proponen a Arg 250 y Ser 247
como residuos esenciales en la interaccion con DNA,
pero también incluyen a los residuos Arg 228, y Val 255,
residuos con posiciones relativas altamente conservadas y
presentes en el modelo de HFS humano (figura 6).

La quercetina presentd interaccién con los residuos
Asn 53,Glu 74, GIn 75, His 72, (figuras 6 y 8), formado
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FIGURA 3. Alineamiento de la secuencia reportada de Factor de Shock Térmico humano (FSH) con las secuencias de los segmentos de FSH re-

sueltos por cristalografia. Fuente: Autores
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interacciones de tipo electrostatico y de puentes de hidro-
geno, entre los grupos hidroxilos de los carbonos C17,
C18, C6y C2, (figuras 2 y 8). Estas interacciones se ubi-
can en los dos planos que se forman en la quercetina, con
los hidroxilos ubicados en los extremos de la molécula,
haciendo que la interaccion con la proteina sea estable,
por lo que se sugiere que el loop no tendra igual movili-
dad con quercetina que sin quercetina, afectando entonces
cualquier posible interaccion que ésta pueda formar. La
interaccion se encuentra localizada proxima a la llamada
“ala” (20), generando impedimentos alostéricos al fijar lo
que podria denominarse el “axila del ala”, esta interaccion
debe impedir la formacion de los trimeros de HFS, segln
Otis (20) los contactos entre los loops con alta flexibili-
dad, que también son llamados “wing” de un monéme-
roy las “turn” del otro monémero, forman una interface
clésica proteina-proteina, en donde segun este autor se
promueven las interacciones entre los mondémeros para
formar trimeros. Como se observa en la grafica (Figura 7)
la Quercetina se ubica espacialmente en una de estas vuel-
tas, “turn”, creemos que la interaccion entre el ligando y
la vuelta hace que se pierda la interface proteina-proteina,
de tal manera que la trimerizacion se veria afectada por el
ligando, impidiendo su accién promotora de proteina de
shock térmico, es de notar que el sitio de interaccion tiene
las dimensiones para alojar una molécula con la configu-
racion de este flavonoide y que sustituciones del grupo

FIGURA 4. HFS de Kluyveromyces lactis (3HTS en PDB), se ve la
representacion del &cido nucléico en verde y de los residuos que inte-
racttan con él en lila, en blanco los residuos que probablemente estén
implicados en la relacion proteina-proteina. (imagen construida con
Pymol). Fuente: Autores

hidroxilo por grupos de volimenes un poco mas grandes
impediran posiblemente dicha interaccion (figura 7), pro-
duciendo como efecto la traduccion de proteina de shock
térmico en la condiciones normales.

FIGURA 5. RMSD entre el modelo por homologia obtenido, en rojo y
el Factor de Shock térmico cédigo pdb 3HTS, en azul. Fuente: Autores

FIGURA 6. Figura 6 Diagrama de interaccion de la quercetina con la
HFS1 humano. Fuente: Autores
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FIGURA 7. Docking de la Quercetina con el modelo de HFS humano.
En Rojo la quercetina en verde los residuos con los cuales tiene inte-
raccion. Fuente: Autores
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