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ANALISIS FILOGENETICO Y DE DOCKING MOLECULAR DE LA PROTEINA
CONGLUTINA y DE Lupinus albus Y SU INTERACCION CON EL RECEPTOR
DE INSULINA HUMANA

RESUMEN

Objetivo: Realizar un analisis de las relaciones filogenéticas de la conglutina gamma de L. albus
con otras proteinas vegetales y evaluar mediante docking molecular su interaccion con moléculas
relacionadas al control de la glicemia. Materiales y métodos: Se evaluaron las secuencias de
aminodcidos del GenBank mediante BLAST, del cual se obtuvieron similitudes del 20% a 80%. Se
uso la aplicacién ModelGenerator_v_85 para encontrar el mejor modelo de sustitucion y el servidor
PHYML para generar un arbol de méxima verosimilitud. Se model6 la proteina en su forma
monomérica con Phyre2. Se descargaron del PDB estructuras de insulina humana y relacionadas, se
refinaron con 3DRefine y se prepararon con Chimera 1.10.2 para docking. Los andlisis de docking
se realizaron en ClusPro y se compararon las energias minimas de los 3 mejores modelos elegidos
por CONSRANK. Resultados: Las secuencias de la proteina con el 20-80% de aminoécidos
conservados con la conglutina y fueron obtenidas de GenBank. Los modelos de la substitucion y la
prediccion de la estructura tridimensional fueron obtenidos usando ModelGenerator y Phyre2,
respectivamente; usando la forma monémero de conglutina vy. El arbol filogenético de maxima
verosimilitud fue construida usando PHYML, lo que demuestra que la secuencia de aminoacidos de
la conglutina y se encuentra agrupado mas cercanamente a las globulinas basicas 7S de Glicine max
y Morus notabilis. Para el andlisis de docking molecular de la conglutina y, se descargaron los
archivos PDB de la insulina humana y las diferentes moléculas relacionadas (insulina unida al
factor de crecimiento | y I, receptor humano de la insulina), refinado con 3DRefine y preparado
usando Chimera. El acoplamiento molecular fue realizado en ClusPro y la energia minima de los
mejores modelos seleccionados por CONSRANK fue comparada. Esta simulacion demuestra los
valores de una prediccion de unién altamente notable solamente con el receptor humano de la
insulina.Conclusiones: La conglutina y de Lupinus albus es una proteina con una baja conservacion
de aminoacidos fuera del grupo de los Lupinos, su forma monomérica presenta una alta
probabilidad de la interaccion con el receptor de insulina humana. Esto es una evidencia adicional
para su accién de la insulino-mimético que refuerza su uso en el cotratamiento con metformina.
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verosimilitud.



ABSTRACT

Objective: To perform and reports a phylogenetic study of conglutin y from L. albus and
evaluates its interaction with known molecules that controls glycemia using molecular
docking. Material and methods: We assessed the amino acid sequences of GenBank by
BLAST, of which similarities were obtained from 20% to 80%. The ModelGenerator_v_85
application was used to find the best replacement model and the PHY ML server to generate
a maximum likelihood tree. The protein was modeled in its monomeric form with Phyre2.
Were downloaded from the PDB human insulin and related structures, refined with
3DRefine and prepared with Chimera 1.10.2 to docking. The analyses were carried out in
ClusPro and the minimum energies of the 3 best models choosen by CONSRANK were
compared. Results: Protein sequences with 20-80% amino acid conservation with conglutin
v were obtained from GenBank. Substitution models and tridimensional structure prediction
were obtained using ModelGenerator and Phyre2, using monomeric form of conglutin .
Maximum likelihood phylogeny was constructed using PHYML, which shows that amino
acid sequence of conglutin vy is grouped with 7S basic globulins from Glicine max and
Morus notabilis. For molecular docking analysis with conglutin y, PDB files of human
insulin and different related molecules (insulin-like growth factor I and Il, human insulin
receptor) were downloaded, refined with 3DRefine and prepared using Chimera. Molecular
docking was performed on ClusPro and minimum energy of the best models selected by
CONSRANK was compared. This simulation shows a highly notable binding prediction
value only with human insulin receptor. Conclusions: Conglutin y from Lupinus albus is a
protein with low conservation of amino acids outside the lupin group, and its monomeric
form shows a high probability of interaction with human insulin receptor. This is an extra
evidence for its insulin-mimetic action which re-inforce its use in co-treatment with

metformin.

Keywords: Modeling, Conglutin, hyperglycemia, molecular docking, maximum
likelihood.



INTRODUCCION

Actualmente una de las estrategias fundamentales para las terapias antidiabéticas son los
cambios de hébitos alimenticios y entre ellas el consumo de las leguminosas juegan un
papel importante en el tratamiento de la diabetes (1,2). Estas terapias dietéticas se basan en
que el consumo de tres 0 mas porciones de legumbres reducen entre un 20% a 35% el
riesgo de padecer diabetes (3). EI consumo de alimentos ricos en almiddn, has demostrado

que reducen la elevacion de los niveles de glucosa postprandial (4).

El garbanzo es una de las legumbres que disminuye el indice glucémico y la respuesta
insulinémica, produciendo un mejor control de la diabetes tipo 2, de manera que se dé de
forma menos severa (2). EI modo de accién de esta proteina es probable que se deba a la
activacion de algunas vias de sefializacion celular de la insulina, ejerciendo de esta manera

un efecto mimético al de esta hormona (7).

En estos ultimos afios muchas especies del genero Lupinus han demostrado el potencial
como agentes hipoglucémicos, estas conclusiones se obtuvieron en base al consumo de
derivados de cereales, como el pan y la pasta, que se suplementaban con harina de semillas
de altramuz (5). La responsable de estos efectos beneficiosos es una proteina minoritaria,

Ilamada conglutina gamma, el cual procedia del altramuz blanco (L. albus) (6).

Estudios in vivo e in vitro han demostrados que tras su administracién oral, se reduecn de
forma dosis-dependiente los niveles de glucosa e insulina en sangre (7,9). La
administracion oral de conglutina y en ratas con elevados niveles de glucosa, produce el
efecto de una reduccidn estadisticamente significativa de la glucemia respecto a la de la
metformina, fArmaco cominmente utilizado para reducir los niveles de la glucosa. Estos
hallazgos son la primera evidencia molecular del posible uso de una proteina de leguminosa

en el control de la glucemia (9).

La conglutina gamma es una proteina con actividad antihiperglicemiante en ratas y cultivos
celulares y es adecuado para el tratamiento de la diabetes tipo Il. Se une a la insulina
humana a ciertos pHs, pero no hay informacion sobre su interaccion con otros objetivos

médicos importantes.



Por ello, el presente trabajo reporta un estudio filogenético de la conglutina y de L. albus
con otras proteinas vegetales y evalla su interaccion con moléculas conocidas que
controlan la glucemia utilizando acoplamiento molecular; asi como de esta manera
fundamenta su accionar insulino-mimeético, lo que refuerza su utilizacion como tratamiento
complementario a la metformina. Ademas, seria relevante evaluar la interaccion de la
globulina 7S de otras especies con las que no se ha incursionado en esta area, como las

moras.

MATERIALES Y METODOS

Evaluacion de las secuencias de aminoacidos

Se evaluaron las secuencias primarias de aminoacidos correspondiente a la conglutina y del
Lupinus albus del GenBank mediante BLAST, del cual se obtuvieron similitudes del 20% a
80%. Dichas secuencias fueron utilizadas para el posterior andlisis bioinfomatico,

filogenético y obtencion de la informacion estructural de dicha proteina.

Obtencién de un arbol de maxima verosimilitud
Para determinar la relacion filogenética, se usé la aplicacion ModelGenerator_v_85 (10)
con la finalidad de encontrar el mejor modelo de sustitucion y el servidor PHYML (11)

para generar un arbol de maxima verosimilitud.

Modelamiento por threading de la conglutina y
Como la homologia era remota en la conglutina y, se logro modelar la proteina en su forma

monomeérica con Phyre2 (12).

Analisis de docking molecular

Se descargaron estructuras de insulina humana y relacionadas del PDB, se refinaron los
modelos con 3DRefine (13) y se prepararon para docking con Chimera 1.10.2. (14) Los
analisis de docking se realizaron en ClusPro (15) y se compararon las energias minimas de
los 3 mejores modelos elegidos por CONSRANK (16).



RESULTADOS

El andlisis de las secuencias primarias de las proteinas con el 20-80% de aminoacidos
conservados con la conglutina y de Lupinus albus fueron obtenidas de GenBank. Los
modelos de la substitucion y la prediccion de la estructura tridimensional fueron obtenidos
usando ModelGenerator y Phyre2, respectivamente; usando la forma monomero de

conglutina y (Fig. 1).

Con respecto al arbol filogenético de maxima verosimilitud fue construida usando PHYML,
lo que demuestra que la secuencia de aminoacidos de la conglutina y se encuentra agrupado

mas cercanamente a las globulinas béasicas 7S de Glicine max y Morus notabilis (Fig. 2).

Finalmente para el analisis de docking molecular de la conglutina vy, se descargaron los
archivos PDB de la insulina humana y las diferentes moléculas relacionadas (insulina unida
al factor de crecimiento 1 y Il, receptor humano de la insulina), refinado con 3DRefine y
preparado usando Chimera. El docking molecular fue realizado en ClusPro (Fig.3) y la
energia minima de los mejores modelos seleccionados por CONSRANK fue comparada
(Fig. 4). Esta simulacion demuestra los valores de una prediccion de union altamente
notable solamente con el receptor humano de la insulina. Méas detalles del docking

molecular (Fig.5).



Fig. 1. Modelado tridimensional por threading del monémero de conglutina y

de Lupinus albus generada por Phyre2. A) Modelo (M1) de la secuencia
CAC16394.1 (GenBank). B) Modelo (M2) de la secuencia CAC17729
(GenBank).2 Estos modelos fueron descargados, se refinaron susu estruturas

con 3D Refine y se prepararon para docking con Chimera.
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Fig. 2. Arbol de la filogenia ML de Lupinus albus. (L.a.), Lupinus
angustifolius (L.ang.), Morus notabilis (M.n.), Dorcoceras hygrometricum
(D.h)), Medicago trunculata (M. t) y Glycine max (G.m.). Las secuencias
CAC17729 y CAC16394 de L.ang difieren respecto a las demas y se

caracteriza en un grupo aparte.



Fig. 3.

Interaccion de M1 y M2 con IR. (Mejores resultados de docking

seleccionados por CONSrank)
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Fig. 4.

Resolucién y valor medio de la energia mas baja de los tres mejores modelos
seleccionados por CONSrank de los ensayos de docking realizados en
Cluspro. La albumina de suero fue utilizada como control negativo.
Solamente con el receptor de la insulina el resultado era considerablemente

mas bajo.
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Fig. 5.

Detalle de la zona de contacto en las mejores simulaciones de docking de los
modelos y la estructura del ectodominio IR. (M1 izquierda, M2 derecha) Las
estructuras secundarias entre Phe 475y Arg 634 de IR pueden estar implicadas

en la interaccion
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DISCUSION

La conglutina y de Lupinus albus es una proteina con una secuencia poco conservada fuera
de los lupinos y en su forma monomérica presenta una alta probabilidad de interaccion con
el receptor de insulina humano, lo que fundamenta su accionar insulino-mimético (6). Se
observa que las secuencias de conglutina se agrupan méas cercanamente a las globulinas
bésicas 7S de Glicine max (soya) y otras pocas especies. La secuencia méas basal en el arbol
fue la del inhibidor de xilanasa de Triticum aestivum (trigo). EI docking molecular con las
distintas estructuras (insulina, factor de crecimiento insulinico 1y I, receptor de insulina y
albimina sérica humana, como control negativo) mostré un valor notablemente mayor en
los scores solo para el receptor de insulina humano (7, 8). En cuanto a la filogenia de
méaxima verosimilitud que las secuencias de conglutina se agrupan cercanamente a las
globulinas basicas 7S de Glicine max (soya) y Morus notabilis, siendo el Inhibidor de
xilanasas del trigo la proteina mas basal. EI docking molecular con las distintas estructuras
(Insulina, Factor de Crecimiento Insulinico I y IlI, Receptor de Insulina Humano y
Albumina Sérica Humana, como control negativo) mostro un valor de unién notablemente

mayor solo para el receptor de insulina humano (9).

CONCLUSIONES

La conglutina y de Lupinus albus es una proteina con una baja conservacion de
aminoacidos fuera del grupo de los Lupinos, y en su forma de mondmero presenta una alta
probabilidad de la interaccion con el receptor de insulina humana. Esto es una evidencia
adicional para su accion de la insulino-mimético que refuerza su uso en el co-tratamiento

con metformina.
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