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Analisis computacional de la interaccion in silico de la Agatisflavona con la region de
trimerizacion de la proteina espicula (S) del SARS-CoV-2. La glicoproteina de la espicula
(S) es una de las proteinas mas importantes para el virus SARS-CoV-2 porque cumple un rol
fundamental en etapas iniciales de la infeccion viral y es considerado un blanco molecular
importante para el desarrollo de nuevos farmacos o vacunas. En este estudio se reporta la in-
teraccion in silico del biflavonoide Agatisflavona con la proteina S del SARS-CoV-2. Para ello
se llevaron a cabo pruebas de acoplamiento molecular entre la Agatisflavona y la espicula
S en diferentes conformaciones (abierta y cerrada) a modo de determinar y caracterizar los
sitios de interaccion y los residuos implicados. Los resultados obtenidos sugieren que la Aga-
tisflavona presenta mayores afinidades de unién por el sitio de trimerizacion del homotrimero
viral, con valores favorables de energia union (AGb) de -10,21+0,52 kcal.mol' y -11,19+0,16
kcal.mol"'. Estos hallazgos sugieren que la presencia del biflavonoide en interaccion con la
region de trimerizacion podria también actuar como bloqueante del ensamblaje de la espicula
en su estructura cuaternaria pudiendo interferir con el ciclo replicativo viral, por lo tanto, la
Agatisflavona puede ser considerada para estudios experimentales.
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Computational analysis of the in silico interaction of Agathisflavone with the trimeri-
zation region of the spike protein (S) of SARS-CoV-2. The spicule (S) glycoprotein is one
of the most important proteins for SARS-CoV-2 virus because it plays a critical role in early
stages of viral infection and is considered an important molecular target for the development
of new drugs or vaccines. In this study we report in silico interaction of the biflavonoid Aga-
thisflavone with the S protein of SARS-CoV-2. For this purpose, molecular docking tests were
carried out between Agathisflavone and the spike protein in different conformations (open and
closed) in order to determine and characterize the interaction sites and residues involved.
Results obtained suggest that Agathisflavone exhibits higher binding affinities for the trimeri-
zation site of the viral homotrimer, with favorable binding energy (AGb) values of -10.21+0.52
kcal.mol" and -11.19+0.16 kcal.mol'. These findings suggest that the presence of the bifla-
vonoid in interaction with the trimerization region could also act as a blocker of the assembly
of the spike into its quaternary structure and could interfere with the viral replicative cycle,
therefore, Agathisflavone can be considered for experimental studies.
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INTRODUCCION

Las plantas son fuentes naturales de
sustancias bioactivas, muchas de ellas
con capacidades antivirales, por ello
son ampliamente estudiadas con la fi-
nalidad de encontrar nuevas moléculas
con potencial farmacoldgico (Shakya,
2016). La Agatisflavona es un biflavo-
noide que se encuentra en especies re-
gionales como Caesalpinia pyramidalis,
Ouratea semiserrata, Quratea hexas-
perma, Ouratea polyantha, Anacardium
occidentale y Araucaria bidwillii, y ha
presentado antecedentes de actividades
antivirales contra la Influenza A (HINI1,
H3N2), Influenza B, Adenovirus tipo V,
virus de la Parainfluenza tipo III, virus
sincitial respiratorio, virus del Herpes
(HSV-1, HSV-2, HCMV, VZV) y virus
del Dengue (DENV2, DENV3) (Islam et
al., 2019). Se ha descrito que la misma
es capaz de interactuar con varias pro-
teinas virales de forma no competitiva
inhibiendo de esta manera la actividad
de las mismas (de Freitas et al., 2020;
de Sousa et al., 2015; Islam et al., 2019;
Lin et al., 1999).

Recientemente, Lokhande et al.
(2020) han descrito en un estudio com-
putacional las afinidades de interaccion
que presenta los biflavonoides de la
Rhus succedanea por el sitio catalitico
de la proteasa del virus SARS-CoV-2,
entre estos los que demostraron resulta-
dos favorables de interaccion fueron la
Agatisflavona y la Amentoflavona.

Una de las proteinas mas importantes
del SARS-CoV-2 es la glicoproteina de
la espicula (S), considerada una proteina
de fusion homotrimérica de tipo I, que
se encuentra conformada por tres cade-
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nas (A, B, C) que interaccionan entre si
(trimerizacion) para revelar en su estruc-
tura dos dominios (S1 y S2) (Bosch et
al., 2003; Li, 2016). En el dominio S1
encontramos al segmento mas impor-
tante de la proteina viral que es el RBD
(dominio de union al receptor) y el do-
minio N-terminal (NTD); en el dominio
S2 se localizan en conjunto los dominios
FP (péptido de fusion), HR1 (repeticion
heptad 1), HR2 (repeticion heptad 2),
CH (hélice central), CD (dominio conec-
tor), TM (dominio transmembranoso) y
el dominio C-terminal (CTD) (Beniac et
al., 2006; Li, 2016; Wrapp et al., 2020).

Uno de los procesos fundamentales
en la infeccion del SARS-CoV-2 a las
células humanas es el reconocimien-
to entre la glicoproteina de la espicula
(dominio RBD) y la proteina ACE2
(Enzima Conversora de Angiotensina
2), especificamente con el dominio PD
(dominio peptidasa) de la futura célula
hospedera (Lan et al., 2020). Posterior-
mente se da lugar al clivaje de la glico-
proteina encaminandose a la estructura
postfusion, seguido de la internalizacion
del virus al citoplasma de la célula infec-
tada para luego continuar con el proceso
de replicacion viral (Wrapp et al., 2020;
Yan et al., 2020).

Debido al importante rol que cumple
esta glicoproteina, se ha convertido en
uno de los blancos fundamentales para
la comunidad cientifica en la busqueda y
desarrollo de vacunas o potenciales far-
macos/moléculas bioactivas con capaci-
dades antivirales (Sternberg y Naujokat,
2020). La interaccion de proteinas (anti-
cuerpos) o moléculas pequeiias podrian
neutralizar a la espicula viral, interferir
con la unién receptor-ligando, desesta-
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bilizar a la estructura de la glicoproteina
viral o bloquear su maduracion (trime-
rizacion), y por lo consiguiente lograr
disminuir o contener la carga replicativa
del virus en el infectado mediante el im-
pedimento del proceso de reconocimien-
to virus-células hospederas (Bongini et
al., 2020; Fakih, 2020; Sternberg y Nau-
jokat, 2020; Toelzer et al., 2020; Vanka-
dari, 2020).

En este estudio se registra in silico
las afinidades de interaccion de la Aga-
tisflavona por el sitio de trimerizacion de
la espicula S del SARS-CoV-2, tanto en
las conformaciones abierta y cerrada del
dominio RBD los cuales presentan los
cambios conformaciones en la estructu-
ra proteica. Por lo que la misma podria
bloquear o afectar al proceso de trime-
rizacion de la proteina viral. Se espera
con esta investigacion poder contribuir
con la busqueda y desarrollo de nuevas
terapias que ayuden a combatir a la CO-
VID-19.

MATERIALES Y METODOS

Acoplamiento molecular entre la
Agatisflavona y la espicula del SARS-
CoV-2

Se empled el disefio metodologico
descrito en el esquema de la Figura 1.
Primeramente, se realizd la identifica-
cion de los sitios drogables presentes en
la region de trimerizacion de la espicula
viral del SARS-CoV-2 en sus diferen-
tes conformaciones de la glicoproteina
(ectodominio RBD abierto y cerrado)
(PDB: 6VSB, 6VXX respectivamente)
para ello se empled la herramienta DoG-
SiteScorer (Volkamer et al., 2012).

La estructura molecular de la gli-
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coproteina S del SARS-CoV-2 en sus
conformaciones del ectodominio RBD
abierto y cerrado (PDB: 6VSB, 6VXX)
fueron obtenidas de la base de datos Pro-
tein Data Bank (Berman et al., 2000). Se
eliminaron estructuras quimicas que no
fueran de naturaleza proteica (agua, io-
nes), empleando el programa Discovery
Studio Visualizer v. 20 (Dassault Syste-
mes BIOVIA, 2019).

La estructura molecular de la Aga-
tisflavona (CID: 5281599) se obtuvo de
la base de datos PubChem (Kim et al.,
2016). Se procedid a aplicar campo de
fuerza UFF (Universal Force Field) y el
algoritmo de optimizacion de gradientes
conjugados a la estructura de la Agathis-
flavona. Posteriormente, se proporcio-
naron cargas parciales a las estructuras
teniendo en cuenta los atomos de hidro-
geno (H) polares presentes a pH fisiolo-
gico de 7,4, para esto se empleé el pro-
grama Avogadro (Hanwell et al., 2012).

Las pruebas de acoplamiento mo-
lecular del tipo proteina-ligando entre
la proteina S del SARS-CoV-2 (RBD
abierto, cerrado) y la molécula de Aga-
tisflavona fueron realizadas en una grilla
de acoplamiento de 119x120x169 A’y
119x125x158 A3 respectivamente, estas
se llevaron a cabo de forma exhaustiva
(exhaustividad=20) en un total de cin-
cuenta repeticiones empleando el pro-
grama AutoDock Vina (Trott y Olson,
2010).

La visualizacion y el analisis de los
modelos resultantes de las pruebas de
acoplamiento se llevaron a cabo utili-
zando el programa Discovery Studio Vi-
sualizer v. 20 (Dassault Systémes BIO-
VIA, 2019).
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Figura 1. Esquema metodolégico del estudio

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de sitios drogables presen-
tes en la region de trimerizacion revelo
la presencia de un sitio altamente droga-
ble con puntajes de drogabilidad de en-
tre 0,80-0,81 con un volumen promedio
de 3536,71 A3, superficie de 3624,07 A2
y una profundidad de 38,85 A, contra el
cual se dirigieron los ensayos computa-
cionales de acoplamiento molecular.

Las pruebas de acoplamiento entre la
Agatisflavona y la proteina S del SARS-
CoV-2 con el ectodominio RBD abierto
evidenciaron que el biflavonoide pre-
senta afinidad de unién por el dominio
S2 de la proteina S (Figura 2A, B). Se
revelaron tres modos de acoplamiento
molecular en sitios diferentes en la pro-
teina viral, sin embargo, el mas favora-
ble fue el primer modelo que presento el
valor de la energia de union (AGb) igual
a-10,21+0,52 kcal.mol'.

Los otros dos modelos restantes de
interaccion presentaron energias de aco-
plamiento iguales a -9,85+0,34 kcal.
mol!y -9,71+0,31 kcal.mol’!, los cuales
son ligeramente mayores a lo observado
en el modelo mas favorable. Este ultimo
exhibi6 afinidades de interaccion por el
sitio de trimerizacion de la proteina vi-
ral, especificamente por residuos de la
cadena A y cadena B, lo cual permite su
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localizacion en el mencionado sitio (Fi-
gura 2C, D).

Se registrdé la participacion activa
de los residuos GIn1010, Argl014 y
GIn954 presentes en la cadena A, y de
los residuos Arg765, Glu773 y Lys776
de la cadena B de la proteina viral (Fi-
gura 2E).

Se registro la formacion de puentes
de hidrogeno entre la Agatisflavona y
los residuos GIn1010(A), GIn954(A) y
Glu773(B). Se pudo identificar la for-
macion de interacciones electrostati-
cas entre la Agatisflavona y el residuo
Lys776(B) (interacciones del tipo Pi-Ca-
tion) y con el residuo Glu773(B) (inte-
racciones del tipo Pi-Anion).

También se observo la formacion de
interacciones hidrofobicas entre enlaces
Pi y cadenas de alquilo de los residuos
Argl014(A) y Arg765(B). El sitio bol-
sillo del acoplamiento se conforma por
la Ile1013(A), Glul017(A), Asp950(A),
Gly769(B), 11e770(B), Val772(B), Leu-
1012(B) y Arg1019(B).

Las pruebas de acoplamiento mole-
cular realizadas entre la Agatisflavona y
la glicoproteina S con la conformacion
cerrada del dominio RBD evidenciaron
también afinidades por el dominio S2 de
la proteina viral, especificamente por las
cadenas A, By C (Figura 3A, B).

Se registrd la formacion de tres mo-
dos de acoplamientos con diferentes
sitios de interaccion con la proteina vi-
ral. El modelo mas favorable de acopla-
miento presentd el menor valor de ener-
gia de union igual a -11,19+0,16 kcal.
mol’, donde la Agatisflavona exhibio
afinidades por residuos presentes en las
cadenas B y C (Figura 3C, D).

Los otros modos presentaron valores
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:-10,21+0,52 kcal.mol*
: -9,8510,34 kcal.mol*
:-9,7110,31 kcal.mol*

Interacciones

[ van der Waals [T Interacciones Pi-Anién

- Puentes de hidrégeno - Interacciones Pi-Alquilo

[T Interacciones Pi-Catién
Figura 2. Sitio de unién de la Agatisflavona en la glicoproteina S del SARS-CoV-2 en conformacion
del ectodominio RBD abierto. A. Representacion tridimensional del sitio de trimerizacion de la proteina
S del virus. Verde: Cadena A, Rojo: Cadena B, Cian: Cadena C, Dominios S1 y S2. B. Modo de aco-
plamiento molecular de la Agatisflavona, sitio 1: modelo azul, sitio 2, modelo naranja, sitio 3: modelo
lila, AGb: energia libre de union. C, D. Vista superior y lateral del sitio mas favorable de interaccion
de la Agatisflavona (modelo azul). E. Representacion bidimensional del modelo de acoplamiento mas

favorable. A: Cadena A, B: Cadena B

de energia libre de union de -10,92+0,10
kcal.mol! y -10,45+0,20kcal.mol™'. Los
residuos activos involucrados en el
acoplamiento fueron Alal1020, Pro728,
Glul017, Lys947, GIn954 y Leul024
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de la cadena B y los residuos Asn1023,
Lys776 de la cadena C. Se detecto la for-
macion de puentes de hidrogeno entre la
Agatisflavona y los residuos GIn954(B),
Lys947(B) y Asn1023(C).
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Figura 3. Sitio de union de la Agatisflavona en la glicoproteina S del SARS-CoV-2 en conformacion
del ectodominio RBD cerrado. A. Representacion tridimensional del sitio de trimerizacion de la pro-
teina S del virus. Verde: Cadena A, Rojo: Cadena B, Cian: Cadena C, dominios S1 y S2. B. Sitios de
acoplamiento de la molécula Agatisflavona, sitio 1: modelo azul, sitio 2, modelo naranja, sitio 3: mo-
delo lila, AGb: energia libre de union. C, D. Vista superior y lateral del sitio favorable de interaccion
de la Agatisflavona (modelo azul). E. Representacion bidimensional del modelo de acoplamiento mas
favorable. B: Cadena B, C: Cadena C

También se identifico la formacion (interaccidon Pi-Anion) y Lys776(C) (in-
de interacciones electrostaticas entre la  teraccion Pi-Cation). Ademas de la for-
Agatisflavona y los residuos Glul017(B)  macién de interacciones hidrofobicas
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entre la molécula Agatisflavona y los
residuos Alal020(B), Pro728(B) (in-
teracciones Pi-Alquilo) y Leul024(B)
(interacciones Pi-Alquilo, interacciones
Pi-Sigma). Es importante destacar tam-
bién que se identifico la existencia de
interacciones desfavorables con el resi-
duo Glu780(C). El sitio bolsillo de in-
teraccion se conforma por los residuos
Asnl1023(B), Ser1021(B), Leu727(B),
11e726(B), Tle1018(B), Val951(B), As-
p950(B), Argl019(C), Ala1026(C),
Ser1030(C) y Thr1027(C) las cuales
probablemente interaccionan mediante
fuerzas de van der Waals con la Agatis-
flavona (Figura 3E).

Numerosos estudios han sido repor-
tados en los tltimos meses, todos ellos
enfocados en la comprension de los me-
canismos de infeccion del SARS-CoV-2
y en la busqueda de moléculas o farma-
cos con posibles actividades antivirales,
muchos de ellos teniendo como blanco
de accion a la glicoproteina S del virus,
el cual es fundamental para la virulencia
y facil transmision (Hall y Ji, 2020; Li,
2016; Pandey et al., 2020; Wrapp et al.,
2020).

Varios estudios presentan resulta-
dos con moléculas de origen natural
(vegetal en su mayoria) y farmacos ya
existentes en el mercado en los que se
demuestra la inhibicion de la funcion
del ectodominio RBD de la proteina S,
debido principalmente a los efectos neu-
tralizantes mediante la interferencia del
reconocimiento entre el dominio RBD y
la proteina ACE2, y de esta manera la
disminucion en gran medida del éxito en
la replicacion del SARS-CoV-2 en las
células hospederas (Baig et al., 2020;
Elfiky, 2020; Fakih, 2020; Kulkarni et
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al., 2020; Prasanth et al., 2020; Sinha et
al., 2020; Subbaiyan et al., 2020).

Ademas de neutralizar la accion de
la proteina S del SARS-CoV-2 también
desestabilizar o bloquear la trimeriza-
cion de la espicula seria una estrategia
en el que se ha visto buenos resultados
con otras proteinas virales, como es el
caso de la proteina Hemaglutinina (HA)
H3N2 del virus de la Influenza (Kadam
y Wilson, 2017).

Recientemente, Bongini et al. (2020)
sugieren buscar compuestos que puedan
bloquear el ensamblaje de la espicula del
SARS-CoV-2 a su estructura cuaterna-
ria como posible estrategia para luchar
contra el virus, ya que el bloqueo de la
trimerizacion de la proteina interfiere
con el éxito del ciclo replicativo viral.
Vankadari (2020) en un estudio compu-
tacional llevado a cabo con la molécula
Arbidol, evidencioé que esta podria pre-
sentar los mismos efectos en la protei-
na S del SARS-CoV-2 (RBD en confi-
guracion abierta) que con lo descrito en
la proteina HA del virus de la Influenza.
El autor menciona que el Arbidol podria
actuar bloqueando a la trimerizacion de
la glicoproteina viral, teniendo como
blanco de interaccion residuos presentes
en los sitios de trimerizacion de las ca-
denas A, B y C de la proteina S.

A su vez en este estudio, se demostrd
que el biflavonoide Agatisflavona podria
presentar mismos efectos que el Arbidol,
ya que esta molécula también exhibe afi-
nidades por los sitios de trimerizacion
entre cadenas de la proteina S wviral,
lo cual podria mantenerse durante los
cambios conformacionales que podrian
sufrir la espicula viral (RBD abierto-ce-
rrado). Los residuos activos implicados
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en dichas interacciones fueron GIn1010,
Argl014, GIn954, Arg765, Glu773,
Lys776 en la conformacion abierta
del ectodominio RBD, y los residuos
Alal020, Pro728, Glul017, Lys947,
GIn954, Leul024, Asnl023 y Lys776
en la conformacion cerrada del ectodo-
minio RBD. Algunos de estos residuos
observados fueron los mismos descri-
tos en la interaccion con la molécula de
Arbidol (Lys776, Lys947, Asnl1023 y
Leul024) (Vankadari, 2020).

Los resultados obtenidos en este es-
tudio sugieren que la Agatisflavona, pre-
sente en varias especies vegetales de la
region, con importantes actividades anti-
virales y con capacidades de interaccion
no competitivas con proteinas virales
(Abu-Reida et al., 2014; de Freitas et
al., 2020; de Sousa et al., 2015; Islam et
al., 2019; Lin et al., 1999), podria afec-
tar a la trimerizacion de la glicoprotei-
na S del SARS-CoV-2, probablemente
bloqueando o impidiendo dicho evento,
pudiendo ser considerada por ello como
una fuente potencial de desarrollo tera-
péutico para la COVID-19. Sin embar-
go, se recomienda llevar a cabo ensayos
in vitro haciendo un seguimiento de la
trimerizacion y del ensamblaje de la es-
tructura cuaternaria de la espicula viral a
modo de confirmar estas observaciones.
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