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Resumen

La ivermectina demostré importantes acciones antivirales ante varios virus con genoma de ARN, inclusive contra
el SARS-CoV-2. Este farmaco inhibe la actividad del heterodimero importina a/f1, sin embargo, se desconoce los
blancos especificos de interaccion de la molécula. Objetivos: analizar in silico los blancos de interaccién de la
ivermectina en interaccion con la estructura de la importina a humana, utilizando la estrategia del acoplamiento
molecular. Métodos: se realizaron simulaciones del acoplamiento utilizando un modelo semiflexible y el
algoritmo Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno entre las estructuras de ivermectina y la importina a. Resultados:
los datos obtenidos revelan una mayor afinidad de interaccion de la ivermectina a la region mayor de union
(armadillo ARM2-ARM4) de las importinas a humanas, con energias de unién favorables de -9,5 a -8,0 kcal.mol ™.
Los aminoacidos activos de importancia en las uniones fueron el Triptéfano, Asparagina y Arginina, los cuales
también son fundamentales para el reconocimiento de secuencias NLS (secuencias de localizacién nuclear) de
las proteinas virales. También se registro afinidades por los dominios H1-ARM5, H2-ARM6 y H2-ARM7, con energia
de unién de -7,5 kcal.mol”. Conclusiones: los hallazgos demuestran que la ivermectina presenta afinidades de
unién favorables a la region mayor de union (ARM2-ARM4) de las importinas a el cual es un sitio importante de
unién a proteinas virales.

Palabras claves: antiparasitario, biologia computacional, carioferinas, dominio proteico.

Abstract

Ivermectin has demonstrated significant antiviral actions against several RNA-genome viruses, including
SARS-CoV-2. This drug inhibits the activity of the a/B1 importin heterodimer; however, the specific interaction
targets of the molecule are unknown yet. Objectives: to analyze in silico the interaction targets of ivermectin
interacting with the human a-importin structure using the molecular docking strategy. Methods: simulations
of the molecular docking were carried out using a semi-flexible model and the Broyden-Fletcher-Goldfarb-
Shanno algorithm between the structures of ivermectin and importin a. Results: data obtained reveal a higher
interaction affinity of ivermectin to the major binding region (armadillo ARM2-ARM4) of human importins a,
with favorable binding energies of -9,5 to -8,0 kcal.mol™. The active amino acids of importance in the bindings
were Tryptophan, Asparagine and Arginine, which are also critical for the recognition of NLS sequences (nuclear
location sequences) of viral proteins. Affinities for H1-ARM5, H2-ARM6 and H2-ARM7 domains were also recorded,
with binding energy of -7,5 kcal.mol™'. Conclusions: the findings demonstrate that ivermectin exhibits favorable
binding affinities to the major binding region (ARM2-ARM4) of importins a which is an important viral protein
binding site.

Keywords: antiparasitic agents, computational biology, karyopherins, protein domains.

uchos virus de ARN pertenecientes principalmente a las familias Flaviviridae, Coronaviridae, Arteriviridae y
Paramyxoviridae, entre los que podemos citar los virus del Dengue (DENYV), virus de la encefalitis japones (JEV), virus

Nilo Occidental, virus Hepatitis C, virus gastroenteritis transmisible (TGEV), SARS-CoV, virus infecciosa de la bronquitis y
virus respiratorio sincitial, en su mayoria con ciclos replicativos predominantemente citoplasmaticos, sin embargo presentan
también una etapa en la que se realiza el transporte de material proteico viral al nucleoplasma celular para bloquear la respuesta
antiviral del hospedero?. La mayoria de estos virus emplean esta via de translocacion de manera directa, sin embargo, el virus
SARS-CoV también es capaz de interactuar de forma indirecta con esta via de translocacion proteica por acciéon de la proteina
viral 6 (ORF-6), la cual interacttia especificamente con las importinas o que se unen a su vez a las importinas 1, disminuyendo
de esta manera su disponibilidad citoplasmatica, promoviendo asi de forma eficiente al bloqueo de las respuestas antivirales de
las células hospederas, es importante destacar que el virus SARS-CoV-2, también sintetiza dicha proteina, por lo que podrian
compartir el mismo mecanismo de accién’*.

El trafico de material proteico dentro del nticleo celular es mediada principalmente por las importinas a y las importinas
B1, también denominadas como carioferinas, estas proteinas junto con la proteina a ser transportada (carga), conforman el
complejo importina a/pB1-carga, donde las importinas a son las encargadas de reconocer una secuencia especifica de residuos

1\% enero-junio 2024 ® Gac Med Bol 2024; 47(1): 27-32 27



conocida como secuencias NLS (Sefial de Localizacion Nuclear), que se encuentra en las proteinas que poseen como destino final
el nicleo, donde cumpliran con sus funciones. Dentro de la estructura de las importinas a se identificaron dos sitios posibles de
interaccion, un sitio mayor de unién y un sitio menor de unién®'°. A su vez, las importinas 1, poseen la funcién de reconocer
y unirse al complejo formado importina a-carga, también es la encargada de interaccionar el complejo del nucleoporo al
momento del ingreso al nucleo celular'®. Debido a la importancia que representa esta via de translocacion proteica a estos virus,
en los ultimos afos los investigadores han puesto la vista en ella con la finalidad de hallar moléculas que puedan intervenir o
bloquear el proceso de translocacion y de estar manera disminuir el éxito de replicacion viral'™'2

Estudios in vitro recientes han demostrado que la ivermectina, un conocido farmaco con acciones antiparasitarias, posee
también actividades antivirales ante infecciones con los virus de la Chikungunya (CHIKV), virus de la influenza, virus del
dengue (DENV), virus del Zika (ZIKV), virus de HIV-1 y el virus del Nilo Occidental'*"*. Caly y colaboradores en el afio 2020',
demostraron que la ivermectina también presenta actividades antivirales in vitro ante el SARS-CoV-2, los autores sugieren un
bloqueo del trafico nucleoplasma-citoplasma de proteinas virales. Azam y colaboradores en el afio 2020, mediante analisis
computacionales describen que la molécula de ivermectina presenta afinidades de interaccién con la region mayor de unién de
la carioferina a de Mus musculus. Yang y colaboradores (2020)"?, expusieron que las moléculas de ivermectina interaccionan
con los dominios ARM (armadillo) de la importina a, evitando de esta manera la formacién del complejo importina a/p1,
también se registraron interacciones con el heterodimero de la importina a/f, promoviendo su disociacién, sin embargo, se
desconoce los sitios de mayor afinidad y de mayor probabilidad de interaccién de la ivermectina en las importinas a humanas.

En este estudio, realizamos el analisis de los sitios de union de la ivermectina en la estructura de la importina a humana
(Homo sapiens), determinando los aminodacidos activos y las interacciones intermoleculares presentes en los complejos
resultantes segun las propiedades biofisicas y bioquimicas de las moléculas evaluadas.

Materiales y métodos

Simulaciones de acoplamiento molecular

La importina o humana (PDB: 4WV6) se obtuvo de Protein Data Bank', se procedio a eliminar estructuras quimicas que
no sean propia de la importina (moléculas de agua y otros péptidos unidos), para ello se emple6 el programa Discovery Studio
Visualizer v. 20".

El archivo de la estructura molecular de la ivermectina (CID: 6321424) se obtuvo de PubChem®. Se aplicaron campos
de fuerza MMFF94 (Merck Molecular Force Field) con un paso total de 200, y el algoritmo de optimizacion de gradientes
conjugados con una convergencia energética de 0,001 kcal.mol'.A", para ello se emple6 el programa Avogadro®.

Los archivos fueron transformados al formato PDBQT y se agregaron cargas considerando atomos de hidrégeno (H)
presentes empleando para ello el programa UCSF Chimera 1,17%% Las pruebas de acoplamiento del tipo proteina-ligando
(molécula pequena) entre la importina a y la ivermectina fueron realizadas generando una grilla de acoplamiento de 47 x 77 x
81 A3, utilizando para ello los programas PyRx* y Autodock Vina*.

Lavisualizacion de los complejos resultantes, asi como la determinacion y la caracterizacion del sitio de unidn, identificacién
de residuos activos en la importina a y las fuerzas de interacciones involucradas en la estabilizacion de la estructura, todo esto
se llevo a cabo con Discovery Studio Visualizer v. 20%.

Resultados

La estructura de las importinas a se encuentra conformado por varios dominios proteicos funcionales, en el dominio
N-Terminal se encuentran la regiéon de unién a las importinas  y también el segmento de autoinhibicién. En la mayor parte
de la estructura se encuentran los dominio armadillo (ARM), agrupados en diez dominios ARM, los cuales a su vez cada uno
se conforma por tres a-hélices (H1, H2 y H3) donde por regla general, las hélices H1 y H2 son de menor longitud y la H3 de
mayor longitud, el dominio ARM1 carece de la hélice H1 y el dominio ARM5 posee las hélices H1 y H2 fusionados por lo que
se observa un dominio del tipo HEAT en dicho dominio® (Figura 1.A,B).

Las simulaciones de acoplamiento evidenciaron la formacion de cuatro modelos de complejos con energias de unién
favorables comprendidos en -9,5 a -7,5 kcal.mol! (Figura 1.C-F).

El primer complejo formado presento el menor valor de energia libre de acoplamiento -9,5 kcal.mol”!, donde la ivermectina
demostré afinidades de interaccion a los dominios ARM2-ARM4 (Figura 1.C). Los aminoacidos activos fueron la Asn 146, Trp
142, Asn 235, Trp 231, Trp 184 y Arg 227. Se detectaron puentes de hidrégeno entre la ivermectina y la Asn 146, Trp 142, Asn
235y Trp 231 con distancias entre ligando y receptor de 4,28 A, 5,19 A y 5,15 A respectivamente.

También se registraron interacciones de orbitales Pi y Sigma con los residuos Trp 184, Trp 142 y Trp 231 con distancias de
4,90 A, 4,59 A y 4,19 A, respectivamente, interacciones entre grupos alquilo con el residuo Arg 227 con distancia de 4,35 A,
e interacciones de orbitales Pi y grupo alquilo del residuo Trp 231 con distancia de 5,61 A. El bolsillo de unién se encuentra
conformado por los residuos Gln 181, Thr 145, Asn 188, Ser 149, Arg 238, Tyr 277, Gly 181, Asp 270, Glu 266, Gly 224, Asn 228,
Glu 107 y Ser 105 que interaccionan con el ligado mediante fuerzas de van der Waals (Figura 2.A, Tabla 1).

El segundo complejo revelé con un valor de energia libre de unién de -8,6 kcal. mol’, donde la ivermectina presenta
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Figura 1. A. Representacién de la estructura de las importinas a. A: ARM.
B. Composicion estructural de los dominios repetitivos ARM. H: a-Hélice.
C-E Modelos de acoplamiento importina c:ivermectina con energia de
union favorables. C. Modelo 1. D. Modelo 2. E. Modelo 3. E. Modelo 4. AGb:
Energia libre de union.
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Figura 2. Representacion bidimensional del sitio de acoplamiento de la
ivermectina en la estructura de la importina a. A. Modelo 1. B. Modelo 2. C.
Modelo 3. D. Modelo 4.
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afinidades por los dominios ARM2-ARMS5
(Figura 1.D). Los aminoacidos activos fueron el
Trp 184, Ser 149 y Trp 231. Se registrd puentes de
hidrégeno entre la ivermectina y el Trp 184, con
una distancia de 5,35 A.

También se pudo identificar interacciones de
orbitales Pi-Sigma con el Trp 231, exhibiendo
4,69 A de distancia, e interacciones de orbitales
Piy grupos alquilo del Trp 184, con una distancia
de 6,62 A entre ellos. El sitio bolsillo de unién
del complejo se encuentra conformado por los
residuos Asn 228, Arg 227, Asn 235, Asp 270,
Arg 238, Tyr 277, Ser 234, Trp 273, Ser 149,
Asn 188, Glu 107, Asn 146 y Ser 105, los cuales
interaccionan mediante uniones de van der
Waals (Figura 2.B, Tabla 1).

El tercer modelo de complejo formado revel6
un aumento en el valor de energia libre de unién
igual a -8,0 kcal.mol’, donde la ivermectina se
sittia en los dominios ARM2-ARM4 (Figura 1.E).
Losresiduos activos fueron la Ser 149 yla Gly 150,
con los cuales solo se detectaron la formacion de
puentes de hidrégeno con distancias de 4,49 A y
3,31 A, respectivamente. El sitio bolsillo de unién
se encuentra conformado por los residuos Trp
231, Asn 228, Arg 227, Gly 224, Trp 184, Asn 188,
Asn 235, Gly 191, Asn 146, Arg 106, Thr 155, Ala
148, Asp 192, Leu 104 y Pro 110 interactuando
con la ivermectina mediante fuerzas de van der
Waals (Figura 5.C, Tabla 1).

El cuarto modelo obtenido de las pruebas
presenta un aumento mayor en la energia de
unié con valor de -7,5 kcal.mol”, demostrando
afinidades por los dominios ARMS5-ARM7,
donde la molécula se encuentra orientada hacia
las a-hélices H1 del dominio ARM5, y las a-hélice
H2 de los dominios ARM6 y ARM?7 (Figura 1.F).

Los aminodcidos activos fueron la Lys 300 y
la Gly 303. Se registr6 puentes de hidrogeno con
la Lys 300 y la Gly 303, con distancias de 6,27 A y
3,44 A, respectivamente. También se detectaron
interacciones no convencionales de carbono-
hidrégeno con la Lys 300, donde un atomo de
carbono unido a un atomo de hidrégeno presenta
carga parcial positiva y el hidrogeno es capaz
de interactuar el atomo de oxigeno adyacente
de la ivermectina, la distancia con el ligando
fue de 5,06 A. Uniones hidrofébicas también se
observaron entre grupo alquilo de la ivermectina
y la Lys 300, registrandose 5,60 A de distancia.

Es importante destacar que se evidenciaron
interacciones no favorables con la Gln 297 entre
grupos quimicos donadores de hidrégeno en
puentes de hidrdégeno, evidenciandose entre
ellos una distancia de 534 A. Los residuos
que se encuentran interactuando mediante
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Tabla 1. Aminoacidos activos identificados en los modelos y longitud de interacciones (Angstrom, A).

Modelos Puentes de Interaccion Pi- Interaccion Interaccion Pi-
hidrogeno Sigma Alquilo-Alquilo Alquilo
Asn 146 (4,28)
Trp 142 (5,19) Trp 184 (4,90)
Complejo 1 Asn 235 (4,07) Trp 142 (4,59) Arg 227 (4,35) Trp 231 (5,61)
Trp 231 (5,55) Trp 231 (4,19)
Trp 231 (5,15)
Complejo 2 Trp 184 (5,35) Trp 231 (4,69) - Trp 184 (6,62)
Combleio 3 Ser 149 (4,49)
ompio Gly 150 (3,31) ) } }
Lys 300 (6,27)
Complejo 4 Gly 303 (3,44) - Lys 300 (5,60) -

Lys 300 (5,06)*

*Interacciones de carbono-hidrégeno no convencionales.

interacciones de van der Waals son la His 261, Leu 260, His 262, Leu 301, Ser 305, Ser 342, Val 339, Ala 338, Gly 335, Ala 334,
Pro 296, Val 299, Ala 304 y Asp 263 (Figura 2.D, Tabla 1).

Discusion

Desde a mediados del afio 2012, varios investigadores han reportado pruebas en las que se demuestra que la ivermectina
presenta efectos antivirales in vitro contra virus como VIH-1, DENV, Virus Chikungunya (CHIKV) y otros flavivirus, los
mismos sugirieron como posible blanco de accién de la ivermectina al complejo proteico importina o/f1 y por ende la via en
la que estd implicada el complejo'*!>¢%",

Recientemente, Yang y colaboradores (2020)'? en un estudio realizado con moléculas de importinas a e importinas 1 de
Mus musculus, expresadas en sistemas in vitro y expuestas a moléculas de ivermectina, han revelado que la misma posee la
capacidad de interactuar con el complejo proteico importina a/p1, ocasionando la disociaciéon de la mismas en cada uno de
sus componentes, también los autores describen la capacidad que posee la ivermectina de evitar la formacién del complejo
importina o/p1, mediante la interaccion de esta molécula con la importina a, demostrando efectos sobre la termoestabilidad
y en la a-helicidad de estas proteinas.

Los datos obtenidos evidenciaron modelos de unién entre la ivermectina y las importinas o humanas con valores de
energia libre de union de entre -9,5 a -7,5 kcal.mol ™" (Figura 1). A su vez, el analisis computacional llevado a cabo por Azam
y colaboradores (2020)", empleando la estructura de la importina de la especie Mus musculus y la ivermectina, registraron
valores de energia de acoplamiento de entre -6,90 kcal.mol! y -16,02 kcal.mol”, empleando diferentes algoritmos para dicha
estimacion, es importante destacar que estos valores son menores a los reportado en este estudio, por lo que esta interaccion se
da de manera mas favorable en estas importinas de ratones.

Azam y colaboradores (2020)" también describieron la participacion activa de residuos de Trp 184, Arg 227, Trp 231,
Ser 149, Asn 228, Trp 231 y Arg 238 de la importina a, los cuales son importantes para los puentes de hidrégeno y uniones
hidrofébicas con la ivermectina. Los resultados reportados en esta investigacion también evidenciaron al Trp 184, Trp 231y
Arg 227 como residuos activos en el modelo del Complejo 1, demostrandose una marcada afinidad por la region mayor de
union (ARM2-ARM4) (10,25) (Figura 2, Tabla 1).

Es importante resaltar también que, en ambos casos, los complejos del tipo receptor-ligando formados con la importina a y
la ivermectina, presentaron en comun la participacion de residuos de Triptdfano (Trp) y Asparagina (Asn) que son sumamente
importantes para la identificaciéon de secuencias NLS presentes en el proteoma viral'. Ademas, se registré afinidades por
regiones no activas (a-hélices H1 y H2) del sitio menor de unién de las importinas a (ARM5-ARM?7), lo cual podrian favorecer
a la inestabilidad de las uniones proteinas virales y heterodimeros, importina a/B1 promoviendo la disociacion'®'>%.

La inhibicién reportada por la interaccién de la ivermectina con las importinas a/B1, ademas de afectar la estabilidad del
complejo, ocasiona un bloqueo directo del ingreso de las proteinas virales al interior del ntcleo, esto se ha visto con la proteina
NS5 del virus serotipos Dengue 1y 2 (DENV-1, DENV-2), proteinas de la capside del virus de la encefalitis equina venezolana,
las integrasas del VIH-1, asi como proteinas no estructurales 3 NS3 (helicasas) de flavivirus'>'>?%. También se ha registrado que
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la molécula de ivermectina, es capaz de inhibir el ingreso de la polimerasa viral UL42 de la Pseudorrabia virus (PRV) e inclusive
la ADN polimerasa del virus del Herpes Bovino 1 (BoHV-1), todo esto mediante el bloqueo del trafico nucleocitoplasmatico'.

Laivermectina, ademas de poseer como blanco de interaccion el heterodimero importina a/B1, se ha reportado la capacidad
de interaccion a proteinas de virus. Azam y colaboradores (2020)'7, hacen mencion a la proteina no estructural 9 (Nsp9) del
SARS-CoV-2, con la cual se registré una marcada estabilidad de unién. En otro estudio también se ha reportado la interacciéon
de la ivermectina con la polimerasa RARP del SARS-CoV-2, con la cual se registraron energias de( -9,2 kcal.mol*)*.

En otra investigacion se ha revelado de que la molécula de ivermectina presenta afinidades de unién a la estructura proteica
de la espiga (S) de SARS-CoV-2, perfilando un potencial de interferencia del reconocimiento entre la proteina viral S y la
proteina ACE2 humana®.

Los resultados registrados en este estudio, revelan que la ivermectina presenta afinidades de interacciéon molecular
predominante a la regién mayor de union de la importina a humana, correspondientes a los dominios ARM2-ARM4, los cuales
demostraron magnitudes favorables de energias de union y la participacion activa del Triptéfano (Trp), la Asparagina (Asn) y
la Arginina (Arg) de este dominio, los cuales cumplen funciones importantes la identificacion molecular de secuencias NLS en
proteomas virales. También se pudo determinar afinidades en regiones no activas de la importina (H1-ARMS5, H2-ARM6, H2-

ARM?7), lo cual podria ejercer inestabilidad en las uniones con la importina 1 o con las secuencias NLS.
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