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Introduccion



Capitulo 1

Introduccion

1.1 Perspectiva general

La inflamacién agudal™® es la primera reaccion protectora iniciada por el huésped contra
patogenos o dano tisular, que consiste en una fase inicial, seguida de una fase de
resolucion. Por lo tanto, la inflamacién es una respuesta beneficiosa del huésped para
eliminar los patégenos invasores y/o reparar el tejido lesionado con el objetivo de
restaurar la homeostasis. Tanto la fase inicial de la inflamacion aguda como su fase de
resoluciéon son procesos coordinados complejos altamente regulados que involucran la
interaccion de diferentes tipos de células en el espacio y en el tiempo. Si la inflamacién
aguda no se resuelve adecuadamente, evoluciona a inflamacién cronica, que esta
relacionada con una gran cantidad de enfermedades como asma, diabetes, cancer,
Alzheimer, Parkinson, enfermedades cardiovasculares e incluso la COVID-19*8. De
hecho, hoy en dia, mas del 50% de todas las muertes pueden ser atribuibles a
enfermedades relacionadas con la inflamacion. Por esta razon, es claro que aumentar
nuestra comprensiéon sobre este tema es esencial. Dos oxidorreductasas que tienen un
papel clave en la inflamaciéon aguda y han sido diana por parte de tratamientos contra
enfermedades derivadas de la inflamacion son las lipoxigenasas (LOXs) y las
ciclooxigenasas (COXs), ya que sus rutas metabdlicas estan relacionadas con la sintesis
de mediadores lipidicos proresolutivos especializados®*1? (SPMs), que regulan la fase de
resolucion, y los mediadores lipidicos proinflamatorios, que regulan la fase inicial de la
inflamaciéon aguda.

Por un lado, las LOXs son una familia de dioxigenasas, que no contienen azufre y cuyo
hierro no pertenece a un grupo hemo, que catalizan la hidroperoxidacion altamente
regioespecifica y estereoespecifica de acidos grasos poliinsaturados que contienen unidades
de 1,4-Z Z-pentadieno (metileno bisalilico). Las LOXs estan ampliamente extendidas



entre los diferentes reinos de organismos como animales, plantas, hongos y bacterias!!.
Ademés, hay un gran ntimero de isoformas de las LOXs conocidas. En el caso particular
de los seres humanos, seis genes funcionales codifican para lipoxigenasas. El &cido
araquidonico (AA) es el principal sustrato de las LOXs de mamiferos, cuya
hidroperoxidaciéon inicia la biosintesis de mediadores lipidicos que tienen un papel
fundamental en la inflamacién y en la salud humana en general. Cabe destacar que no
sblo los metabolitos del AA tienen propiedades proinflamatorias y antiinflamatorias, sino
que los metabolitos de acidos grasos omega-3 tales como acido eicosapentaenoico (EPA)
y acido docosahexaenoico (DHA) también poseen propiedades antiinflamatorias.

Por otro lado, las COXs son una familia de hemoproteinas bifuncionales homodiméricas
asociadas a la membrana que catalizan la oxigenacién, que es también altamente
regioespecifica y estereoespecifica como en el caso de las LOXs, de varios écidos grasos
poliinsaturados'>!3. Por el contrario, tanto en humanos como en animales, las COXs

4. 1) la COX-1 que se expresa

estdn presentes solamente en tres isoformas
constitutivamente por todo el cuerpo, incluyendo en plaquetas y células endoteliales; 2)
la COX-2 que es principalmente inducida por inflamacién, aunque también se encuentra
como constitutiva en regiones especificas como los rifiones, el intestino y el cerebro; 3) la
COX-3 que es constitutiva, pero su presencia esta limitada al sistema nervioso central y
a la pared aortica. Ademads, existe cierta controversia en torno a si la COX-3 es
simplemente una variaciéon de la COX-1 o no. De manera similar a las LOXs, el AA es el
sustrato preferido de las COXs, aunque, otros écidos grasos también experimentan la
oxigenacién por parte de estas enzimas. La COX-2 ha sido un objetivo farmacologico
debido al hecho de que cataliza la conversion del AA en prostaglandinas G2 (PGGa) y Ha
(PGH2), cuya produccion esta relacionada con muchas patologias humanas tales como
inflamacion, fiebre e incluso cancer'* 17,

Por esta razon, los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs) se han
utilizado ampliamente para inhibir la COX-2. Los NSAIDs tradicionales solian ser o bien
no selectivos o bien inhibidores preferentes de la COX-1, eliminando la proteccion gastrica
en el estémago proporcionada por las prostaciclinas lo cual origina no sélo sangrado
gastrointestinal y formacién de tlceras pépticas, sino que también origina problemas de
rifion. Sin embargo, los NSAIDs no ulcerogénicos selectivos de la COX-2 (COXIBs), como
celecoxib y rofecoxib, han sido desarrollados y puestos en el mercado, pero producen
efectos secundarios cardiovasculares. En estado de homeostasis, el equilibrio entre los
tromboxanos derivados de la COX-1 en las plaquetas y las prostaciclinas derivadas de la
COX-2 constitutiva (no esta claro si en el rifion o en el recubrimiento endotelial de los
vasos sanguineos) dan lugar a un equilibrio agregacion/antiagregacion de las plaquetas.
Sin embargo, cuando estos COXIBs bloquean la formaciéon de las prostaciclinas
permitiendo la prevalencia de los tromboxanos dan lugar a la posible aparicién de trombos
sanguineos. Debido al enorme potencial de los NSAIDs para tratar patologias humanas,
seria muy interesante desarrollar nuevos NSAIDs que no presenten estos efectos
secundarios!'® 2, De hecho, recientemente, se han llevado a cabo estudios para valorar la
actividad terapéutica y los efectos secundarios del compuesto AD732 (FE-4-[3-(4-
methylphenyl)-5-hydrozyliminomethyl- 1 H-pyrazol-1-yl/benzenesulfonamide), un nuevo
derivado de la familia de los COXIBs que contiene el grupo pirazol. Los resultados
obtenidos son prometedores, ya que este compuesto parece conservar los efectos

3



antiinflamatorios y analgésicos disminuyendo significativamente los efectos secundarios
tipicos asociados a los COXIBs?!.

Una forma de eludirlos seria desarrollar nuevos NSAIDs que sélo actiien sobre la region
donde se encuentra la patologia humana a tratar. Aunque parezca muy complicado, se
podria hipotéticamente conseguir mediante la insercién de un fotointerruptor en los
NSAIDs ya desarrollados hasta la fecha. Un fotointerruptor es un tipo de molécula que
sufre un cambio reversible bajo el efecto de la luz de una longitud de onda especifica.
Respecto a la mayoria de ellos, este cambio reversible consiste en una isomerizacién
trans(E)-cis(Z) de un doble enlace que provoca grandes alteraciones de volumen/forma
de la molécula en cuestion. Este hecho se puede aprovechar para desarrollar nuevos
farmacos que cambien sus afinidades hacia sus dianas terapéuticas mediante la irradiacién
con radiacion electromagnética, ya que mostrarian una forma activa, que encajaria dentro
de su diana, y otra inactiva, que no encajaria dentro de su diana. Ademés, hay que sefialar
que hay dos posibilidades una vez que el fotointerruptor se ha activado y ha cesado la
luz que lo ha activado: 1) el fotointerruptor decae térmicamente a su estado mas estable
termodinamicamente, que tiene que ser inactivo desde un punto de vista farmacologico
para ser viable; 2) es desactivado a voluntad usando luz de longitud de onda apropiada.
Teniendo todo en cuenta, los fotointerruptores proporcionan un mecanismo para activar
el medicamento exactamente cuando y dénde se necesite, evitando los bien conocidos
efectos secundarios. Considerando la estructura de los COXIBs™® 20 se puede entrever
que los azobencenos (ABs)?? y grupos similares son una familia de fotointerruptores muy

prometedora desde el punto de vista de incorporarlos dentro de la estructura de esta clase
NSAIDs.

1.2 Lipoxigenasas

1.2.1 Clasificacion

Antes de nada, es importante remarcar que no hay una clasificaciéon inequivoca de las
LOXs ya que existen diversas isoformas y se pueden tener en cuenta diversos criterios a
la hora de clasificarlas, tales como su reactividad, su presencia en los tejidos o incluso la
relacion evolutiva que guardan entre si. Como se ha dicho previamente, el AA es el
sustrato principal de las LOXs de mamiferos y una posible clasificacion de éstas seria de
acuerdo con que posicion del AA oxigenan. Esta clasificacion es viable debido a que la
oxigenacion por parte de las LOXs es altamente regioespecifica y estereoespecifica. Con
el objetivo de formar un dieno conjugado tras la oxigenacién, las posiciones donde la
molécula de oxigeno entrante puede atacar, tras la abstraccion de hidrégeno inicial, son
5,8,9,11, 12 y 15. Aunque en la naturaleza predominan fundamentalmente las isoformas
5-LOXs, 8-LOXs, 12-LOXs y 15-LOXs (Figura 1)?* 28, Por otra parte, esta clasificacion
se puede acompanar con la estereoquimica del producto, es decir, S o R. Aunque como la
mayoria de las oxigenaciones se suelen producir con estereoquimica S, ésta generalmente
se omite y s6lo se indica cuando la oxigenacion tiene lugar con estereoquimica R. Ademas,
esta clasificacion incluso se puede complementar con el tejido donde la isoforma
considerada aparece.
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Figura 1. Clasificacion de las LOXs de mamiferos segin la posicion del AA que
oxigenan. Los ntimeros en rojo indican las diferentes posiciones donde una molécula de
oxigeno puede atacar para formar el hidroperdxido derivado. Los ntimeros en azul
indican las diferentes posiciones donde se puede producir la abstraccion de hidrégeno
inicial. Ademas, también se ha indicado la isoforma de las LOXs que actuaria sobre
dichas posiciones.

Aunque posiblemente esta clasificacion sea la méas empleada, presenta dos claras
limitaciones. La primera es que, a parte del AA, hay otros acidos grasos, como por ejemplo
el acido linoleico (LA), que pueden servir como sustrato para las LOXs y éstas ademés
pueden presentar diferente especificidad en relacién con estos otros sustratos. Mientras
que la segunda limitacion serfa que esta clasificacion basada en la posicion donde se
produce la oxigenacién en el AA no tiene en cuenta aspectos evolutivos, es decir,
diferentes isoformas de las LOXs de organismos diferentes que comparten un alto grado
de relacién evolutiva pueden tener una regioespecifidad diferente en relaciéon con un
mismo sustrato, cosa que haria que, aplicando estrictamente esta clasificaciéon, estas
isoformas no guarden relacion alguna entre si.

A pesar de sus inconvenientes, a lo largo de esta tesis se va a emplear la clasificacién
basada en la posicién donde se produce la oxigenacion del AA en mamiferos.

1.2.2 Estructura

Las LOXs estan constituidas por una tnica cadena polipeptidica que se pliega en una
estructura con dos dominios bien diferenciados??3%: un pequefio dominio N-terminal que
estd involucrado en la regulacion de la actividad catalitica y en la unién a la membrana
celular y un dominio catalitico C-terminal grande que contiene la cavidad donde se unen
los acidos grasos y el atomo de hierro catalitico que no forma parte de un grupo hemo3!.
Hay que notar que, aunque estos monomeros son plenamente funcionales, es bien conocido
que la actividad de la 5-LOX se ve reducida considerablemente si ésta no actia en
presencia de la protefna activadora de la 5-lipoxigenasa (FLAP)* y que mas
recientemente se ha podido determinar experimentalmente que tanto la 5-LOX humana
como la 15-LOX-1 de conejo y humana forman dimeros?? 3,



Tomando como referencia la estructura canoénica de las LOXs (Figura 2), el dominio N-
terminal consiste en un barril B compuesto por 8 laminas (3 antiparalelas que presenta un
alto grado de conservacion estructural. Actualmente, este dominio se conoce como PLAT
(Polycistinl Lipozygenase Alpha Tozin) aunque inicialmente recibié el nombre de “C2-
like domain” (Coactosin-like protein) debido al parecido que guarda con el dominio de
las fosfolipasas que es responsable de la unién a la membrana celular y que esta regulado
por iones Ca?". Por otra parte, el dominio C-terminal, que es el mayor y més conservado
desde un punto de vista estructural de los dos, estd compuesto por unas 20 hélices o que
estan interrumpidas por un pequeio subdominio de laminas 3. Estos dos dominios estan
separados por una region formada por bucles, aunque se puede apreciar que estos dos
dominios forman un plano de contacto. Cabe destacar que esta estructura candnica que
acabamos de presentar se encuentra en todas las isoformas de las LOXs, aunque hay
pequeias diferencias, sobre todo en el dominio catalitico que es el que proporciona a cada
isoforma sus propiedades cataliticas diferenciadoras.

Dominio
N-terminal

Esfera de
Coordinacion

Dominio C-terminal

Figura 2. Representacion de la estructura canonica de las LOXs (monémero A de 15-
LOX-1). El dominio N-terminal esta indicado en magenta mientras que el dominio C-
terminal esta indicado en azul oscuro donde su pequefio subdominio de laminas 3 esta
descrito en verde. La linea discontinua representa el plano de contacto interdominio. El
cuadro de la derecha muestra la esfera de coordinacién del atomo de hierro en detalle
donde las cadenas laterales de los residuos que la forman estan representadas en stick.

1.2.2.1 15-Lipoxigenasa-1
Por desgracia, no se ha logrado obtener la estructura cristalografica de la 15-LOX-1

humana de reticulocito o al menos no se ha publicado todavia. Disponer de esta estructura

seria interesante para conseguir una mejor comprension de los procesos inflamatorios.
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Figura 3. Representacion del dimero 15-LOX-1 de conejo. El mondémero A esté indicado
en azul mientras que sus hélices o2 y ol8 estdn representadas en lila. En cambio, el
monémero B esté indicado en verde mientras que sus hélices o2 y o18 estan representadas
en verde oscuro. La esfera de coordinacién del atomo de hierro para ambos monémeros y
los residuos mas importantes para la estabilidad de la interfase del dimero estan
representados en stick. El cuadro a la derecha muestra una vision detallada de la interfase
del dimero.

Sin embargo, si que se dispone de la estructura andloga de la 15-LOX-1 de conejo??3637

(ver Figura 3) cuya secuencia coincide en un 80% con la humana. La estructura
cristalografica mas reciente de la 15-LOX-1 (PDB code 2POM)?" corresponde a un dimero
que fue cristalizado en presencia del inhibidor RS7. Es importante notar que esta
estructura més reciente, no es més que una reinterpretacion de la que obtuvieron Gillmor
et al.?® corrigiendo el grupo espacial del cristal (pasando del grupo R32 al grupo R3).
Esta correccién permitié obtener la estructura de la hélice o2, que tiene un papel
fundamental tanto en la interfase del dimero como en la forma de la cavidad donde se
coloca el sustrato. Dicho dimero estd formado por dos monoémeros estructuralmente
diferentes A y B que interaccionan el uno con el otro mediante sus hélices a2 y «18, las
cuales conformarian la interfase del dimero. Como veremos mas adelante con mas detalle,
el monémero A regula alostéricamente el monémero B gracias a la interfase que los une,
ya que si ésta se rompe, dicha regulacion no tiene lugar®®%. En esta interfase, destacan
las interacciones que se establecen entre las Leul79/Leul83 de la hélice a2 del monémero
A y las Leul88/Leul92 de la hélice o2 del monémero B, las cuales forman un cluster
hidrofébico que tiene una conformacion zipper donde las cadenas laterales de las leucinas
de un monémero entran en contacto directo con las cadenas laterales de las leucinas del
otro monomero. Ademaés, el Trpl81 de la hélice a2 de un mondémero puede interaccionar
con la His585 de la hélice al8 del otro monomero (Figura 3). Todas estas interacciones
son las que estabilizan la formacion del dimero®®. Por otra parte, cabe destacar que
calculos de energia de Gibbs en relacion con el proceso de dimerizaciéon indican que de
todos los posibles dimeros, la combinacion A+B es la termodinamicamente mas estable3?.
El monémero B, que contiene el inhibidor, presenta una conformacion cerrada mientras
que el monomero A, que tiene la cavidad vacia, presenta una conformacion abierta. La
presencia de este inhibidor induce una serie de cambios conformacionales en el monémero

B que son especialmente notables en las hélices o2 y al8, ya que la disposiciéon espacial
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del resto de elementos de la estructura secundaria es muy similar entre los monémeros A
vy B. Con relacion a la hélice o2, ésta se desplaza unos 12 A respecto a su homologa en el
mondémero A y se acorta, mientras que la hélice al8 experimenta una reorganizacién
menor con respecto a su orientacion relativa a las otras hélices o de la proteina. De hecho,
los aminoacidos 169-176 de la hélice a2 pierden esta estructura helicoidal (Figura 4). En
relaciéon con el dominio catalitico, lo més destacado es que este dominio esta constituido
por 18 hélices o, donde las hélices a2 y o18 tienen un papel fundamental en la forma de
la cavidad donde se une el sustrato, y que la esfera de coordinaciéon de los dtomos de
hierro cataliticos esta formada por cuatro histidinas (His361, His366, Hisb41 y Hisb45) y
el carboxilato de la Ile663 terminal.

Figura 4. Superposicion del monémero A (en azul) y del monomero B (en verde) del
dimero 15-LOX-1 de conejo. Las hélices 02 y al8 estdn indicadas en lila para el
monomero A y en verde oscuro para el mondémero B. La esfera de coordinacion del
adtomo de hierro esta representada en stick.

1.2.2.2 5-Lipoxigenasa

Aunque se han obtenido diferentes estructuras cristalograficas para la 5-LOX humana
(h-5-LOX), ninguna de éstas corresponde a la 5-LOX humana wild-type sino que
corresponden a la denominada human Stable-5-LOX (PDB code 308Y)%. Esta 5-LOX
modificada es una mutante de la 5-LOX humana que ha sido solubilizada y estabilizada
con el objetivo de mejorar su cristalizacién, mas concretamente, esta mutante carece de
los aminoécidos que hipotéticamente se encargan de la inserciéon de la enzima en la
membrana celular, cosa que aumenta su solubilidad, y contiene la triple mutacién
Lys653Glu-Lys654Asn-Lys655Leu, que esta basada en la secuencia de aminoacidos de la
8R-LOX de coral?l. Esta triple mutacién, que la dota de estabilidad no altera los rasgos
reactivos caracteristicos de la forma wild-type. Ademéas, también se introdujo la doble
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mutacion Cys240Ala-Cysb61Ala, debido a que se predijo que estas cisteinas estarian
proximas en la estructura de la 5-LOX y podrian inducir algtin tipo de desestabilizaciéon
menor adicional. Cabe destacar que con esta estructura se han obtenido resultados muy
interesantes que han ayudado a comprender mejor el mecanismo catalitico de la 5-LOX*2.
Con el objetivo de profundizar todavia mas, un posible paso adicional seria intentar
comprender qué papel juegan los aminoacidos que se encargan de la insercién en la
membrana y la secuencia desestabilizante que contiene tres lisinas consecutivas, pero
obviamente para poder lograr esto serfa necesario disponer de la estructura de la 5-LOX
humana wild-type. Recientemente, DeepMind y EBL’s Furopean Bioinformatics Institute
(EMBL-EBI) han desarrollado un sistema basado en inteligencia artificial, AlphaFold,
que predice las coordenadas tridimensionales de todos los dtomos pesados para una
proteina dada a partir de su secuencia de aminoacidos. La diferencia fundamental con los
enfoques computacionales previos es que éste es el primero que es capaz de predecir las
estructuras proteicas con una precision cercana a la experimental en la mayoria de los
casos y ademaés es extensible a proteinas de gran tamafio®?. Entonces, para poder realizar
este estudio adicional se ha utilizado la estructura de la 5-LOX humana wild-type
proporcionada por AlphaFold (Figura 5).

Hélices o
caracteristicas

Region rica en Lys

Figura 5. Representacion de la estructura de la h-5-LOX wild-type predicha por
AlphaFold. Los residuos que supuestamente se encargan de la insercién de membrana
estan indicados en magenta, la hélice a2 y la hélice arqueada o8 estan indicadas en
verde y azul oscuro, respectivamente (cuadro izquierdo). La region que contiene tres
lisinas consecutivas esta indicada en lila (cuadro inferior derecho), mientras que el par
de cisteinas que se predijo que estarian proximas esta indicado en rosa (cuadro superior
derecho). La esfera de coordinacion del atomo de hierro, las tres lisinas consecutivas y
las cisteinas proximas estan representadas en stick.

A parte de la secuencia desestabilizante que contiene tres lisinas consecutivas, la
estructura de la h-5-LOX contiene algunos rasgos distintivos adicionales que se salen de
la estructura candnica de la LOXs. En su dominio catalitico, la hélice a8 esta arqueada
y se ha propuesto que controla el acceso de oxigeno a la cavidad proteica. Por otra parte,



el plegamiento de la hélice a2 es totalmente diferente ya que, en las LOXs, esta hélice
acostumbra a presentar seis o siete espiras y constituye un lado del centro activo. En
cambio, en el caso de la 5-LOX, la hélice a2 presenta dos segmentos helicoidales que son
perpendiculares entre si y estdn separados por una regiéon de bucles. Esta disposicion
diferencial de la hélice a2 causa que la cavidad de la h-5-LOX sea muy diferente del resto
de cavidades de las otras LOXs. Finalmente, es interesante notar que su esfera de
coordinacion del d&tomo de hierro difiere de la esfera de la 15-LOX-1 (la otra lipoxigenasa
que se ha estudiado en esta tesis). Se conservan tres histidinas (His367, His372 y His550)
y el carboxilato de la isoleucina terminal (Ile673), en cambio, la histidina restante
(Hisb45) es sustituida por una asparagina (Asnb54).

1.2.3 Actividades cataliticas de las Lipoxigenasas

En general, las LOXs muestran la actividad oxigenasa/lipoxigenasa, que consiste en
oxigenar acidos grasos poliinsaturados a sus derivados hidroperoxido, aunque algunas
isoformas bajo determinadas condiciones de reacciéon también muestran la actividad
lipohidroperoxidasa, que consiste en convertir hidroperéxidos lipidicos a productos
secundarios de peroxidacion lipidicos. Cabe destacar que varias isoformas de las LOXs
exhiben ambas actividades e incluso muestran una actividad adicional, la actividad
leucotrieno sintasa. Este serfa el caso de la 15-LOX-1 de conejo y la 5-LOX humana®* 6.
Dicha actividad leucotrieno sintasa puede ser considerada una combinaciéon de las dos
actividades cataliticas de las LOXs, la cual conduce a la formaciéon de un acido graso

oxigenado biradical que se estabiliza via la formaciéon de un epoxido.

0,

Etapa 2
Insercion de Oxigeno

Fe(ll)-OH, Fe(ll)-OH,

R-COOH R-COOH

Etapa 1l Etapa 3
Abstraccion Reduccién
de del

Radical Peroxil

Fe(lll)-OH"

Hidrogeno

HOO

Figura 6. Etapas elementales de la actividad lipoxigenasa de las lipoxigenasas.
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La actividad oxigenasa/lipoxigenasa se compone de tres pasos/etapas elementales: 1)
abstraccion de hidrégeno; 2) insercién de oxigeno; 3) reduccion del radical peroxilo
(Figura 6). El primer paso consiste en una abstraccion de hidrégeno de una unidad 1,4-
Z,Z-pentadieno de un acido graso por parte del cofactor Fe(III)-OH- para producir un
radical pentadienilo, donde existe una deslocalizacién electrénica que lo estabiliza, y el
cofactor Fe(II)-OHa. Se ha postulado que esta etapa es la determinante de la velocidad.
Por otra parte, se ha podido elucidar que el proceso de abstraccion de hidrégeno realmente
corresponde a un proceso de Proton Coupled Electron Transfer (PCET)*"#8 siendo el
Fe(III) el aceptor del electron y el grupo hidroxilo el aceptor del protéon. En gran medida,
esta etapa determina tanto la regioespecificidad como la esteroespecificidad del proceso
de hidroperoxidacion global, ya que ambas especificidades dependen altamente de qué
unidad 1,4-Z, Z-pentadieno del acido graso transfiere el &tomo de hidrégeno y de cuél de
los dos atomos de hidrogeno candidatos a la abstraccion de dicha unidad (pro-S'y pro-R)
es transferido. Es importante notar que si diversos atomos de hidrégeno pueden ser
abstraidos, tanto la distancia del atomo de hidrégeno respecto al cofactor Fe(III)-OH-
como la orientaciéon de éste en relacién a dicho cofactor son los factores cruciales que van
a determinar qué atomo de hidrogeno es el preferido. Para una LOX y un acido graso
dados, estos dos factores son determinados por la profundidad y el ancho de la cavidad
donde se une el acido graso y por la orientacion del dcido graso al entrar en dicha cavidad.
Todo esto, es lo que confiere a cada isoenzima de las LOXs su regioespecificidad y
estereoespecificidad caracteristicas para cada sustrato. La segunda etapa consiste en el
ataque de un oxigeno molecular al radical pentadienilo produciendo un radical peroxilo.
Cabe destacar que la abstraccién de hidrégeno y la inserciéon de oxigeno suelen tener
lugar en caras opuestas del plano definido por la unidad 1.,4-Z, Z-pentadieno*?-50,
Normalmente, se hace un abuso del lenguaje y se dice que estos dos procesos ocurren de
manera antarafacial, mientras que si éstos tuvieran lugar por la misma cara del plano
definido por la unidad 1,4-Z, Z-pentadieno se diria que ocurren de manera suprafacial. Por
simplicidad, a lo largo de esta tesis vamos a emplear esta terminologia. El tercer y taltimo
paso de la actividad oxigenasa consiste en la reduccion del radical peroxilo por parte del
cofactor Fe(II)-OHz transfiriendo un atomo de hidrégeno. Esta transferencia produce el
hidroperoxido final y regenera el cofactor Fe(III)-OH". Es importante notar que para que
tenga lugar esta transferencia es necesario que el radical peroxilo pase de una
configuracion antarafacial inicial a una configuracion suprafacial de manera que el radical
peroxilo se acerque al cofactor Fe(II)-OHa. Aunque esta actividad catalitica tiene como
sustratos preferidos los &acidos grasos poliinsaturados, también puede actuar sobre
fosfolipidos, ésteres de colesterol e incluso biomembranas y lipoproteinas. Ademés, si el
4cido graso de partida contiene diversas unidades 1,4-Z,Z-pentadieno entonces, éste
constituye un sustrato que puede experimentar una oxigenacion doble (si contiene dos
unidades) o triple (si contiene tres unidades). Un ejemplo de este tipo de sustratos seria
el bien conocido AA, que contiene tres unidades 1,4-Z, Z-pentadieno consecutivas, el cual
mediante una oxigenacion triple catalizada por la 5-LOX y la 15-LOX-1 seria convertido
en diferentes isomeros de lipoxinas (LXs) tras la accion de una reductasa (5,6,15-triHETE
0 5,14,15-triHETE).
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Por otra parte, en relacién a la actividad lipohidroperoxidasa, que es capaz de
descomponer lipidos que contienen al menos un grupo hidroperéxido en una mezcla
compleja de productos de peroxidacion lipidicos bajo ciertas condiciones de reaccion®!,
donde esta mezcla puede contener cetodienos, aldehidos de cadena corta, compuestos con
epoxidos e hidroxidos, hidrocarburos volatiles y dimeros de acidos grasos®?3, poco es
conocido respecto a los diferentes mecanismos de reacciéon que conducen a los diferentes
productos que acabamos de mencionar. Lo que si esta claro, es que el cofactor Fe(III)-
OH- es fundamental para que esta actividad tenga lugar y que su atomo de hierro va
experimentando cambios en su estado de oxidaciéon. Es importante notar que en presencia
de acidos grasos que contienen hidroperéxidos y de acidos grasos no oxigenados, donde
ambos contienen al menos wuna unidad 1,4-Z Z-pentadieno, la actividad
lipohidroperoxidasa compite con la actividad lipoxigenasa, aunque en condiciones
fisiologicas la actividad lipoxigenasa es la dominante.

Finalmente, la actividad leucotrieno sintasa, que seria capaz de convertir dcidos grasos
que contienen un grupo hidroperoxido (como 5-HpETE o 15-HpETE) en leucotrienos
(L'Ts) que contienen un epoxido, consiste en dos pasos/etapas elementales: 1) abstraccion
de hidrogeno; 2) escision homolitica del peroxido y formacion del epoxido y de una
molécula de agua (Figura 7). Cabe destacar que todo y que la segunda etapa se podria
descomponer en tres méas simples, esto conllevaria una barrera de energia de Gibbs
superior para el proceso global, es decir, el acoplamiento de estos tres procesos simples
estabiliza el proceso global resultante de manera que presenta una barrera de energia de
Gibbs menor que cualquiera de los tres procesos independientes.

Etapa 2
Fe(ll)-OH; Formacion de Epdxido

Y
de Molécula de Agua

R-COOH

Etapa 1

Abstraccion
de
Hidrogeno

Fe(lll)-OH"

QOH
" R-COOH o \ A R-COOH

Figura 7. Etapas elementales de la actividad leucotrieno sintasa de las lipoxigenasas.
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1.2.4 Rol biolégico de las lipoxigenasas
1.2.4.1 Metabolitos de las lipoxigenasas

En mamiferos, el AA puede ser metabolizado mediante tres rutas enzimaticas diferentes
produciendo mediadores lipidicos proinflamatorios y SPMs. Estas tres rutas son: la ruta
de las COXs, la ruta de las enzimas P450 y la ruta de las LOXs%%. Dado que en esta tesis
dnicamente se ha estudiado la actividad catalitica de las LOXs, nos vamos a centrar en
la ruta de dichas enzimas. La ruta de las LOXs es responsable de la producciéon de écidos
eicosatetraenoicos con grupos hidroperoxido e hidroxido (HpETEs y HETEs,
respectivamente), leucotrienos (LTs) y lipoxinas (LXs).

La sintesis de &cidos grasos insaturados con dobles enlaces mas alla del Cip a partir de
elementos mas simples no se observa en mamiferos. Esta limitacion biosintética es la
causa de que los mamiferos tengan que ingerir determinados acidos grasos esenciales para
no tener deficiencias nutricionales. Por lo tanto, el AA proviene de la dieta ya sea
mediante la ingestion directa de éste o a partir de los 4cidos linoleico o linolénico (acidos
grasos de dieciocho carbonos, con dos y tres dobles enlaces, respectivamente) por la accion
de las enzimas desaturasas y elongasas sobre dichos acidos grasos. En el organismo de los
mamiferos, el AA se puede encontrar o bien en los triglicéridos o bien en las diferentes
membranas lipidicas.

La ruta metabolica de las LOXs comenzaria con la hidroélisis de lipidos que conforman
membranas lipidicas por parte de la fosfolipasa-A2, liberando &acidos grasos
poliinsaturados. Una vez liberado el AA, las diferentes isoformas de las LOXs lo
transforman en los derivados hidroperoxidos correspondientes, que prosiguen su
transformacion hasta generar los mediadores de sefializacion lipidicos. Esta posterior
transformacion puede tener lugar mediante la LOX que ha generado el hidroperoxido en
cuestion, otra isoforma de las LOX u otra enzima que no pertenezca a la familia de la
LOXs. Cabe destacar que los leucotrienos y las lipoxinas tienen un papel destacado dentro
de los metabolitos que se generan a partir del AA siguiendo la ruta metabélica de las
LOXs (Figura 8).

Por una parte, los leucotrienos son potentes mediadores lipidicos de la respuesta
proinflamatoria, cuyo nombre fue acuiiado por el bioquimico sueco Bengt Samuelsson en
el afio 1979% y deriva de leukocyte, tipo celular donde fueron descubiertos, y triene, ya
que estos compuestos presentan tres dobles enlaces conjugados. Se pueden distinguir dos
clases principales de éstos, los leucotrienos que no contienen péptidos (LTA4 y LTB4) y
los leucotrienos que si contienen péptidos (LTCs, LTDs y LTE4), estos ultimos se
denominan leucotrienos cisteinicos (cys-LTs) ya que contienen cisteina o un derivado de
ésta. La biosintesis de los LTs es iniciada por la 5-LOX, que cataliza la conversiéon del
AA aleucotrieno Ay (LTA4) en una reaccion de dos pasos (una hidroperoxidacion seguida
de una epoxidacion). LTAy es el precursor del resto de LTs, ya que contiene un grupo
epoxido que lo hace poco estable y hace que actie como un intermedio en la formacion
del resto de leucotrienos. Posteriormente, LTA4 es trasformado a leucotrieno By (LTBy)
por la accion de la LTA4 hidrolasa o a leucotrieno Cy (LTCy) por la accion de la LTCy
sintasa, donde LTCy puede ser convertido a leucotrieno Dy (LTD4) y posteriormente a
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Figura 8. Ruta metabolica propuesta del acido araquidénico mediante la actividad
catalitica de las LOXs. Las reacciones que tienen lugar por medio de una reductasa han
sido indicadas con una flecha en verde. Con el objetivo de hacer mas facilmente
comprensible la figura, no se ha incluido la estructura explicita de las hepoxilinas, ni
tampoco se han incluido los leucotrienos cisteinicos (ver texto). La estereoquimica del
grupo hidroperédxido de 8-HpETE y del grupo hidréxido de 8-HETE no se ha indicado
porque existen 8-LOXs tanto R (por ejemplo, la de coral) como S (por ejemplo, la de

raton).
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leucotrieno E4 (LTE4) una vez se encuentra fuera de la célula. LTB4 es uno de los agentes
quimiotacticos y proinflamatorios mas potentes®, el cual induce permeabilidad vascular,
adhesion de neutroéfilos a la pared vascular, quimiotaxis y la migracién de leucocitos al
sitio donde se ha producido la lesion. Ademas, se une a diferentes receptores que estimulan
a las células inflamatorias. Es importante notar que todos estos procesos son funciones
relacionadas con la inflamaciéon. En cambio, los leucocitos que contienen péptidos son
agentes espasmogénicos que estan relacionados con patologias alérgicas® 98,
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Figura 9. Mecanismos biosintéticos principales propuestos para la formaciéon de
lipoxinas. El 4tomo de carbono cuyo dtomo de hidrégeno es abstraido esta indicado a
continuacién de la isoforma de las LOXs que llevaria a cabo la reaccion.

Por otra parte, la fase de resoluciéon de la inflamacién aguda era considerada un proceso
pasivo que tenia lugar mediante el decaimiento de las sefiales proinflamatorias. Sin
embargo, durante la primera década del siglo XXI, hubo un cambio en este paradigma y
actualmente la fase de resolucion de la inflamacién se considera un proceso activo que
esta programado desde el inicio de la respuesta inflamatoria, cuyo objetivo es restituir la
homeostasis del tejido donde ha tenido lugar la inflamacién®®. En este proceso de
resolucion, los SPMs tienen un papel destacado, induciendo procesos antiinflamatorios
tales como una migracién menor de leucocitos®, vuelta de la permeabilidad vascular a la
normalidad®’, apoptosis de neutréfilos®! e inducciéon de los macrofagos a fagocitar ciertas
células proinflamatorias®®. Estos compuestos incluyen lipoxinas®®64 —resolvinas®,
protectinas®® y maresinas?. Es importante notar que estos compuestos que acabamos de
destacar son productos de las LLOXs, donde resolvinas, protectinas y maresinas provienen

15



del metabolismo del EPA y DHA (4cidos grasos omega-3) mientras que las lipoxinas,
provienen del metabolismo del AA.

Las lipoxinas fueron descritas por primera vez por Samuelsson et al. en 19845 y su
nombre proviene de lipozygenase interaction products, ya que se concluyé que la sintesis
de éstas requiere de méas de una isoforma de las LOXs y ademés es transcelular®. En
principio, habria dos mecanismos biosintéticos principales que conducirian a la formacién
de lipoxinas!!: 1) la ruta de la triple oxigenacion que convertiria el AA, via el intermedio
58,155-dihydroperoxy-6F,87,117,13E-eicosatetraenoic acid (5,15-diHpETE), en lipoxina
B4 (LXB4) mediante tres oxigenaciones consecutivas catalizadas por 5-LOX, 12-LOX o
15-LOX; 2) la ruta de los epoxileucotrienos que involucraria LTA4 o &acido 14,15-
epoxieicosatrienoico (EET), el cual no es un leucotrieno como tal, aunque su estructura
es muy similar a la de éstos, como intermedios, donde 5-LOX, 12-LOX o 15-LOX
catalizarian las diferentes reacciones (Figura 9). Una estrategia prometedora para luchar
contra la inflamacion seria cambiar la especificidad de la 5-LOX a la de 12/15-LOX™.

1.2.4.2 Funcién biolbégica y patologias asociadas

Las lipoxigenasas de mamifero ejercen su funcion biologica mediante tres mecanismos de
accion: 1) formacion de mediadores lipidicos que regulan el fenotipo funcional celular; 2)
oxidacion de lipidos esterificados y complejos lipoproteicos (tales como biomembranas o
lipoproteinas) modificando su estructura y funcionalidad; 3) modificacion del estado
rédox celular mediante la formaciéon de perdxidos lipidicos, el cual es un importante
regulador de la proliferaciéon celular y de la expresion génica®.

El papel que desempenan las LOXs en la carcinogénesis es muy complejo y los efectos
observados a veces son contradictorios. Se ha identificado la actividad de las lipoxigenasas
en muchos procesos relacionados con la carcinogénesis tales como proliferacion de células
tumorales, metéstasis, diferenciacion, apoptosis, migracién, invasion de células
carcindgenas y angiogénesis’". Ademas, se cree que los SPMs de las LOXs muestran
propiedades anticancerigenas ya que la inflamacion crénica es clave en la progresion de
tumores™. Con el objetivo de determinar la implicacion de las LOXs en los diferentes
tipos de cancer, se han realizado bastantes estudios al respecto’™ ™. Entre estos tipos de
cancer destacan el colorrectal®, el de mama8! y el de prostata®2. Por un lado, en relacion
con los metabolitos de las LOXs, se ha identificado a (55,6 E,8 7,11 7,14 7)-5- Hydrozyicosa-
6,8,11,14-tetraenoic acid (5-HETE) y (52,82,10E,125,142)-12- Hydrozyicosa-5,8,10,14-
tetraenoic acid (12-HETE) como agentes cancerigenos ya que inducen proliferacion
celular, adhesion celular, metastasis y angiogénesis®*®4. Sin embargo, el 13-HODE
((9Z,11E,135)-13- Hydrozyoctadeca-9,11-dienoic  acid), que es un metabolito que
provienen del LA, resulta ser anticancerigeno ya que promueve la apoptosis®. El patron
de expresion de las diferentes isoformas de las LOXs depende del tipo de tumor y de la
fase en que se encuentre éste. Por ejemplo, en la fase temprana del cancer colorrectal se
expresa la 5-LOX, mientras que en las fases mas tardias de éste, como la metastasis y la
neovascularizacion, se expresa la 12-LOX?%S.

Es importante notar que las LOXs tienen un papel destacado en el sistema cardiovascular
y que estan relacionadas con algunas patologias de éste, como por ejemplo la
arterioesclerosis®-87. Con respecto a esta enfermedad, la 15-LOX-1 es clave ya que oxida
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lipoproteinas de baja densidad (LDLs) que presentan propiedades proarteriogénicas
porque activan la respuesta inmune y son rapidamente fagocitadas por macrofagos del
musculo liso que son entonces transformados en células espumosas. Estas células se
acumulan en el espacio intravenoso (espacio subendotelial de las arterias) produciendo
fatty streaks, las cuales son lesiones arterioesclerdticas tempranas. Ademas, 15-LOX-1
también oxida lipoproteinas de alta densidad (HDLs) lo cual se considera que tienen un
efecto proarterioesclerético. Por otra parte, se ha relacionado también a 5-LOX con la
arterioesclerosis, participando en las fases finales de la lesién vascular mediante la sintesis
de LTB4*. Asimismo, 15-LOX-2 también parece participar en la arterioesclerosis, ya que
se han encontrado altos niveles de esta isoforma en lesiones arterioescleroticas tardias®.
Las LOXs también estan relacionadas con la regulacion de la presion sanguinea, mediante
15-LOX-1, y con la inflamacién vascular, mediante 5-LOX9!,

Ademas, las LOXs guardan una estrecha relaciéon con las enfermedades alérgicas, de las
que podriamos destacar el asma“, la rinitis®® y la conjuntivitis™. Esta estrecha relacion
era previsible ya que las LOXs sintetizan metabolitos que en su gran mayoria tienen
propiedades proinflamatorias o antiinflamatorias. Con respecto a la inflamacion, entre
todas las isoformas destacaria la 5-LOX, ya que genera LTA4 que es el precursor de todos
los demés LTs. Asimismo, se ha podido determinar que los cys-LTs intervienen en la
anafilaxia y que son fundamentales en la patogénesis de enfermedades alérgicas. Por otra
parte, las LOXs también tienen un papel destacado en el sistema nervioso central y en
bastantes enfermedades de dicho sistema, tales como Parkinson, Alzheimer (donde tanto
5-LOX como 15-LOX-1 participan, pero su funcion no esté clara®) y derrame cerebral.
Esta implicacion de las LOXs en el sistema nervioso central es debida al hecho de que las
neuronas son especialmente vulnerables al estrés oxidativo y que las LOXs estan
involucradas en patologias derivadas de dicho estrés. Finalmente, es importante notar
que las LOXs también participan en procesos de desarrollo y proliferaciéon celular tan
importantes como la eritropoyesis?” y el mantenimiento del Stratum corneum®%, que es
la capa méas externa de la epidermis y protege de infecciones, irritantes y la pérdida de
agua. Incluso han sido asociadas a desordenes metabélicos como diabetes tipos 1 y 2,
obesidad y enfermedad hepéatica del higado graso no alcohdlico (NAFLD)?.

1.3 Ciclooxigenasas

Las ciclooxigenasas son enzimas bifuncionales asociadas a membrana que contienen un
grupo hemo (Fe3'-protoporfirina IX), las cuales son clave en la sefializacion mediante
lipidos debido a que éstas inician la biosintesis de prostaglandinas (PGs) y del
tromboxano Az (TXA2). De hecho, estas enzimas son también conocidas como
prostaglandina-endoperoxido sintasas (PGHS). Como se ha dicho anteriormente (ver
seccion 1.1), hay dos isoformas de las COXs, COX-1 y COX-2 que son codificadas por
los genes ptgsl y ptgs2, respectivamente. Cronolégicamente, la primera isoforma en ser
purificada y clonada fue la COX-1100:101 Estos acontecimientos sucedieron en 1976 y en
1988, respectivamente. Sin embargo, en 1991 varios grupos de investigacion informaron
sobre un nuevo gen con la misma actividad que COX-1, cosa que condujo al
descubrimiento de la COX-2192-194 Tras una intensa labor de investigacion, es conocido

17



que estas isoformas exhiben diferencias en algunas acciones fisioloégicas y que presentan
rutas biosintéticas ligeramente diferentes!?2103105 " qunque la mayor diferencia funcional
entre ambas provendria de la diferente regulacién del mecanismo de expresion de sus
genes. Concretamente, la COX-1 se expresa constitutivamente en la mayoria de tipos
celulares, mientras que la COX-2 principalmente se induce mediante una amplia gama
de compuestos tales como agentes inflamatorios, factores de crecimiento y promotores
tumorales. A partir de este patron de expresion, parece claro que, a grandes rasgos, la
COX-1 proporciona las PGs necesarias para la homeostasis celular mientras que la COX-
2, permite la sefializacion que regula el crecimiento y la diferenciacion celulares o modula
la respuesta inflamatoria a una lesién o infeccién. De hecho, esta implicaciéon en la
respuesta inflamatoria ha sido lo que ha motivado el estudio de las COXs en esta tesis,
haciendo especial énfasis en la COX-2.

Antes de desarrollar la seccion introductoria de las COXs, es importante notar que lo que
se va a exponer en las secciones 1.3.1, 1.3.2 y 1.3.5.2 proviene de resultados experimentales
de dichas enzimas y no de simulaciones de éstas.

1.3.1 Estructura

Los genes que codifican COX-1 y COX-2 dan lugar a cadenas proteicas que contienen
entre 599 a 604 aminoacidos, donde el ntiimero de éstos depende del organismo e isoforma
considerados. Para un organismo dado, las secuencias proteicas de ambas isoformas
comparten un 60% de identidad. Sin embargo, COX-2 carece de 14 aminoacidos cercanos
a su N-terminal que estan presentes en COX-1, mientras que ésta, carece de una insercién
de 18 aminoécidos cercana al C-terminal que esta presente en COX-2. Todo esto provoca
que la numeraciéon de los residuos en ambas isoformas no coincida, cosa que dificulta su
comparacion. Para sortear dicha dificultad, se suele emplear la numeracion
correspondiente a COX-1 para ambas isoformas. Aunque la presente tesis se centra
principalmente en la COX-2, se va a utilizar dicha convencién con el objetivo de facilitar
el seguimiento del texto.

Las COXs son proteinas homodiméricas, aunque estudios recientes parecen indicar que
estas actilan como heterodimeros funcionales donde s6lo uno de los monémeros contendria
el grupo hemo necesario para desempeiiar la actividad catalitica propia de la enzima.
Entonces, segiin esta hipotesis, el monémero que contiene el grupo hemo actuaria como
subunidad catalitica mientras que el monémero que no contiene dicho grupo actuaria
como subunidad alostérical® 14, Debido a que existe cierta controversia en torno a este
tema y a que un monoémero de cualquiera de las dos isoformas es activo si contiene el
grupo hemo, en esta tesis se han considerado las COXs como mondémeros con el grupo
hemo ya que las conclusiones obtenidas con estos monémeros se podrin extrapolar en
gran medida a los sistemas diméricos de las COXs y porque este tratamiento simplifica
sustancialmente los calculos a realizar.

Un mondémero de COX cualquiera contendria tres dominios bien diferenciados: 1) el
dominio N-terminal del factor de crecimiento epidérmico (EGF); 2) el dominio encargado
de la union a la membrana celular; 3) el dominio C-terminal catalitico (Figura 10). La
funcion que desempeiia el dominio del EGF no es clara, aunque se cree que puede estar

involucrado en las interacciones entre monémeros o ayudar a estabilizar la conformacion
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Figura 10. Representacion de un mondémero de COX. El dominio del EGF est4 indicado
en magenta, el dominio de unién a membrana estéa indicado en verde oscuro y el dominio
catalitico estd indicado en azul claro. Los residuos que conforman la barrera de la
entrada al centro activo COX estan descritos en verde claro (cuadro derecho) mientras
que el grupo hemo y la His a la cual se encuentra coordinado (cuadro izquierdo) estéan
descritos en lila. Por otra parte, Tyr385 y Serb30 estan descritos en azul oscuro. El
grupo hemo y los residuos representados estan indicados en stick.
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del dominio encargado de la unién a la membrana. Cabe destacar que de la pequefia
cantidad de laminas 3 que contienen las COXs, la mayoria se encuentra en este dominio.
Por otra parte, el dominio de uniéon de membrana estd formado por cuatro hélices o
aproximadamente ortogonales entre ellas, que se denominan con una letra comprendida
entre A y D, donde se acumulan el mayor ntimero de variaciones entre ambas isoformas.
Estas hélices o forman una especie de plano, la cara exterior del cual esta constituida por
residuos hidrofobicos y seria responsable de la unién a membrana, mientras que la cara
interior estd compuesta de residuos hidrofilicos. Es importante notar que la hélice D
penetra en el dominio catalitico, siendo determinante en la forma que adopta la cavidad
de la proteina.

Trp387 Phe209

Canal Principal

Recoveco
Hidrofdbico

Arg513 -

Sidepocket — ;
Hig

Figura 11. Representacion esquemética del centro activo COX donde se han indicado
sus tres cavidades principales y los residuos més representativos de éste. Se han
representado los residuos que conforman la barrera de la entrada al centro activo COX
(Argl20, Tyr355 y Glub24) para facilitar la ubicacion de dicha entrada, que no ha sido
indicada explicitamente aqui con el objetivo de hacer mas comprensible la figura (ver
Figura 15). Las cadenas laterales de los residuos estan representadas en stick.

En ultimo lugar, el dominio catalitico contiene tanto el centro activo peroxidasa (centro
activo POX) como el centro activo ciclooxigenasa (centro activo COX). Por una parte,
el centro activo POX viene definido por un manojo de siete hélices o (hélices 2, 8, 6, 17,
5, 11/12 y 16) y est4 situado al fondo de una hendidura superficial exponiendo el grupo
hemo al solvente. Cabe destacar que este motivo estructural estd presente en otras
peroxidasas que contienen un grupo hemo. Por otra parte, el centro activo COX (Figura
11) consiste en un canal en forma de L invertida fundamentalmente hidrofobico que
penetra profundamente en el dominio catalitico por encima del dominio de union de
membrana donde las cuatro hélices a de este dominio definen una cavidad espaciosa que
recibe el nombre de entrada. La parte superior de dicha entrada esta definida por Argl20,

Tyr355 y Glub24, que forman una barrera que debe abrirse para permitir el acceso al
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centro activo COX. Es importante notar que Argl20 y Glub524 son los tnicos residuos
cargados en este centro activo y que Argl20 y Tyr355 frecuentemente interaccionan con
acidos carboxilicos u otros grupos funcionales polares de sustratos e inhibidores.

Por encima de dicha barrera, el canal avanza hacia el centro de la proteina hasta que
alcanza la Tyr385, que comunica ambos centros activos y es el residuo catalitico critico
que inicia la ruta biosintética de las COXs ya que dona un adtomo de hidrégeno al grupo
hemo durante la activacion de la enzima, generando un radical tirosil que posteriormente
abstrae el atomo de hidrogeno pro-S del Ci3 del AA. Enfrente de este residuo, se encuentra
la Ser 530 que es el objetivo de la acetilacion por parte de la aspirina y cuya modificaciéon
reduce la formacion de PGG2 a un producto muy minoritario!3:115,

Estos dos residuos definen el recodo del canal que conduce a un recoveco hidrofébico, el
cual posee un tunel estrecho que proporciona una via de escape para las moléculas de
agua que deben abandonar la cavidad tras la unién de un ligando. Sin embargo, este
tinel es demasiado estrecho como para permitir la salida de productos de reaccién o
inhibidores. Cabe destacar que este canal en forma de L invertida esta definido por las
hélices 6 y 17 en su region cercana a la entrada, mientras que el recoveco hidrofébico
vendria definido por las hélices 2 y 8. A parte de todo lo comentado, el centro activo
COX contiene una pequeila cavidad adicional, denominada sidepocket, que se encuentra
cerca de la entrada de dicho centro activo y estd conectada con el canal principal por la
parte opuesta a donde éste tiene el recoveco hidrofobico. Para concluir, queda destacar
las diferencias que presentan los centros activos COX de ambas isoformas entre si. Antes
de nada, es importante notar que dichos centros activos son altamente homologos,
presentan una identidad cercana al 85%, es decir, éstos presentan una identidad mayor
que la que presentan las isoformas consideradas en su totalidad para un organismo dado.
Aunque este alto grado de identidad limita las posibles interacciones que podrian dar
lugar a selectividad entre isoformas, existen dos sustituciones que son clave en este
aspecto: 1) sustitucion de Val523 en COX-2 a I1e523 en COX-1; 2) sustitucion de Arg513
en COX-2 a His513 en COX-1. En relaciéon con la primera sustitucion, que es la mas
determinante de las dos, la presencia de Val en COX-2, un residuo menos voluminoso
que Ile, contribuye a que el centro activo COX de la isoforma COX-2 sea
aproximadamente un 25% mayor que él de COX-1. Este centro activo mas espacioso,
permite a COX-2 oxigenar eficientemente sustratos que o no son oxigenados o son
oxigenados pobremente por COX-116119, De hecho, COX-2 conserva algo de su actividad
tras la acetilacién por parte de la aspirina, mientras que la COX-1 queda totalmente
inactivada. Ademas, esta primera sustitucion provoca que el sidepocket de COX-2 sea
mas accesible que el de COX-1, cosa que ha sido aprovechada para el desarrollo de algunos
tipos de COXIBs!02:120-124 Fp relacion con la segunda sustitucion, su efecto principal seria
capacitar a COX-2 a utilizar derivados del AA que contienen grupos amida o éster como

sustrato, ademas de inducirle una mayor selectividad hacia los heterociclos diarilicos'??.

1.3.2 Uniodn de sustratos al centro activo COX

Aunque en la presente tesis no se va a tratar el mecanismo catalitico de las COXs, es
importante tener presente que para la biosintesis de PGs o de TXAgz es necesario en
primer lugar la conversion de AA a PGGa, que tendria lugar en el centro activo COX, y
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en segundo lugar es necesario la conversion de PGG2 a PGHa, que tendria lugar en el
centro activo POX. Debido a que el primer intermedio que conduciria a la formacién de
los mediadores lipidicos de sefializacién que se acaban de enunciar se forma mediante la
dioxigenacion regioespecifica y estereoespecifica del AA en el centro activo COX, es
fundamental entender cémo se unen los diferentes sustratos en el centro activo COX
haciendo especial hincapié en el caso particular del AA.

B

Figura 12. Representacion de la conformacion productiva (panel A) y no productiva
(panel B) del AA en el centro activo COX de la COX-2 (PDB code 3HS5). El AA esta
descrito en verde oscuro y los puentes de hidrogeno que forma estéan indicados con lineas
discontinuas. En la conformacién productiva, aparece la Serb530 con las dos posibles
conformaciones que puede adoptar. Tanto los residuos representados como el AA estan
representados en stick.

El modo de unién més comiin para la mayoria de acidos grasos en dicho centro activo es
con el grupo carboxilato interaccionando con Argl20 y/o Tyr355, mientras que la cadena
de atomos de carbono se extiende hacia el interior de la proteina rodeando Ser530 y
llenando el recoveco hidrofébico. Las interacciones entre los acidos grasos y el centro
activo COX son de naturaleza hidrofébica con la excepcion de aquellas que involucran al

102,120,121,125,126  Cabe destacar que, aunque el centro activo COX

grupo carboxilato
acomoda una amplia gama de &cidos grasos, los cuales varfan en longitud de cadena y
grado de saturacion, la conformaciéon que presentan éstos en el interior de dicho centro
activo es ampliamente conservada. Sin embargo, COX-2 y COX-1 presentan diferencias
interesantes en relaciéon con la conformacién de éstos en el interior de sus respectivos
centros activos COX. La méas notable serfa que algunos sustratos, entre los cuales se
encuentra el AA, pueden presentar dos conformaciones totalmente distintas en el centro
activo COX de COX-2, la conformacion productiva y la no productiva, mientras que
solamente una en el de COX-1, la cual es homologa a la conformacién productiva de
COX-2 (Figura 12). A continuacion, se va a ilustrar en qué consisten las conformaciones
que acabamos de presentar centrandonos en el caso particular del AA en el centro activo
COX de la COX-2 donde se van a ir enumerando las diferencias existentes entre COX-2

y COX-1. Cabe destacar que los rasgos caracteristicos de las conformaciones del AA que
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se van a exponer se pueden aplicar en gran medida a los deméas sustratos de las COXs,
aunque para un andlisis conformacional exhaustivo de éstos es preferible consultar
bibliografia especializada en el sustrato particular a estudiar.

Respecto a la conformacion productiva del AA en COX-2, cuya estructura cristalografica
no fue publicada hasta 2010 (PDB code 3HS5)'?, éste exhibe una conformacion en forma
de L donde su grupo carboxilato se encuentra cercano a la entrada del centro activo,
concretamente cerca de las cadenas laterales de Argl20 y Tyr355, mientras que su
extremo omega esta recubierto por los residuos fenilalanina (Phe) 205, Phe209, Val228,
Val344, Phe381 y Leub34 ocupando el recoveco hidrofébico. Por otra parte, sus atomos
de carbono centrales rodean la cadena lateral de Serb30 colocando adecuadamente el Ci3
por debajo del d&tomo de oxigeno fendlico de Tyr385 para la abstraccion de su dtomo de
hidrégeno pro-S. Este tipo de conformaciones se consideran como productivas debido a
que el AA presenta un adecuado alineamiento posicional y estereoquimico necesario para
iniciar la reaccién ciclooxigenasa. La principal diferencia entre las interacciones que
establece el AA con COX-2 y con COX-1 es que en el caso de la COX-2 el grupo
carboxilato tinicamente forma un puente de hidrégeno con Tyr355, mientras que en el
caso de la COX-1, este grupo forma un puente salino con Argl20 y un puente de
hidrogeno con Tyr355. Cabe destacar que la interaccion entre Argl20 y el grupo
carboxilato de los acidos grasos es necesaria para la union de sustratos en COX-1'28, Sin
embargo, Argl20 en COX-2 interacciona con Glu524 mediante puentes salinos cerrando
y estabilizando la barrera de la entrada al centro activo COX. Por otro lado, para
compensar la estabilizacion que aporta la formacion del puente salino con Argl120, el AA
en COX-2 presenta un mayor ntmero de interacciones hidrofébicas entre su extremo
omega y la proteina que en COX-1, lo cual resulta en un total de 53 interacciones
hidrofébicas en COX-2, mientras que en COX-1 el total es de 45. A pesar de esta
diferencia, una menor interaccion polar del AA con la enzima en COX-2 junto con su
centro activo COX mayor conducen a una mayor flexibilidad del AA cuando éste se
encuentra en el centro activo de dicha isoforma!?"!29, Al comparar la disposicion espacial
de las cadenas laterales de los residuos que conforman el centro activo COX de ambas
isoformas se puede apreciar que ésta varia poco, donde Argl20, Ser530 y Leub31 serian
excepciones. En primer lugar, como se ha comentado anteriormente, la ausencia de
interaccion entre la cadena lateral de Argl20 y el grupo carboxilato del sustrato en COX-
2 resulta en la formacién de puentes salinos entre los grupos NHa del catién guanidinio
de Argl20 y los atomos de oxigeno del grupo carboxilato de Glu524, mientras que en
COX-1, la cadena lateral de dicha arginina interacciona de manera bifurcada mediante
puentes salinos tanto con Glub524, concretamente con sélo uno de sus dtomos de oxigeno

130-132 Eg importante

de su grupo carboxilato, como con el grupo carboxilato del sustrato
notar que para poder establecer dichas interacciones en ambas isoformas, la cadena lateral
de Argl20 tiene que cambiar de conformacién ya que la disposicion espacial de los grupos
funcionales con los cuales interacciona en cada isoforma cambia sustancialmente. En
segundo lugar, Ser530 exhibe dos conformaciones en COX-2 mientras que tnicamente
una en COX-1. Esta mayor flexibilidad en la cadena lateral de Ser530 puede facilitar el
acceso del extremo omega del AA en el recoveco hidrofobico del centro activo COX'27 e
incluso contribuir al alineamiento adecuado de Ci3 por debajo de Tyr385!33. En tercer

lugar, en ambas isoformas se puede observar que la cadena lateral de Leu531 interacciona
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de manera hidrofébica con la cadena lateral de Argl20 estabilizandola cuando el sustrato
se ha unido al centro activo COX. Sin embargo, mutaciones de este residuo han
demostrado que esta interaccion tiene un peso mayor a la hora de determinar la afinidad
de union del sustrato en COX-1 que en COX-2134, Ademés, también se ha podido observar
que la cadena lateral de Leu531 exhibe una mayor libertad de movimiento en COX-2,
sugiriendo que su interacciéon con Argl20 es menos relevante en dicha isoforma. Esta
mayor libertad de movimiento es importante desde un punto de vista de aumentar el
espacio disponible para la unién del sustrato en el centro activo COX, cosa que en parte
explicaria la capacidad de COX-2 de acoger un espectro més amplio de sustratos que
COX-118135.136 - Para, concluir con la conformacion productiva, en COX-2 se establece
una red de puentes de hidrégeno donde participan moléculas de agua entre His90, Tyr355,
Argb13 y Glub24 aportando una estabilidad adicional a la barrera de la entrada del centro
activo COX. Sin embargo, esta red no puede establecerse en COX-1 porque el residuo
que ocupa la posicion 513 en esta isoforma es una His en lugar de una Arg. Cabe destacar
que éste es uno de los tres residuos del centro activo COX, més concretamente del
sidepocket de éste, que difieren entre ambas isoformas, los otros dos son: 1) el residuo que
ocupa la posicion 523 (ya comentado en seccion 1.3.1), que en COX-2 es una Val mientras
que en COX-1 es una Ile; 2) el residuo que ocupa la posicion 434, que en COX-2 es una
Val mientras que en COX-1 es una Ile.

Respecto a la conformacién no productiva del AA en COX-2, cuya estructura
cristalografica fue publicada por primera vez en 2000 (PDB code 1CVU)!37, éste estabiliza
su grupo carboxilato mediante dos puentes de hidrégeno, uno con la cadena lateral de
Tyr385 y el otro con la cadena lateral de Ser530, mientras que la cadena de atomos de
carbono se extiende hacia la barrera de la puerta de manera que el extremo omega del
AA ocupa el espacio que hay por encima de Argl20 y estd proximo a la cadena lateral
de Leub3l, la cual ha tenido que experimentar una rotaciéon hacia fuera del centro activo
COX para poder alojar dicho extremo omega. Es importante notar que esta rotaciéon
inicamente es observada en COX-2 y que proporciona espacio adicional en el centro
activo COX permitiendo tanto la conformacién no productiva de algunos sustratos como
la unién de sustratos mas voluminosos. Esta diferencia entre isoformas explica por qué
ningtn acido graso exhibe una conformaciéon no productiva en COX-1 y la selectividad
de dicha isoforma hacia sustratos menos voluminosos.

1.3.3 Metabolitos de las ciclooxigenasas

Aunque en la presente tesis no se ha estudiado la actividad catalitica de las COXs, se
van a presentar los metabolitos principales que derivan de la ruta metabolica de dichas
encimas partiendo del AA como sustrato inicial con el objetivo de remarcar las funciones
fisiologicas en las cuales las COXs estdn involucradas. La familia de productos
ciclooxigenados que producen las COXs mediante la conversion de acidos grasos omega-
6 y omega-3 se conoce como prostanoides, cuyo nombre deriva del hecho de que éstos
fueron detectados por primera vez en el fluido seminal humano, cosa que condujo a pensar

erréneamente que eran productos de la glandula prostatical3%:139,
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Figura 13. Ruta biosintética de los prostanoides principales. La dioxigenacion y
ciclaciéon del AA en el centro activo COX de COX-1 o COX-2 produce PGGa. La
reduccion del grupo 15-hidroperoxilo de PGGaz en el centro activo POX de COX-1 o
COX-2 produce PGHa, la cual sirve como sustrato para cinco sintasas diferentes,
produciendo PGs (prostaglandina D> (PGD2), prostaglandina Fay (PGF2) vy
prostaglandina E2 (PGE3)), prostaciclina (PGI2) y tromboxano Az (TXA3z). Cabe
destacar que ningun tipo celular contiene todas las sintasas especificas indicadas en la
propia figura y que PGH2 es quimicamente inestable en condiciones fisiolégicas y en
ausencia de dichas sintasas esta prostaglandina es hidrolizada a una mezcla de PGD2 y
PGEz.

De manera similar a las LOXs, la ruta metabolica de las COXs se inicia mediante la
hidrolisis de lipidos que conforman membranas lipidicas por parte de la fosfolipasa-As,
liberando acidos grasos poliinsaturados, entre los cuales se encuentra el AA que es el
sustrato principal de las COXs. Una vez liberado dicho acido, el centro activo COX
cataliza la dioxigenacion del AA formando PGGa. Posteriormente, este metabolito se
difunde hacia el centro activo POX donde su grupo hidroperéxido es reducido a un alcohol
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generando PGHa, el cual sirve como sustrato a otras sintasas que lo transforman en un
conjunto de mediadores lipidicos, mas concretamente los prostanoides, cuya sefial es
transducida mediante la interaccién con uno o més receptores acoplados a proteinas G
especificos (GPCRs) (Figura 13)102105,120,140.141 ~ Cahe destacar que el prostanoide final
obtenido viene determinado por la sintasa especifica que convierte PGH2 y no por la
isoforma de las COXs que genera dicha prostaglandina intermedia, es decir, el prostanoide
final obtenido viene determinado por el tipo celular donde se produce. Los prostanoides,
que aparte de estar involucrados en la respuesta inflamatoria'®?, regulan diversas
funciones en el sistema cardiovascular, el sistema gastrointestinal, el sistema urogenital
y el sistema nervioso, ademés de tener un papel destacado en la inmunidad'®, se
subdividen en tres subclases: 1) prostaglandinas que son mediadores de los procesos
inflamatorios!*3; 2) prostaciclinas, en particular PGz, que ejercen un efecto vaso dilatador
mediante la inhibicion de la agregacion plaquetaria'** y protegen la mucosa gastrica; 3)
tromboxanos, en particular TXA2, que son vasoconstrictores y facilitan la agregacion

plaquetarial®.

1.3.4 Funcion bioldégica y patologias asociadas

Como se ha introducido anteriormente, las COXs catalizan la formacion de PGs las cuales
tiene un papel fundamental en numerosos procesos biologicos y patologicos, donde entre
todos ellos, destacariamos la inflamacién puesto que ha motivado el estudio de dichas
enzimas en la presente tesis.

Por un lado, COX-2 es una enzima fundamentalmente inducible, expresada en zonas
donde existe inflamacion, infeccion y/o cancer!#6 la cual genera prostanoides que tienen
un papel destacado desarrollando dichas patologias. Sin embargo, esta isoforma también
se expresa de manera constitutiva en areas que no estan asociadas con las patologias
anteriores tales como cerebro, timo y rifiéon!¥’, siendo relevante en diversas funciones
homeostaticas!*® 1%, Es importante notar que ambas isoformas estan implicadas en los
procesos de reproduccion, aunque COX-2 destaca por encima de la otra isoforma, ya que
en hembras, su expresion influye en la correcta ovulacion, fertilizacién e implantaciéon
embrionaria mientras que su actividad es responsable de la angiogénesis y del inicio de la

151 En relaciéon con procesos patologicos, COX-2, aparte de

152

formacion de la placenta
participar en la inflamacion, tanto en su fase inicial como en su fase de resolucion
(cuando esté acetilada), también estd involucrada en la oncogénesis, ya que se ha
detectado su sobreexpresién en tejidos tumorales!®>193. De hecho, un aumento en la
expresion de COX-2 reprograma células cancerosas benignas a malignas, altera el
crecimiento y proliferacion celular, favorece la metastasis y permite a las células
cancerosas evadir la apoptosis y la respuesta inmunitarial®1%5, Ademés, cambios en su
expresion se relacionan con el Alzheimer!'® y el glaucomal!®”.

Por otro lado, COX-1 se encuentra en la mayoria de tipos celulares y es responsable tanto
del correcto funcionamiento de los organos corporales como del mantenimiento de la
homeostasis. Dicha enzima, ejerce un efecto citoprotector sobre las membranas mucosas,
regula el flujo sanguineo renal, promueve la agregaciéon plaquetaria, relaja el misculo liso
vascular y participa tanto en procesos sensoriales como en el control del sistema nervioso

autonomo’?. Ademas, ambas isoformas contribuyen al desarrollo de las células T'%2. En
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relacion con procesos patologicos, se ha observado su sobreexpresion en ateromatosis y
en artritis reumatoide!?s.

1.3.5 NSAIDs

El uso de inhibidores de COXs para tratar dolor e inflamacién se remonta a las
civilizaciones antiguas tales como el antiguo Egipto o la antigua Grecia, cuyos registros
indican que plantas ricas en salicilatos se emplearon como medicinas. Cabe destacar la
prescripcion de corteza de sauce para el dolor articular por Dioscérides, un médico griego
de la armada romana. Sin embargo, el compuesto activo de dicha corteza no se conocid
hasta el siglo XVIII, cuando se identific6 la salicina, un éster natural del alcohol
salicilico'?’. Posteriormente, en 1860 Kolbe y Lautemann desarrollaron un método
altamente eficiente para la sintesis de acido salicilico a partir de fenol, cosa que permitio
su comercializacion como medicamento antiséptico y antipirético al publico general,
aunque la mayoria de pacientes se quejaban por su exceso de amargura. Este
inconveniente, condujo a Felix Hoffman, de la compaifiia Bayer, a sintetizar y fomentar
el uso de un derivado del &acido salicilico méas agradable al gusto en 1897, el acido
acetilsalicilico, mas conocido como aspirina, el cual fue comercializado por Bayer en 1899

159 Aunque se

y puede ser considerado como el primer NSAID propiamente dicho
descubrieron otros NSAIDs como fenilbutazona, indometacina e ibuprofeno, no fue hasta
1971 cuando se comprendi6é el mecanismo de acciéon primario de los NSAIDs, el cual
consiste en la inhibicion de la biosintesis de PGs!'®163, El posterior esfuerzo para producir
mejores NSAIDs y entender su biologia farmacologica y quimica junto con el
descubrimiento de la isoforma COX-2192-104 y de su sobreexpresion durante la inflamacion
propicié la creacion de COXIBs, NSAIDs selectivos de la COX-2, que deberian
proporcionar actividad antiinflamatoria con menores efectos secundarios que los
producidos por los NSAIDs que no son selectivos respecto ninguna de las dos isoformas.
Dicha hipoétesis se basa en la asuncién que las PGs que derivan de la COX-1 estan
involucradas en funciones homeostaticas, particularmente en el tracto gastrointestinal.
Hoy en dia es conocido que la toxicidad gastrointestinal asociada a los NSAIDs es

1164165 Para concluir, es importante notar que

provocada por la inhibicién de la COX-
aunque todos los NSAIDs presentan efectos secundarios adversos, tanto los no selectivos
como los selectivos hacia una isoforma, éstos son farmacos muy populares globalmente
para tratar la inflamacion. Ademas, también son utilizados para tratar la artritis y para
prevenir el cancer. Por todo esto, la administraciéon de NSAIDs que sean solamente
activos en la zona donde se encuentre la patologia a tratar constituiria un gran avance
médico. Como se ha comentado en la perspectiva general de la presente tesis, estos
NSAIDs localmente activos podrian conseguirse mediante la incorporacién de un

fotointerruptor, azobenceno o similar, en el NSAID original.
1.3.5.1 Clasificacién

Los NSAIDs pueden ser clasificados en base a su selectividad, su cinética de inhibicién o

su estructura quimical??.
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Respecto a la clasificaciéon en base a su selectividad, es importante notar que la mayoria
de NSAIDs inhiben ambas isoformas de las COXs, aunque éstos pueden exhibir diferentes
grados de selectividad hacia COX-1 o COX-2. Por lo tanto, los NSAIDs pueden ser
clasificados como no selectivos, selectivos en relacién con la COX-1 o selectivos en relaciéon
con la COX-2 en base a dicho criterio.
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Figura 14. Representacion de las principales categorias estructurales de los NSAIDs
mediante la ejemplificaciéon con un integrante de cada una. Para cada categoria
representada, de arriba hacia abajo: 1) estructura quimica del integrante escogido; 2)
nombre de la categoria estructural; 3) nombre del integrante escogido, el cual se
encuentra entre paréntesis.

Respecto a la clasificacién en base a su cinética de inhibicién, la interaccion de los NSAIDs
con las COXs puede ser clasificada desde un punto de vista cinético en base a su afinidad
de union y a su dependencia con el tiempo'??. En un extremo se encuentra la aspirina,
que inhibe de manera irreversible e independiente del tiempo, ya que modifica
covalentemente la Ser530 en el centro activo COX. En el otro extremo se encuentra el
ibuprofeno, que inhibe de manera rapida y reversible la oxigenaciéon del AA, aunque su
potencia de inhibicién es moderada. Entre estos dos se encuentran los inhibidores cuya
inhibicién es no covalente y depende del tiempo, tales como indometacina y flurbiprofeno.
La mayoria de éstos exhiben una potente inhibiciéon que es reversible muy lentamente.

Respecto a la clasificacion en base a su estructura quimica (Figura 14), la gran mayoria
de NSAIDs puede clasificarse en una de estas cinco clases quimicas: 1) &cidos
fenilpropionicos; 2) acidos arilacéticos; 3) acidos mefenamicos; 4) oxicamos; 5)
diarilheterociclos. La clasificaciéon en base a dicho criterio es util, ya que los compuestos
de una misma categoria estructural generalmente interaccionan con el centro activo COX
con un modo de unién similar. Sin embargo, esta clasificacion estructural no predice

necesariamente el comportamiento cinético ni la selectividad hacia isoformas o sustratos.

28



1.3.5.2 Mecanismo de accién y modo de unién de los NSAIDs

Es bien conocido que los efectos farmacolégicos principales de los NSAIDs surgen de la
inhibicién de las COXs. Esta inhibicién la ejercen mediante su unién al centro activo
COX, ya sea de manera directa, impidiendo la unién de cualquier sustrato en dicho centro
activo, o de manera indirecta, induciendo un cambio conformacional en el monémero
vacio que impide la unién de un sustrato en éste (efecto alostérico). En este tltimo caso,
es necesario que la COX se encuentre en forma de homodimero aunque los monémeros

por si solos son totalmente funcionales.

v \ Ty

Canal Principal N

Figura 15. Representacion del modo de unién de celecoxib, indicado en naranja, en el
centro activo COX (PDB code 3HS5)!?". En lila estan indicados los residuos que rodean
el celecoxib mientras que en verde estan indicadas las diferentes zonas del centro activo
COX que éste ocupa. Al lado de dichas zonas se ha indicado su nombre en verde oscuro.
Los puentes de hidrégeno que establece el celecoxib estan representados por lineas negras
discontinuas. Tanto el celecoxib como los residuos que lo rodean estan representados en
stick.

Con la amplia gama de estructuras quimicas que presentan los NSAIDs, no es
sorprendente que éstos exhiban muchos modos de unién diferentes en el centro activo
COX, aunque casi todos ellos establecen interacciones con la entrada y el canal principal
del centro activo COX. Es importante subrayar que los oxicamos crean una cavidad
adicional, constituida por metionina (Met) 113, Vall16, Leull7, Tle345, Val349, Leu359,
Leub31, Leub34 y Metb35, en ambas isoformas forzando la rotacion de la cadena lateral
de Leub31 hacia fuera del centro activo COX. Es interesante notar que esta rotacion se
observa en COX-2 en la unién de acidos grasos voluminosos, mientras que en COX-1, no

se observa en la unién de dichos sustratos. Por otra parte, una caracteristica comtn de
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muchos inhibidores es la presencia de un grupo carboxilato. Como sucedia con el AA,
este grupo funcional puede interaccionar con los residuos que conforman la barrera de la
entrada al centro activo COX (Argl20, Tyr355 y Glu524), éste seria el caso para la
mayoria de inhibidores, o con Tyr385 y Ser530, de manera similar al AA en su
conformacién no productiva. Como pasaba con la unién de sustratos, la formacion de
interacciones i6nicas en la barrera de la entrada es menos importante para la potencia
inhibidora para COX-2 que para COX-1, cosa que puede ser explotada para disefiar
COXIBs mediante la conversion del grupo carboxilato de algunos NSAIDs no selectivos
al correspondiente grupo éster o amida. Los diarilheterociclos, los cuales despiertan un
especial interés en la presente tesis debido a que presentan un esqueleto de tres anillos
que es ideal para la introduccién de un grupo azo y a que un gran ntumero de ellos es
selectivo respecto la COX-2, ocupan el sidepocket del centro activo COX, cosa que
determina en gran medida su selectividad ya que dicha cavidad es mucho mas accesible
en COX-2 que en COX-1.

Debido al interés que se acaba de comentar, se va a explicar el modo de unién de los
NSAIDs diarilheterociclos en detalle centrandonos en el caso particular del celecoxib
(Figura 15), que es un NSAID de esta familia que es selectivo respecto de la COX-2 y
que todavia se comercializa a pesar de sus efectos secundarios cardiovasculares severos.
A grandes rasgos, dichos NSAIDs ocupan la entrada, el sidepocket y el canal principal
del centro activo COX. Respecto a la entrada, ésta es ocupada por el heterociclo de estos
NSAIDs. En el caso particular del celecoxib, éste ocupa dicha entrada con su anillo pirazol
y con el sustituyente trifluorometil que cuelga de este anillo, el cual esta rodeado por los
residuos Met113, Vall16, Val349, Tyr355, Leu359 y Leud31. En relacion con el sidepocket,
éste es ocupado por uno de los dos grupos arilo que contiene este tipo de compuestos, el
cual acostumbra a tener un sustituyente sulfonamida o metilsulfona que le proporciona
selectividad respecto la COX-2. En el caso particular del celecoxib, éste ocupa el
sidepocket con su grupo arilsulfonamida donde dicha sulfonamida establece puentes de
hidrogeno con las cadenas laterales de His90, glutamina (Gln) 192 y Argh13. Cabe
destacar que el ultimo puente de hidrégeno mencionado no puede ser formado en COX-
1, ya que el residuo que ocupa la posiciéon 513 en esta isoforma es una His, cuya cadena
lateral es sustancialmente més corta que la de una Arg. La pérdida de este puente de
hidrégeno junto con una menor accesibilidad al sidepocket de COX-1 son los principales
responsables de la selectividad de los NSAIDs diarilheterociclos hacia la COX-2166, En
dltimo lugar, cabria mencionar que el canal principal lo ocupa el grupo arilo restante, el
cual se encuentra rodeado por los residuos Phe381, Leu384, Tyr385, Trp387, Pheb18 y
Ser530. En el caso particular del celecoxib, este grupo arilo esta sustituido por un grupo
metilo en posicidn para, cosa que acentiia las interacciones hidrofébicas entre este grupo
arilo y los residuos que lo rodean.

1.3.5.3 Aplicaciones y efectos secundarios de los NSAIDs

Los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos se encuentran entre los farmacos més
prescritos en todo el mundo, los cuales se utilizan principalmente para tratar dolor, fiebre
e inflamacion'™ 17 es decir, su diana farmacologica es la COX-2 inducida por estas
patologias y dichos farmacos bloquean la conversion del AA a PGs proinflamatorias por
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esta isoforma. Ademaés, los NSAIDs también se emplean para tratar osteoartritis, artritis
reumatoide y disturbios musculoesqueléticos. Es importante subrayar que estos farmacos,
especialmente los COXIBs, tienen un gran potencial en la prevenciéon y el tratamiento
del cancer, ya que su uso es beneficioso para la profilaxis de tumores (de hecho, ensayos
clinicos han notificado que el celecoxib previene alrededor del 50% de cénceres de colon
en individuos susceptibles'™), inhibe la progresion tumoral y mejora los resultados del
tratamiento en pacientes con tumores, ya sea aplicAndolos en solitario o en combinacién
con quimioterapia o radioterapia'®172176, Por otra parte, la aspirina, que es el NSAID
mas antiguo y ampliamente estudiado, seria un caso singular debido a que su diana
farmacologica es la COX-1 presente en las plaquetas y a su utilizacién en dosis bajas en
el tratamiento de enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares!” 17, Dicha
singularidad proviene del hecho de que la aspirina inhibe aproximadamente 116 veces
més la COX-1 que la COX-2"0 cosa que tiene un especial impacto en las plaquetas, ya
que acetila e inhibe de manera irreversible la COX-1 presente en éstas durante todo su
tiempo de vida!%®, causando una disminucion en la produccion de tromboxanos.

En general, los NSAIDs tradicionales inhiben tanto COX-1 como COX-2 de manera no
selectiva. Como ya se ha comentado anteriormente (ver seccion 1.2.4), la COX-1 es
protectora de las membranas mucosas mediante su producciéon de prostaciclinas y su
inhibicién en el trato gastrointestinal es la responsable de los efectos secundarios comunes
de los NSAIDs tales como desarrollo de tlceras géstricas y sangrado gastrointestinal.
Para evitar estas complicaciones, se desarrollaron y aprobaron para el uso clinico los
COXIBs, los cuales mostraron una gran eficacia contra la inflamaciéon y una reducciéon
de las complicaciones géstricas. Sin embargo, ensayos clinicos de una duracién mas larga,
concretamente SCOT'!  (Standard Care Versus Celecoxib Outcome Trial) y
PRECISION'? (Prospective Randomized Fvaluation of Celecoxib Integrated Safety vs
Ibuprofen or Naprozen), mostraron que los COXIBs aumentan el riesgo de desarrollar
patologias cardiovasculares y renales, donde las primeras son las que generan maés
preocupacién debido a su mayor gravedad ya que entre estas patologias se encuentran el
infarto de miocardio y el derrame cerebral. Dichos efectos secundarios cardiovasculares
han evitado el desarrollo de nuevos COXIBs y han provocado la retirada de algunos de
ellos como el rofecoxib. Ademas, estos efectos secundarios han conducido a una regulacion
més estricta de los COXIBs, han ocasionado una disminucién en su prescripciéon en favor
de farmacos que son mas téxicos para el intestino y han provocado su no utilizacién en

las terapias contra el cancer!®183184,

La explicaciéon del aumento de problemas
cardiovasculares consiste en que las prostaciclinas producidas por la COX-2 expresada de
manera constitutiva en el rifién o en el recubrimiento endotelial de los vasos sanguineos
previenen la agregaciéon plaquetaria y la vasoconstriccion en el sistema vascular
compensando el efecto opuesto de los tromboxanos producidos por la COX-1 en las
plaquetas. La inhibicién selectiva de la COX-2 sin la correspondiente inhibiciéon de la
COX-1 destruye el equilibrio agregacion/antiagregacion de las plaquetas aumentando el
riesgo cardiovascular.

Una solucién para la inflamacién y algunos procesos cancerosos seria disponer de NSAIDs
que inhibieran la COX-2 inducida por la inflamacion y/o el cancer, sin afectar a la COX-
1 y la COX-2 constitutivas, cosa que supondria un hito en farmacologia y medicina.
Compuestos con esta actividad biolégica podrian ser conseguidos mediante la
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incorporaciéon de un grupo azo en los NSAIDs ya existentes, estos azo compuestos
actuarian como fotointerruptores precursores de los NSAIDs tinicamente en la zona donde
se encuentra la COX-2 inducida mediante la accién de radiaciéon electromagnética,
mientras que la COX-1 y la COX-2 constitutivas no serfan afectadas.

1.3.5.4 Photoswitchable NSAIDs

La farmacoterapia consiste en la praxis terapéutica de administrar una sustancia quimica
ex6gena, més conocida como farmaco o medicamento, a un paciente para aliviar los
sintomas o inducir la curacién de una enfermedad. Dicho farmaco puede ser introducido
al cuerpo del paciente de diferentes maneras para acabar distribuido por todo su
organismo mediante el torrente sanguineo. Posteriormente, este farmaco llega a los tejidos
u o6rganos que son su diana terapéutica, donde realiza su funcién una vez que su
concentraciéon supera un umbral especifico. Finalmente, éste es excretado del organismo
al entorno. Cabe destacar que de todas las propiedades que determinan el rendimiento
de un farmaco, posiblemente la mas critica es la selectividad!®, ya que regula la
preferencia de la molécula a interaccionar o unirse con su diana terapéutica. Si un farmaco
es muy selectivo, éste s6lo interaccionaré o se unira con su diana terapéutica sin ocasionar
efectos secundarios apreciables, mientras que si un farmaco es poco selectivo éste
interaccionara o se unira a dianas terapéuticas parecidas en células sanas perturbando su
funcién y conduciendo a efectos secundarios notables. De hecho, ésta es la principal razén
por la que candidatos a farmacos muy prometedores no pueden ser usados, ya que sus
efectos secundarios son devastadores cuando son usados a concentraciones que son
terapéuticamente activas. Es importante notar que el proceso de excrecion final genera
un problema adicional, ya que el vertido de farmacos activos farmacolégicamente al
entorno induce poblaciones de organismos resistentes a éstos, cosa que puede disminuir
su eficacia o incluso eliminarla a largo plazo.

Por otra parte, la fotofarmacologia es un paradigma reciente en el disefio de farmacos
que enfoca de manera totalmente diferente la cuestion de la selectividad!®186. Esta se
basa en un principio terapéutico articulado en dos fases: 1) el farmaco es administrado al
paciente en una forma que no tiene actividad farmacologica, cosa que lo hace innocuo; 2)
dicho farmaco es activado mediante la accion de radiacion electromagnética de longitud
de onda adecuada. Debido a que la luz es inocua a longitudes de onda suficientemente
grandes y a que puede ser administrada con precision geométrica y temporal, ya sea a
través de la piel, mediante un orificio corporal o mediante el uso de fibra éptica que es
introducida a través de una pequefia incision, la fotofarmacologia tiene el potencial
necesario para eludir las complicaciones que surgen de una selectividad pobre,
especialmente en el caso de enfermedades que afectan zonas del cuerpo muy especificas,
tal como el cancer, ya que el farmaco estaria presente en forma inactiva en todo el
organismo con la excepcion de las zonas que fueran iluminadas, en las cuales éste se
encontraria en su forma activa.

La presente tesis trata un tipo especifico de farmacos fotoactivos, aquéllos que se basan
en fotointerruptores, es decir, consisten en una molécula farmacolégicamente activa la
cual ha sido modificada ligeramente para que incorpore un fotointerruptor unido

covalentemente. Como se ha comentado anteriormente (ver seccion 1.1), un
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fotointerruptor es una molécula que experimenta un cambio reversible bajo el efecto de
luz de una longitud de onda especifica. La mayoria de ellos, experimentan una
isomerizacion trans(E)-cis(Z) de un doble enlace que induce grandes cambios de forma
y/o volumen. Este hecho se puede usar como la base fisica para inducir diferentes
afinidades en farmacos que los incorporan hacia sus dianas terapéuticas, ya que
presentaran una forma activa, que encaje en la diana, y una forma inactiva, la cual no
encajard en dicha diana. Cuando la luz cesa, el fotointerruptor puede evolucionar de dos
maneras: 1) decae térmicamente a su estado mas estable termodindmicamente, el cual ha
de ser inactivo farmacologicamente; 2) es desactivado mediante el uso de luz de longitud
de onda adecuada. En este tltimo caso, es deseable que las longitudes de onda para las
fotoisomerizaciones directa e inversa estén suficientemente separadas para poder
controlar completamente ambos procesos, esta propiedad es conocida como addressability.
Es importante notar que independientemente de como evolucione el fotointerruptor, éste
proporciona el mecanismo necesario para activar el farmaco exactamente cuando y
donde se necesita y, ademas, lo desactiva cuando el farmaco abandona la regiéon
iluminada o cuando dicho farmaco es irradiado con luz de longitud de onda que revierta
la isomerizacién inicial. Cabe destacar que, en ambos casos, se evitan los efectos
secundarios y esta garantizado que cuando el farmaco es excretado, éste se encuentra en
su forma inactiva, de manera que no contribuye a generar poblaciones de organismos
resistentes que comprometerian el uso de estos farmacos en el futuro.

Los azobencenos (ABs) son una de las familias de fotointerruptores mas ampliamente
utilizadas??, cuyo motivo estructural basico consiste en un grupo azo sustituido con dos
anillos de benceno (Figura 16). Este tipo de moléculas puede existir en dos formas
isoméricas, correspondientes a los isomeros E'y Z, donde el ultimo es menos estable por
su mayor impedimento estérico debido a una mayor proximidad entre los anillos de
benceno. Los ABs presentan una fuerte banda de absorcién en la region ultravioleta del
espectro electromagnético y una banda sustancialmente més débil a longitudes de onda
mayores, aunque ambas absorciones producen la isomerizacién fotoquimica E—Z. Los
derivados ABs se pueden utilizar en fotofarmacologia siempre y cuando la forma activa
terapéuticamente sea el isdmero Z estéricamente impedido, cosa que permite al farmaco
ser inactivo en el organismo en la forma estable E. Sélo tras una fotoexitacion el isdbmero
FE se convertiria al isémero Z, terapéuticamente activo, el cual seria el responsable de los
efectos secundarios y revertiria térmicamente o bajo la acciéon de luz de una longitud de
onda diferente a la inicial a la forma inactiva. En caso de que la forma activa
farmacologicamente del farmaco requiera el isdbmero F por cuestiones geométricas,
entonces los fotointerruptores escogidos serian las diazocinas, también conocidas como
bridged azobenzenes (brABs), las cuales son como los ABs con la particularidad que los
anillos de bencenos estan unidos mediante una cadena de atomos de carbono (Figura 16).
Las brABs muestran una estabilidad opuesta a los ABs, ya que el isémero Z es més
estable que el isdmero E debido a la tensién que se produce en la zona que hace de puente
entre ambos anillos de benceno. De manera similar a los ABs, los isémeros de las brABs
se interconvierten mediante la accion de radiacion electromagnética y el isdbmero F decae
térmicamente al isémero Z maés estable. Estos fotointerruptores se han utilizado con éxito,
probando que la activacion de un farmaco mediante luz es posible, sin embargo, su uso

en aplicaciones médicas reales es muy restringido debido a limitaciones en sus propiedades
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opticas, ya que su fotoactivacion requiere radiaciéon electromagnética en la regiéon del
ultravioleta o del visible de longitud de onda corta (azul), que es donde dichos
fotointerruptores muestran una importante absorcién. Por otra parte, el tejido vivo es
dnicamente moderadamente transparente a la luz en la denominada ventana Optica, que
corresponde a la ventana del infrarrojo cercano (va de longitudes de onda de 650 nm a
1350 nm). Por lo tanto, el uso de los fotointerruptores sin modificaciones sustanciales
conduce a penetraciones muy poco profundas de la luz en los tejidos, normalmente de
unos pocos milimetros cuando nos encontramos fuera de dicha ventana Optica, cosa que
es insuficiente para aplicaciones médicas. Ademas, la radiacién ultravioleta y del visible
de alta energia tiene propiedades citotéxicas y no debe ser irradiada en tejidos vivos.

Azobencenos
N=N
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Figura 16. Representacién de los fotointerruptores ABs y brABs. Para cada
fotointerruptor, se ha indicado a la izquierda del equilibrio su forma maéas estable
termodinamicamente, mientras que a la derecha de éste se encuentra la forma
fotoexcitada.

Existen dos principales estrategias para eludir el problema asociado con la regién del
espectro electromagnético donde se encuentran las longitudes de onda de isomerizacion
de estos fotointerruptores. La primera consistiria en desarrollar fotointerruptores
modificados que absorbieran directamente en la ventana Optica. Esta estrategia se ha
desarrollado con cierto éxito, ya que se han conseguido ABs y brABs modificados cuya
fotoisomerizacion tiene lugar cuando son irradiados en el limite de la ventana optica,
alrededor de 650 nm, aunque su absorcién es débil lo que significa que su fotoconversion
es incompleta o lenta, cosa que limita su aplicacion!®” 1%, Es importante notar que la
obtencién de fotointerruptores que absorbieran dentro de la ventana 6ptica mediante un
foton facilitaria enormemente su aplicacion médica, ya que podrian ser fotoconvertidos
mediante laseres de baja energia los cuales facilmente podrian encontrarse en
ambulatorios o incluso en casa. La otra estrategia consistiria en el uso de transiciones
multifotonicas, donde las bifotonicas serian las de maéas facil aplicacion. Aunque esta
propiedad de la interacciéon entre luz y materia habia sido postulada en el trabajo pionero
de Goppert-Mayer al inicio de la mecanica quantica!®, los procesos multifotonicos no

191

pudieron ser medidos hasta la aparicion de los laseres!”!. La idea detras de estas

transiciones es bastante simple, en lugar de proporcionar toda la energia para la
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fotoisomerizaciéon en un solo fotén, cosa que hace que dicho fotén se encuentre fuera de
la ventana Optica, esta energfa se proporciona mediante la absorciéon simultdnea de dos
(transicion bifotonica) o més (transicion multifotonica) fotones de igual energia. De esta
manera, por poner un ejemplo, la energia proporcionada por un fotén de 400 nm, el cual
se encuentra en la region del ultravioleta, seria proporcionada por dos fotones de igual
energia de 800 nm, los cuales se encuentran en dicha ventana 6ptica donde la luz es
inocua para los tejidos vivos y su penetraciéon alcanza hasta varios centimetros. Es
importante notar que hoy en dia el instrumental necesario para realizar transiciones
multifotonicas esta restringido a laboratorios especializados, aunque en estos ultimos afios
esta tecnologia ha experimentado mejoras importantes y es de esperar una mayor
implantacion de ésta en un futuro cercano.

Como se ha ido comentando a lo largo del texto, si fuese posible la incorporacién de
fotointerruptores a los NSAIDs, supondria un avance médico enorme debido a la gran
cantidad de aplicaciones que tienen y al enorme potencial que todavia reside en ellos.
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Parte 11

Fundamento Teodrico
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Capitulo 2

Fundamento Tedrico

2.1 Preambulo

Gracias al aumento constante de la potencia computacional se ha podido aplicar la
quimica computacional al estudio de sistemas biologicos, los cuales acostumbran a
presentar un gran tamano y complejidad. De hecho, la quimica computacional se ha
convertido en una herramienta de enorme utilidad a la hora de entender la catélisis
enzimatica, ya que proporciona entendimiento a nivel molecular de los mecanismos de
reaccion de las enzimas y permite hacer predicciones. Cabe destacar que dicho
entendimiento a nivel molecular de los procesos quimicos es la principal ventaja que
presentan los métodos computacionales respecto los experimentales, ya que estos tltimos
no pueden alcanzar tal nivel de detalle. Este capitulo proporciona una perspectiva general
de los fundamentos metodolégicos empleados a lo largo de la presente tesis. Primero de
todo, se tratan los céalculos de docking, los cuales permiten obtener los complejos de
Michaelis formados entre sustratos y proteinas. Después, se ha abordado la mecéanica
molecular (MM), nivel de teoria més bajo de la quimica computacional para calcular
energias, la cual se ha implementado en la teoria de dinamicas moleculares (MDs) para
describir la evolucion temporal de los sistemas estudiados. Posteriormente, se ha tratado
la mecanica quantica (QM), nivel de teoria méas alto de la quimica computacional para
calcular energias, que junto con la MM dan lugar a los métodos hibridos Quantum
Mechanics/Molecular Mechanics (QM/MM), los cuales son los méas idéneos para calcular
energias y estudiar procesos reactivos de las enzimas por la relacién coste computacional-
exactitud que presentan. Finalmente, se han expuesto métodos para calcular barreras de
energia de Gibbs para los procesos reactivos estudiados.
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2.1.1 Calculos de docking

El objetivo de los célculos de docking es predecir el modo de uniéon de dos moléculas,
donde una acostumbra a ser una molécula de pequefio tamafio que actia como sustrato
o farmaco, la cual recibe el nombre de ligando, mientras que la otra suele ser una molécula
grande tal como una proteina, la cual recibe el nombre de receptor (Figura 17). Dichos
calculos consisten en la bisqueda de las conformaciones y orientaciones adecuadas del
ligando, las cuales reciben el nombre de poses, dentro del lugar de unién del receptor y
se realizan mediante la accion combinada de dos herramientas: 1) el algoritmo de
busqueda, que explora las poses del ligando dentro del receptor; 2) la funcién de score o
fitness, que evalia las poses generadas con el objetivo de determinar el mejor modo de
union entre ambas moléculas.
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Figura 17. ITlustraciéon de la idea bésica de los calculos de docking donde el receptor
representado corresponde al monémero B de la 15-LOX (azul claro), mientras que el
ligando representado corresponde al AA (verde claro). Se ha indicado la esfera de
coordinacion del atomo de hierro (indicado en naranja) en el receptor para lograr una
mejor orientacion espacial. Tanto dicha esfera de coordinacion como el AA han sido
representados en stick.

2.1.1.1 Algoritmos de bisqueda

Los algoritmos de busqueda son procedimientos para explorar el espacio conformacional
del ligando de manera que se encuentren las mejores poses dentro del sitio de unién del
receptor. Es importante notar que un buen algoritmo de busqueda debe considerar tanto
las contribuciones entélpicas como las entrépicas, aunque la inclusiéon de éstas tltimas no
acostumbra a ser directa en la mayoria de estos algoritmos. Los algoritmos de bisqueda
que so6lo consideran la flexibilidad del ligando, los cuales son los mas comunes, se pueden
clasificar en tres tipos'”?: 1) algoritmos sisteméaticos, que exploran todos los grados de
libertad del ligando (traslacionales, rotacionales y vibracionales) durante la exploracion
conformacional, generando todas las poses posibles del ligando dentro del sitio de unién

del receptor!93.194;

2) algoritmos estocésticos, que exploran el espacio conformacional del
ligando mediante cambios aleatorios en sus grados de libertad. Existen bastantes tipos
de esta clase de algoritmos, donde se podria destacar Monte Carlo o Algoritmo Evolutivo
o Genético (que se explicara en detalle ya que ha sido él utilizado a lo largo de la tesis);

3) algoritmos deterministicos, donde la solucion final obtenida viene determinada por las
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condiciones iniciales del sistema, un ejemplo de este tipo serian los métodos que se basan
en simulaciones de MD'%.

El algoritmo evolutivo o genético (GA)!6:197 es uno de los procedimientos de exploracion
conformacional mas ampliamente utilizado. Ademés, se incluye en una gran cantidad de
softwares que realizan céalculos de docking como por ejemplo GOLD (Genetic
Optimization for Ligand Docking)'®®. Este algoritmo mimetiza la evolucion biologica
mediante la manipulaciéon de una colecciéon de datos estructurales que reciben el nombre
de cromosomas, los cuales codifican para los diferentes grados de libertad del ligando y
las posibles interacciones receptor-ligando. El GA procede tal y como se detalla a
continuaciéon. Primero de todo, se genera una poblacién inicial de cromosomas de manera
aleatoria. Posteriormente, el GA aplica dos operadores genéticos (el crossover, que
combina cromosomas entre si, y la mutacién, que introduce una perturbaciéon aleatoria
en un cromosoma) a dicha poblaciéon resultando en una nueva. Estas dos poblaciones se
combinan de manera que los miembros de la poblacién inicial que presenten una menor
idoneidad serén sustituidos por los miembros de esta nueva poblacién que presenten una
mayor idoneidad generando una tnica poblacién resultante. Este proceso se repite hasta
que se consigue una poblacion final de individuos de idoneidad 6ptima. Cabe resefiar que
esta idoneidad viene predefinida por la funciéon de score que se haya seleccionado.

Es importante notar que cuando se ha mencionado exploraciéon conformacional siempre
hacia referencia al ligando, es decir, el ligando es considerado flexible mientras que el
receptor es considerado rigido. Sin embargo, también se puede incluir flexibilidad en el
receptor durante la exploracion conformacional. De hecho, este enfoque seria maés
adecuado ya que es ampliamente aceptado que tras la unién del ligando, el receptor
experimenta cambios conformacionales de manera que existe como un colectivo de estados
conformacionales en vez de como un tinico estado conformacional'®. Por otra parte,
debido al gran ntimero de grados de libertad que acostumbran a presentar los receptores,
incluir la flexibilidad de éstos es todo un reto, por lo que o bien no se considera o bien se
considera de manera parcial. Para abordar el problema de la flexibilidad de los receptores,
en concreto de las proteinas, se han desarrollado diferentes estrategias que pueden ser
clasificadas en cinco clases principales?™: 1) Soft docking, que lleva a cabo la exploracion
conformacional habiendo reducido el término repulsivo del potencial de Lennard-Jones,
cosa que permite pequeios solapamientos entre los 4tomos de la proteina y el ligando. La
principal ventaja de este enfoque es la velocidad, pero s6lo debe ser empleado para
considerar movimientos locales; 2) docking con flexibilidad en las cadenas laterales, que
como el nombre indica, permite el movimiento de las cadenas laterales de los residuos
seleccionados dentro del sitio de unién del receptor mediante la exploracion de sus grados
de libertad torsionales, también conocidos como rotameros. Para evitar la explosion
combinatoria se usan librerias de rotameros predefinidos que predicen conformaciones
discretas de baja energia de las cadenas laterales de los residuos; 3) docking con relajacion
molecular, es decir, la exploraciéon del espacio conformacional se realiza considerando de
manera flexible al ligando y de manera rigida al receptor. Sin embargo, los complejos
receptor-ligando generados se relajan. Los métodos que se acostumbran a utilizar para
dicha relajacion son minimizacion de energia, Monte Carlo o MD; 4) ensemble docking,
que considera la flexibilidad del receptor mediante la realizacién de calculos de docking
del ligando en un colectivo de conformaciones del receptor; 5) docking basado en grados
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de libertad colectivos, que considera total flexibilidad del receptor mediante el uso de
variables colectivas que representan los modos de movimiento dominantes del receptor,
los cuales se han obtenido a partir de la representaciéon multidimensional del movimiento
de éste. Su principal desventaja es que los grados de libertad utilizados no son los
naturales.

2.1.1.2 Funciones de score o fitness

Las funciones de score evaltian la calidad de las diferentes poses del ligando generadas en
un calculo de docking, es decir, como de bien esta colocado el ligando en el sitio de unién
del receptor. Una funcién de score adecuada debe de ser capaz de distinguir entre los
verdaderos modos de uniéon del ligando y los més alternativos. Las funciones de score se
pueden clasificar en tres categorias: 1) force field based; 2) knowledge based; 3) empiricas.
En primer lugar, las funciones de score force field based®® se construyen utilizando la
MM vy tienen la forma de suma de diferentes términos energéticos (ver seccion 2.1.2.1).
Su principal limitaciéon es que carecen de los efectos de solvatacion y entrépicos. En
segundo lugar, las funciones de score knowledge based?® se construyen a partir de los
datos de pares de a&tomos que interaccionan en complejos proteina-ligando con estructura
tridimensional disponible, los cuales son ajustados dando lugar a las correspondientes
funciones. La principal limitaciéon de este tipo de funciones es su fuerte dependencia con
la cantidad de estructuras disponibles para realizar dicha parametrizaciéon. En tultimo
lugar, las funciones de score empiricas hacen una estimaciéon de las energias de unién
mediante la suma de términos energéticos que no estan correlacionados entre si, los cuales
han sido ajustados mediante regresiones a partir de las energias de unién experimentales
de varios complejos proteina-ligando. Su principal ventaja es el pequefio coste
computacional que presentan a la hora de valorar las poses obtenidas, mientras que su
principal desventaja seria el proceso de parametrizacién necesario para construir dichos
términos energéticos. Un ejemplo de funcion empirica es la funcion ChemScore??, la cual
esta implementada en muchos programas de docking, tal como GOLD, y ha sido utilizada
para los calculos de docking de la presente tesis. Esta funcién asigna un valor a las poses
obtenidas mediante la siguiente expresion:

ChemScore = AGbinding + Pclash + cinth'nt + (ccovpcov + Pconstr) (1)

donde AGypgin, corresponde a una estimacion de la energfa de Gibbs de union, P,
penaliza los contactos proximos entre proteina y ligando, c¢;,P;,; penaliza las
conformaciones del ligando con mayor impedimento estérico, mientras que c.,,Peop ¥
P, ¢ sitven para introducir restricciones a los célculos de docking. Por otra parte, la
estimacion de la variaciéon de la energia de Gibbs tras la uniéon de ligando viene dada por

la siguiente expresion:
AGbinding - AGO + AGH bond AGmetal + AGlipo +A Grot (2)

donde AGy pong; AGuetaty AGlipo ¥ AG,, son para tener en cuenta las variaciones de
energia de Gibbs asociadas a la formacion de puentes de hidrégeno, a las interacciones
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con atomos metalicos, a las interacciones de caracter lipofilico y también a penalizaciones
a las rotaciones alrededor de enlaces del ligando que no deberian rotar, respectivamente.
Por otra parte, AG, es un valor que proviene del proceso de parametrizacion mediante
regresiones como se ha comentado antes.

2.1.1.3 Validacién de los resultados obtenidos con docking

Como se ha intentado hacer notar a lo largo de esta seccién, el problema del modo de
unioén del ligando dentro de un receptor es extremadamente complejo y hasta la fecha no
se ha encontrado una manera general de abordarlo. Los célculos de docking, aunque muy
utiles, contienen un gran ntimero de aproximaciones, cosa que dificulta la seleccién de la
mejor solucion del colectivo de éstas generado. Ademaés, es importante notar que no hay
un criterio tnico a la hora de realizar dicha seleccién, es decir, esta mejor solucién se
puede escoger en base al score asignado, a la frecuencia de aparicién o a algin rasgo
estructural que sea relevante desde un punto de vista biolégico. Por todo esto, siempre
que sea posible, es mas recomendable clusterizar el colectivo de soluciones y escoger varias
soluciones de los clusteres més poblados que escoger inicamente la mejor opcién en base

a un criterio determinado.
2.1.2 Mecanica Molecular

Aunque para tratar un sistema cualquiera una descripcion completa a nivel QM seria lo
mas exacto, existen sistemas de tal complejidad y tamaifio, los cuales estan constituidos
desde miles a millones de atomos, que una descripciéon a dicho nivel es inalcanzable a
pesar de la potencia computacional que hay disponible hoy en dia. En tales casos, se
requiere una descripcién mas simple de la funcién energia potencial, la cual ha de implicar
un tiempo de calculo razonable incluso para un gran ntimero de 4tomos, pero ha de tener
una cierta exactitud. La mecénica molecular aplica la mecanica clésica para describir los
sistemas moleculares. Es decir, los dtomos son tratados como particulas clésicas que
vendrian descritas por una serie de parametros, tales como masa, carga y radio atémico,
y la energia del sistema se calcularfa como una funcién de las posiciones de dichas
particulas. Por lo tanto, los electrones y los ntcleos no se consideran explicitamente, cosa
que hace que los eventos quimicos, tales como la formacion y rotura de enlaces, y
cualquier otro que dependa de la distribucién electrénica no puedan ser descritos de esta
manera. En cambio, la mecanica molecular es adecuada para describir con exactitud los
eventos moleculares, como por ejemplo la torsién de un diedro, o para obtener la energia
potencial de regiones del sistema que no necesiten demasiada exactitud. Un ejemplo de
esto serian los calculos QM /MM. En ultimo lugar, es importante notar que dicha funcién
energia potencial recibe el nombre de force field y que la validez de la mecéanica molecular
se sustenta en 3 suposiciones: 1) la validez de la aproximacion Born-Oppenheimer (ver
seccion 2.1.4), sin la cual seria imposible escribir la energia potencial en funcion de las
coordenadas de las particulas clasicas; 2) la descripcion con un modelo simple de la
interacciones dentro del sistema (ver seccion 2.1.2.1); 3) la transferibilidad de los
parametros desarrollados y testeados para un sistema a otros similares.
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2.1.2.1 Expresion matematica del force field

Segun la MM, se puede entender el sistema como un conjunto de dtomos en el espacio,
los cuales estan relacionados entre si mediante potenciales que provienen de la mecanica
clasica y la energia potencial del sistema se puede escribir como sigue:

EMM - Eenlazante + Eno enlazante (3)

donde E,,;,.unte €S la energia correspondiente a todas las interacciones enlazantes, es decir,
aquellas interacciones que involucran a 4tomos que no se encuentran a mas de tres enlaces
de distancia, mientras que FE,, cuuzante €8 12 energia correspondiente a todas las
interacciones no enlazantes, es decir, aquellas interacciones que involucran atomos que se
encuentran en distintas moléculas o 4&tomos que se encuentran en una misma molécula,
pero separados por mas de tres enlaces. En general, la F,,,..nte 1@ Podemos expresar como
la suma de estas contribuciones:

Eenlazante - Ebonding + Eangle + Edihea’ml7L Eimproper + Ecrossterms (4)

donde Eypniings Eangies Edinedral Y Eimproper corresponden a la energia asociada a los enlaces,
a los angulos, a los angulos diedros y a los dngulos diedros impropios, respectivamente.
En cambio, E.,,.erms €5 Para tener en cuenta el acoplamiento que existe entre las cuatro
contribuciones que acabamos de presentar. Por otra parte, E,, qniazante S€ PUede expresar

como sigue:

Eno enlazante — EVdW + Eelectrosmtic (5)

donde Eyvgw vV Eelectrostatic COrresponden a la energia asociada a las interacciones no
enlazantes de caracter no electrostatico, también denominadas interacciones de Van der
Waals, y a las interacciones no enlazantes de carécter electrostético, respectivamente.
Una vez presentadas las diferentes contribuciones de E., i .anie ¥ Eno entazante,; Y& S€ €sta en

condiciones de asimilar la expresiéon genérica desarrollada de Fy .

Buy= ) kid-d)*+ ) k(@ - 0)°+ ) Ryli + cos(ng + 8] +

enlaces angulos diedros (6)
osp\1? o45\° 1 q,q
Je (ﬂ) i (ﬁ) L L 9498
AB
TAB TAB 47y TAB

donde FE.,,.ante Viene dada por los tres primeros términos, los cuales representan a

pares AB no enlazantes

Eyondings Eangle Y Edinearal; TeSpectivamente, mientras que FE,, cpjgzante viene dada por el
cuarto término donde la primera parte de dicho término corresponde a Ey,p mientras
que la segunda parte corresponde a . i ostatic-

Respecto a las interacciones enlazantes, en general, los enlaces se tratan como muelles, es
decir, se describen mediante un potencial armonico (ley de Hooke) donde la distancia de

referencia d, es igual a la longitud de enlace experimental u obtenida con un nivel superior
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de calculo. Es importante notar que cuando la distancia de enlace d es cercana al valor
de referencia entonces la aproximacion armonica funciona bien, en cambio, si existe una
gran distorsiéon del enlace entonces su energia alcanza valores muy altos, cosa que hace
necesaria la incorporaciéon de cierta anarmonicidad en dicho potencial. Similarmente, los
angulos también se describen mediante un potencial arménico donde @, representa el
valor de referencia del dngulo, mientras que ¢ representa el valor actual del &ngulo. Por
otra parte, los dngulos diedros se describen mediante una expansién en serie de cosenos
donde ¢ corresponde al angulo diedro, n corresponde a la multiplicidad, que es el niimero
de minimos que presenta la funcién tras una rotacién de 360°, y 8 corresponde a la fase
que determina para qué valores de ¢ el angulo diedro considerado presenta los minimos.
Vale la pena mencionar que la ecuaciéon 6 no incorpora términos explicitos para iy, oper
YV Eirossterms debido a que no tienen una expresion matematica genérica. De hecho, la
expresion mateméatica de Ej,,.oper varfa en funcion de los édngulos diedros impropios,
mientras que F . sserms NO S€ acostumbra a incorporar en los force field habituales.
Respecto a las interacciones no enlazantes, es importante notar que como norma general
dependen de potencias inversas de la distancia de los 4tomos que interaccionan. Ey
viene descrito por un potencial de Lennard-Jones 12-6 donde 745 es la distancia entre los
atomos que interaccionan, g4 es la profundidad del pozo de potencial y 045 corresponde
a la distancia finita en la cual la interacciéon de Van der Waals entre un par de dtomos
dados es nula, mientras que las interacciones electrostaticas vienen descritas por la ley
de Coulomb donde ¢, y ¢, corresponden a las cargas atomicas del par de atomos
considerados y g, es la constante dieléctrica.

Es preciso destacar que el proceso de parametrizacion de un force field, es decir, la
obtencion del conjunto de parametros que permite implementarlo (las constantes de
fuerza ky, kg y ky, la distancia de referencia dy, el a&ngulo de referencia ), la profundidad
del pozo &4, el radio de Van der Waals 0, y las cargas atomicas ¢, y qp) los cuales o
bien son empiricos o bien se han determinado mediante calculos QM de moléculas modelo,
es probablemente la tarea mas exigente, ya que estos pardmetros tienen que reproducir
de manera adecuada propiedades moleculares en el entorno considerado, y tienen que ser
transferibles, es decir, un conjunto de parametros dados tiene que poderse aplicar a
sistemas similares sin la necesidad de desarrollar nuevos conjuntos de pardmetros para
dichos sistemas. Por otra parte, cada force field posee su propia expresion matematica,
su propio conjunto de parametros y una serie de caracteristicas internas que le permiten
describir unos sistemas mejor que otros. Por ejemplo, AMBER>Y, CHARMM?% y
GROMOS?6 son force fields especialmente preparados para aplicaciones biomoleculares
los cuales estén especialmente disefiados para tratar polimeros biomoleculares y todos
ellos han demostrado que proporcionan una exactitud similar y una descripciéon adecuada
de las propiedades moleculares. En este tipo de force fields, las biomoléculas comunes
tales como proteinas, ADN, lipidos y aztcares disponen de parametros especificamente
obtenidos para éstas, sin embargo, para los ligandos no acostumbra a ser asi y su
parametrizacion particular puede ser delicada.

En la presente tesis se ha utilizado el force field de AMBER para realizar los célculos a
nivel MM, cosa que en gran parte ha sido motivada por el hecho de que este force field

es especifico de los sistemas que hemos estudiado y porque esté implementado en muchos
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tipos de calculos diferentes tales como MDs (sobre superficies de energia potencial a nivel
MM o QM), calculos QM /MM, célculos QM semiempiricos y calculos de energia de Gibbs
a partir de MDs previas. Ademas, dispone de software propio para analizar los calculos
realizados utilizando dicho force field, que recibe el nombre de AMBERTools, y de gran
cantidad de documentacién y soporte que facilitan en gran medida la resolucion de
problemas cuando éstos aparecen en la realizaciéon o analisis de céalculos.

2.1.3 Dinamica Molecular

Como se ha comentado anteriormente, los complejos de Michaelis enzima-ligando son
sistemas extraordinariamente grandes y por lo tanto tienen muchisimos grados de
libertad, cosa que hace que muchas conformaciones diferentes tengan energias muy
similares y sea necesario realizar una exploracion conformacional con el objetivo de
obtener un conjunto de estructuras representativas de dicho complejo para poderlo
estudiar. Dinamica Molecular y Monte Carlo son las dos técnicas principales para
producir estructuras representativas de un sistema a una temperatura finita, aunque en
la presente tesis se han utilizado exclusivamente las simulaciones de MD para realizar
dicho cometido. La MD proporciona la teoria necesaria para estudiar la evolucién
temporal de sistemas, donde la primera apariciéon de dicha teoria tuvo lugar al final de
los afios 50 cuando Alder y Wainwright estudiaron la interaccion de esferas rigidas para
explicar el comportamiento de los liquidos®?. Sin embargo, debido a su complejidad, no
fue hasta 1977 cuando McCammon, Gelin y Karplus realizaron la primera simulacion de
una proteina, bovine pancreatic trypsin inhibitor (BPTI)?%. Recientemente, el desarrollo
de las unidades de procesamiento grafico (GPUs)?” ha permitido incrementar el tiempo
de simulacién sustancialmente. Las GPUs modernas estan constituidas por cientos de
unidades aritméticas que se aprovechan para acelerar enormemente célculos
numéricamente intensivos. De hecho, hoy en dia, las simulaciones estandar de MD a nivel
MM, que son las que se han utilizado en la presente tesis, soportan sistemas que contienen
hasta 1,000,000 de atomos sin dificultades?!® y los tiempos de simulacion alcanzan los
cientos de nanosegundos, cosa que hace unos pocos aiios se consideraba impensable.

2.1.3.1 Ecuaciones de movimiento

Una simulacién de MD genera una serie de puntos correlacionados temporalmente en el
espacio de fases, una trayectoria, propagando un conjunto inicial de coordenadas y
velocidades. Si se trata de una simulacién de MD clésica, entonces el movimiento de los
atomos del sistema se calcula aplicando la segunda ley de Newton.

ovV(ri, ..., Tn)

= — —
Fy(ri, ...y TN) = mia; = - P
2

;i=1,...., N (7)

—
donde F; es la fuerza que actiia sobre el 4tomo i, m;, a, y 7, corresponden a la masa, a la
aceleracion y a la posicion de dicho dtomo, respectivamente y V es la funcién energia
potencial del sistema, la cual corresponde a un force field (ver ecuacién 6) en una
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simulacion de MD sobre una superficie de energia potencial (PES) MM. Entonces, se
tiene un conjunto de 3N ecuaciones diferenciales de segundo orden que al resolverlas
proporcionan las posiciones y velocidades de los dtomos en funcion del tiempo (7;(1),
v;(t)), o lo que es lo mismo, sus trayectorias. Es importante notar que este tipo de
potenciales son continuos, es decir, la fuerza que actta sobre un atomo dado cambia o
bien cuando su posicién cambia o bien cuando la posiciéon de cualquier d&tomo que
interaccione con éste cambia. Por lo tanto, el movimiento de todos los atomos esta
acoplado entre si, dando lugar a lo que se conoce como problema de muchos cuerpos, el
cual no tiene una solucién analitica. Con el objetivo de eludir el problema que se acaba
de comentar, dichas ecuaciones diferenciales de movimiento se resuelven numéricamente
empleando el método de diferencias finitas. Es decir, estas ecuaciones se integran usando
un algoritmo de integraciéon donde el intervalo de tiempo en el cual se calculan dichas
integrales recibe el nombre de time step (6t). Es preciso remarcar que al emplear tal
manera de proceder, el tiempo se discretiza durante la integraciéon y las fuerzas que acttian
sobre los diferentes atomos se consideran constantes durante cada paso, las cuales se
calculan al inicio de cada uno a partir de las posiciones y velocidades anteriores
conduciendo a nuevas posiciones y velocidades. Por otra parte, todos los algoritmos de
integraciéon de las ecuaciones de movimiento se basan en expansiones de Taylor truncadas
de las posiciones y propiedades dindmicas (velocidades, aceleraciones, ...) de los atomos.
De entre todos los algoritmos de integracion existentes, el algoritmo de Verlet?!! es el
més utilizado, donde el paso siguiente a tiempo ¢+t se calcula a partir del paso previo a
tiempo -6t y del paso actual a tiempo t. Sin embargo, este algoritmo presenta dos
desventajas importantes: 1) las velocidades no aparecen explicitamente en sus ecuaciones
de propagacion, cosa que conduce a que la temperatura no se mantenga constante; 2) el
célculo de las nuevas posiciones suele llevar asociado errores numéricos importantes por
la resta de ntimeros grandes. El algoritmo leap-frog?'2, una variante del algoritmo de
Verlet, subsana las desventajas de dicho algoritmo mediante la expresion explicita de las
velocidades y la mejora de la exactitud numeérica. A pesar de estas mejoras, este algoritmo
no calcula las posiciones y velocidades al mismo tiempo. Cabe destacar que el algoritmo
velocity- Verlet?'3, el cual es una combinacion del algoritmo de Verlet y del algoritmo leap-
frog, corrige las deficiencias de los dos algoritmos explicados y proporciona las posiciones,
velocidades y aceleraciones simultdneamente sin comprometer la precisiéon. En la presente
tesis se han realizado las simulaciones de MD utilizando un médulo interno de AMBER
que recibe el nombre de pmemd?'4, el cual emplea el algoritmo wvelocity- Verlet. En altimo
lugar, es importante notar que la correcta eleccion del time step es crucial para realizar
simulaciones de MD, ya que time steps muy cortos proporcionan mayor exactitud, pero
ralentizan el calculo. Por el contrario, time steps demasiado grandes pueden conducir a
inestabilidades en el integrador de las ecuaciones de movimiento. Con el objetivo de
acelerar los calculos de las simulaciones de MD sin comprometer la integridad de éstos,
se acostumbra a fijar las longitudes y angulos de los enlaces que involucran atomos de
hidrégeno mediante el algoritmo SHAKE?!®, cosa que también se ha puesto en practica
en esta tesis.
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2.1.3.2 Hipoétesis ergodica y colectivos NVT y NPT

Como es de esperar, las simulaciones de MD proporcionan magnitudes microscopicas del
sistema, ya que exploran su espacio de fase. Sin embargo, también se pueden obtener
magnitudes macroscopicas a partir de las simulaciones de MD utilizando la hipétesis
ergodica. Es preciso destacar que existe la hipotesis ergddica aplicada a las simulaciones
de MD y la hipoétesis ergddica que incorpora la mecanica estadistica. En referencia a las
simulaciones de MD, la hipotesis ergbdica establece que en una simulacién de MD
suficientemente larga se explora el espacio configuracional con una probabilidad
correspondiente a la distribucién de Boltzmann. En cambio, la hipdtesis ergodica de la
mecanica estadistica establece que un sistema que evoluciona a lo largo del tiempo
siguiendo una distribucién de Boltzmann es equivalente a un colectivo de sistemas en un

momento dado, la cual se puede expresar mateméaticamente de la siguiente manera:

Acolectz’vo: Atempoml - Th_?;;j A (TN(t)ypN(t)) dt (8)
0

donde A es una magnitud cualquiera del sistema, A (TN(t),pN(t)) es el valor instantaneo

de la magnitud A, 7 es el tiempo de medida y A ,ectivo Y Atemporar SO0 las medias sobre el
colectivo de sistema y temporal, respectivamente. Es importante notar que la ecuacién 8
pone de manifiesto que, en el contexto de la mecanica estadistica, la media sobre el
colectivo intemporal es equivalente a la media temporal si el tiempo es infinito. Entonces,
considerando ambas hipoétesis ergodicas, la aplicacion practica de las simulaciones de MD
es generar una trayectoria que describa como varfan las variables dindmicas de un sistema
a lo largo del tiempo y a partir de dicha trayectoria calcular las diferentes medias
temporales que seran equivalentes a las medias sobre el colectivo donde la siguiente
expresion permite obtener estas medias temporales:

M
1 S
A cotectivo= Atempoml: MZ Ay (TN(t)ypN(t)) (9)
t=0

donde M es el numero de pasos de la trayectoria que se han considerado para calcular la

media y A, ('rN(t), pN(t)) es el valor de la magnitud cualquiera A escogida para calcular

dicha media en el paso t. Cabe destacar que en las simulaciones de MD siempre se estan
aplicando estas dos aproximaciones: 1) la trayectoria generada no es infinita; 2) la
trayectoria generada no es continua.

Por otra parte, las magnitudes termodindmicas en una simulacién de MD presentan
siempre el mismo comportamiento, al inicio de la simulacién flucttian, ya que el sistema
no se encuentra en equilibrio termodindmico, mientras que a partir de un cierto tiempo,
cuando el sistema ya se ha equilibrado, dichas magnitudes se estabilizan y fluctian
alrededor de un valor medio. Vale la pena mencionar que estas ultimas fluctuaciones
tienen sentido fisico, es decir, éstas no provienen de problemas numéricos y vienen dadas

por la siguiente expresion:
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— =3 1
AN (4 -4) & — (10)

donde N es el niimero de 4tomos del sistema y A una magnitud termodinamica cualquiera
de dicho sistema. La ecuaciéon 10 muestra que cuanto méas grande es un sistema més
pequeias son las fluctuaciones de las magnitudes termodindmicas de éste, cosa que hace
que al medir magnitudes termodinamicas de sistemas macroscopicos parezca que éstas
son constantes, ya que las fluctuaciones que presentan son demasiado pequefias para
poder ser medidas.

Finalmente, dado que se pueden extraer magnitudes macroscopicas de las simulaciones
de MD, tal y como se ha expuesto en este apartado, es interesante que éstas recreen las
condiciones experimentales de laboratorio para poder comparar resultados de
simulaciones y experimentos. Por lo tanto, las simulaciones de MD de sistemas que se
encuentran en fase condensada, como es el caso de las enzimas, se acostumbran a calcular
a presion y temperatura constantes, colectividad isotérmica-isobarica (NPT), o a volumen
y temperatura constantes, colectividad canoénica (NVT), ya que éstas son las condiciones
experimentales més usuales de dichos sistemas. Con el objetivo de simular estas
condiciones experimentales se acopla el sistema a un reservorio de manera determinista
o estocéstica. Es importante notar que los acoplamientos estocasticos son mas faciles de
implementar y proporcionan estabilidad dindamica mediante sus términos de friccion. En
las simulaciones de MD realizadas para la presente tesis, la temperatura y la presién se
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han controlado mediante dindmica de Langevin y barostato de Berendsen?!7,

respectivamente.
2.1.3.3 Condiciones de contorno: Condiciones de frontera periédicas

En las simulaciones de MD de sistemas en fase condensada, tal y como son las enzimas o
los complejos enzima-sustrato en disolucién acuosa estudiados en esta tesis, la frontera
del sistema tiene que reproducir este efecto. El enfoque que se ha utilizado en las
simulaciones de MD de esta tesis es el de condiciones de frontera periodicas (PBC).
Durante una simulacién bajo tales condiciones, el sistema estd rodeado por iméagenes
idénticas en todas las posibles direcciones con el objetivo de simular su total solvatacion.
En estas condiciones, las particulas del sistema experimentan fuerzas como si estuviesen
en solucion. Cuando una particula abandona el sistema, ésta es inmediatamente
sustituida por una particula imagen que entra por el lado opuesto al de su salida y las
coordenadas de las imagenes son idénticas a las del sistema excepto por la adicién o
sustraccion de multiplos de los lados de la caja, dado que las enzimas o complejos enzima-
sustrato han sido solvatados explicitamente mediante una caja rectangular o cuadrada
de moléculas de agua. La interacciéon del sistema con las imégenes de éste que lo rodean
simula al sistema en una solucién macroscopica, sin embargo, la tnica limitaciéon de este
enfoque es que al ser las iméAgenes idénticas al sistema se esté simulando un cristal, cosa

que no se corresponde con la realidad, ya que las soluciones no son periodicas.
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Figura 18. Ilustracion de las condiciones periddicas de frontera donde s6lo se han
representado las cajas en el plano de la pagina por claridad. La esfera roja representa
una molécula de agua que cuando abandona el sistema es inmediatamente sustituida
por una molécula de agua de una imagen del sistema. El sistema real (caja central) esta
resaltado con un azul mas oscuro que las imagenes de dicho sistema.

2.1.4 Mecanica Quantica

En el contexto de la quimica, la mecénica quantica trata de manera explicita la estructura
electronica de los atomos y moléculas, cosa que permite estudiar las propiedades quimicas
de un sistema tal como la reactividad (formacion y rotura de enlaces). Es importante
notar que la QM se basa en resolver la ecuacién de Schrodinger independiente del tiempo
(ecuacion 11).

A(#R) ¥(#,R) = E¥(7,R) (11)

donde H es el hamiltoniano que describe el sistema, ¥ es la funcion de onda del sistema
y E es la energia total del estado descrito por ¥, la cual contiene toda la informacién del
sistema, y en el caso particular de un sistema molecular formado por un conjunto de

-
electrones de coordenadas 7y un conjunto de nicleos de coordenadas R se puede escribir

como W(?’;ﬁ). Es decir, la funciéon de onda depende de las coordenadas de los electrones
y de los ntucleos de manera no separable. Esta descripcién del sistema es rigurosa pero
extremadamente compleja, cosa que hace que sea computacionalmente inalcanzable en la
gran mayoria de casos, ya que el hamiltoniano para un sistema molecular se escribe de la
siguiente manera:

. n° ° °Z

H:-E V?-E—Vf-égek

— 2m, k?mk — £ Tik
(3 (3

e? 7.7
+ E — 4 E i (12)
— T Tkl
k<l

i<

=
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donde ¢ y j representan a los electrones, ky [ representan a los ntcleos, & es la constante
de Planck dividida por 2w, m, y m;, representan la masa de los electrones y de los ntcleos,
respectivamente, IZ es el operador de Laplace, e es la carga eléctrica elemental, Z; y 7
representan el nimero atémico de los nucleos considerados y 7y, ry y 73 representan la
distancia entre las particulas correspondientes.

La ecuacién 11 es muy compleja de resolver. De hecho, dicha ecuacién ya no tiene soluciéon
analitica en un sistema tan simple como el que conforma un ntcleo y dos electrones, y se
ha de simplificar. La aplicaciéon de la aproximacién Born-Oppenheimer hace factible la
resoluciéon de la ecuaciéon 11 para sistemas relativamente grandes con la potencia
computacional que se dispone hoy en dia. Dicha aproximacion consiste en desacoplar el
movimiento electréonico del movimiento nuclear debido a que los ntcleos son mucho méas
masivos que los electrones. Por lo tanto, el segundo término del segundo miembro de la
ecuacion 12 se puede despreciar, ya que en base a la diferencia de masas comentada, el
desplazamiento de los ntucleos es mucho méas lento que él de los electrones y entonces la
nube electrénica se adapta a cambios en las posiciones de los nticleos mucho més rapido
que éstos se vuelvan a desplazar, cosa que hace que se pueda entender que los electrones
se mueven bajo un potencial Coulémbico generado por los niicleos fijados en unas
determinadas posiciones. Es decir, el quinto término del segundo miembro de la ecuacién
12, que es el que corresponde a la repulsion entre nticleos (Vyy), se puede considerar
constante para una configuracién nuclear dada. Aplicando todas las aproximaciones que
se han expuesto, la ecuaciéon 11 queda como sigue:

H,(#R) ¥ (+R) = E,v.(#E) (13)

donde Lﬁe(?;ﬁ) corresponde a la funciéon de onda electréonica la cual depende

explicitamente de las coordenadas electronicas 7 y paramétricamente de las coordenadas

— — —>
nucleares R, F, es la energia electronica y He(?,R) corresponde al hamiltoniano
electronico que viene descrito por la siguiente expresion:

— w’ e’Z e’
T D e "
— 2, = T Ty

1

Es importante notar que en los sistemas moleculares se acostumbra a definir la energia
potencial U (ecuacion 15) como la suma de la energia electronica E, y la energia potencial

de repulsion entre nicleos Viyy, la cual varia cuando cambia la configuracion nuclear, es

decir, depende explicitamente de las coordenadas nucleares R.
U(R) = E. + Vwv(R) (15)
Si se calcula U para todas las configuraciones nucleares B posibles se obtiene lo que se

denomina superficie de energia potencial (PES), o lo que es lo mismo, la PES es una

hipersuperficie definida por la energia potencial U de un conjunto de dtomos dados sobre

49



todas sus configuraciones nucleares R posibles, donde cada configuraciéon nuclear
constituye un punto de la PES. Mediante la exploracién de la PES, se pueden calcular
algunos observables fisicos, estudiar los cambios energéticos de procesos quimicos y
caracterizar estructuras que son quimicamente relevantes. Para identificar estas
estructuras, sélo son necesarias primeras y segundas derivadas de la PES, ya que las
estructuras quimicamente relevantes corresponden a los siguientes puntos de dicha
superficie: 1) minimos locales, puntos que son minimos en todas las direcciones, que
corresponden a estructuras moleculares optimizadas, es decir, a reactivos, productos o
intermedios de reaccion; 2) puntos de silla, puntos que son minimos en todas las
direcciones excepto en una, en la cual corresponden a un méaximo, que determinan las
barreras mas bajas de energia en los caminos de reaccién que conectan reactivos,
productos e intermedios de reaccion entre si, los cuales, segtin la teoria del estado de
transicion, corresponden a los estados de transicion (TS). Cabe destacar que el anélisis
de la PES mediante la localizacién de minimos y puntos de silla es equivalente a modelizar
el sistema a una temperatura de cero Kelvin, donde todas las moléculas se encuentran es
sus estados fundamentales electronicos, vibracionales (aunque no se tiene en cuenta la
correccion vibracional de punto cero) y rotacionales. Aunque se pueden incorporar los
efectos de una temperatura finita (ver seccion 2.1.6), dicha incorporacion es compleja y
este enfoque mas simple ya permite el estudio de procesos quimicos.

Finalmente, aunque la ecuacion de Schrodinger que aparece en la ecuacion 13 (ecuacion
de Schrodinger electronica) es sustancialmente mas simple que la original (ecuacion 11),
en general, no se puede resolver de manera analitica y se ha de resolver numéricamente.
Para dicha resolucién numérica, se pueden clasificar los métodos de resolucion en dos
categorias, los métodos basados en la funcién de onda y los métodos basados en la
densidad electrénica, también conocidos como métodos DFT, donde éstos tltimos han
sido los utilizados en esta tesis.

2.1.4.1 Meétodos basados en la funcién de onda

Sin entrar en demasiado detalle, una manera de resolver la ecuacion de Schrédinger es
encontrar funciones que la cumplan, es decir, que una vez aplicado el hamiltoniano sobre
dichas funciones, se obtengan éstas multiplicadas por un cierto valor que correspondera
a la energia asociada al estado descrito por estas funciones. Ademas, este tipo de funciones
se pueden combinar entre si para que el estado descrito por la combinaciéon resultante
tenga unas determinadas propiedades. El método de Hartree-Fock fue el primero en
utilizar este enfoque para resolver la ecuacién de Schrodinger para sistemas moleculares.
Dicho método, describe a los electrones de un sistema molecular asocidndoles a cada uno
un spin-orbital y expresa la funcién de onda del sistema como un determinante de Slater,
el cual es un producto antisimétrico de estos spin-orbitales, donde esta antisimetria es
necesaria debido a que los electrones son particulas con spin 1/2:

N/

1y -
U1, 2, . N) = (N2 ) (PP fy, (D32, (V)] (16)
1

q=
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donde N es el ntmero de electrones, X, son los spin-orbitales, 1/3\,1 es el operador
permutacion y p ;8 el nimero de transposiciones necesarias para obtener la permutacion.
Es necesario subrayar que el método Hartree-Fock presenta una limitacién clara para
sistemas polielectronicos, ya que no considera la correlacion electréonica entre los
electrones de diferente spin, es decir, cada electrén percibe el resto de electrones como un
campo eléctrico promedio. Dicha limitacién, hace que este método no sea adecuado para
describir sistemas con electrones desapareados o donde se forman y rompen enlaces. Con
el objetivo de resolver esta problemética, se desarrollaron los métodos post-Hartree-Fock,
tales como métodos de Interacciéon de Configuraciones, métodos de Coupled Cluster y
métodos de Teoria de Perturbaciones?'®, los cuales incorporan la correlacion electronica,
pero son caros computacionalmente para sistemas de un cierto tamano.

2.1.4.2 Métodos DFT

Los métodos DFT, los cuales se fundamentan en la teoria del funcional de la densidad
(DFT), son extensamente utilizados en aplicaciones biomoleculares, ya que incorporan la
correlacién electronica y presentan una relacion coste computacional-exactitud favorable.
La DFT se basa en la idea de que la energia electronica del sistema FE, se puede expresar
en funcion de la densidad electronica ¢ donde o(7) representa la densidad electronica en
el punto 7. Es decir, la energia electronica, que en este apartado se denotara como E para
mantener la notacion que emplean la mayoria de textos de esta tematica, es un funcional
de la densidad electronica ¢ donde Efp/ asume un tnico valor para cada valor de g.

La principal ventaja de los métodos DFT respecto los métodos basados en la funcién de
onda es que, en general, los primeros obtienen F utilizando muchas menos variables que
los segundos, ya que para un sistema de N electrones, g, a partir de la cual calculan FE los
métodos DFT, dnicamente depende de las tres coordenadas espaciales
independientemente del tamafio del sistema, mientras que ¥, a partir de la cual calculan
FE los métodos basados en la funciéon de onda, depende de 4N variables, ya que cada
electron del sistema viene descrito por tres coordenadas espaciales y una coordenada de
spin. Este hecho hace que los métodos DF'T sean especialmente adecuados para sistemas
grandes, tal y como los que tratamos en la presente tesis.

La teoria del funcional de la densidad se fundamenta en dos teoremas desarrollados por
Hohenberg y Kohn en 19642%.

Primer Teorema: Cualquier observable de un estado estacionario electrénico
fundamental no degenerado puede ser calculado, teéricamente de manera exacta, a partir
de la densidad electronica del estado fundamental, es decir, cualquier observable puede
ser escrito como un funcional de la densidad electrénica del estado fundamental.

Por lo tanto, se puede establecer una correspondencia entre la densidad electrénica y la

energia electronica:

Efo] = T.lo] + Velo] + Veelo] (17)
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donde T,[g] corresponde a la energia cinética de los electrones, Vy,[o] es la energia
potencial de atraccion entre ntucleos y electrones, V.. [o] es la energia potencial de
repulsion entre electrones. Es importante notar que no se conoce la forma exacta de T,[g]
ni de V,[g], cosa que hace que no podamos calcular Efp/ aplicando directamente la
ecuacion 17.

Segundo Teorema: La densidad electronica de un estado electréonico fundamental no
degenerado puede ser calculada, en principio de manera exacta, determinando la densidad
electronica que minimiza la energia del estado fundamental.

Entonces, para cualquier densidad de prueba g(7) tenemos asegurado que se cumple la
siguiente desigualdad:

donde FEj es la energia electronica del estado fundamental y E, es la energia electrénica

220 propusieron un método que

asociada a esta densidad de prueba. En 1965 Kohn y Sham
permitia calcular T,[g] y establecer una cota superior de Ej, la cual se puede refinar
iterativamente hasta un cierto limite, a partir de ¢. Este método se basa en un sistema
ficticio de N electrones que no interaccionan entre si donde éstos vienen descritos por
funciones de onda monoelectronicas, tal que este sistema ficticio presenta la misma
densidad electrénica que el sistema real donde los electrones interaccionan entre si.

Entonces, el funcional de la energia electronica se puede reescribir como:

Bld - Tld + [ . + el + Bl (19)

donde Ti[g] es la energia cinética electronica del sistema ficticio, #,(7) es el potencial
externo que acttia sobre estos electrones que no interaccionan, J/gp/ es la energia de
Coulomb y FE,.[o] es la energia de intercambio y correlacion. Cabe destacar que el
principal problema de la teoria del funcional de la densidad proviene de E,.[¢], ya que no
se conoce su expresion exacta y acumula todo el error de E,[g]. El funcional E,[g]
contiene la contribuciéon potencial de intercambio de los electrones, asociada a la
interaccion entre los electrones que tienen el mismo spin, la contribucién potencial de
correlaciéon electrénica, asociada a la interaccién entre los electrones que tienen spin
opuesto y la energia de correlacion cinética. Existen diferentes enfoques para calcular
E..[o] o e.lol, que es la energia de intercambio y correlacion por particula, cosa que
conduce a los diferentes métodos DFT conocidos. De menos a més exactos, estos métodos
son: 1) Local Density Approzimation (LDA) donde ¢, tinicamente depende de la densidad
electronica y las contribuciones de correlacién e intercambio se tratan de manera
separada; 2) Local Spin Density Approzimation (LSDA) que se emplea para sistemas de
capa abierta y trata las contribuciones de spin o y 3 de manera separada; 3) Non-local
Corrections or Generalized Gradient Approximations (GGA) que introducen los
gradientes de la densidad electrénica _1)79 en la descripcion de los efectos de correlacion e
intercambio. Por lo tanto, estos métodos no sélo tienen en cuenta la densidad electrénica
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en cada punto, sino que también tienen en cuenta la variacién de la densidad electrénica
en cada punto; 4) Meta-GGA Approximation que aparte de incluir los términos de la

aproximacion GGA, adicionalmente, también incluye la densidad de energia cinética (7).

2.1.5 Meétodos QM /MM

La metodologia Quantum Mechanics/Molecular Mechanics (QM/MM) es un enfoque
teorico que combina tanto la metodologia MM como la QM, constituyendo la manera
mas completa de estudiar procesos quimicos en sistemas complejos. En 1972, comenz6 la
era QM /MM mediante un articulo de Warshel y Karplus que introducia el concepto y la
metodologia QM/MM??!, la cual contenia algunos rasgos caracteristicos que hoy en dia
son esenciales en este tipo de calculos. Posteriormente, en 1976, se presentaron los
primeros estudios que aplicaban la metodologia QM /MM a reacciones enzimaticas, los
cuales fueron realizados por Warshel y Levitt??2. Sin embargo, no fue hasta 1990 cuando
este enfoque empezd a ser extensamente utilizado gracias al articulo de Field, Bash y
Karplus donde se describe en detalle el acoplamiento de métodos QM con métodos MM?23,
Ademés, en dicho articulo se evalia la precision y exactitud del tratamiento QM /MM
comparandolo con datos ab initio y experimentales. A lo largo de estas tres tultimas
décadas, se han publicado bastantes trabajos sobre el desarrollo de métodos QM/MM y
hoy en dia, la metodologia QM /MM es una herramienta de enorme valor no sblo para

4 sino también para estudiar sistemas inorgénicos,

estudiar sistemas biomoleculares®?
organometalicos, en fase solida y con solvente explicito. Por todo esto, en 2013 se les
otorgd a Karplus, Levitt y Warshel el premio Nobel de quimica por el desarrollo de

modelos multiescala para sistemas quimicos complejos?2>-227,

2.1.5.1 Perspectiva general

Si a un sistema (.S) se le aplica un tratamiento QM/MM, éste se divide en dos regiones,
la region interna o region QM (1) que se trata mecanocuénticamente y la region externa
o region MM (O) que se trata con un force field. Es importante notar que la energia total
del sistema no se puede calcular directamente como la suma de las energias de los
subsistemas, ya que existen interacciones QM-MM. Es decir, los dos subsistemas estan
acoplados y se deben tener en cuenta los términos de acoplamiento entre éstos. Por otra
parte, la frontera entre la region QM y la region MM se debe tratar con especial
precauciéon, ya que es una zona problematica debido a que existe una discontinuidad
donde se pasa de un tratamiento QM a un tratamiento MM. Finalmente, es preciso
destacar que los célculos QM /MM aprovechan que, normalmente, la region del espacio
dentro de la cual se producen cambios significativos en la estructura electronica, que
corresponderia a la region interna o QM, es relativamente pequefia comparada con el
tamafio total del sistema, consiguiendo reducir el coste computacional sin dejar de tratar
adecuadamente la zona reactiva del sistema mediante el uso de la particién que se ha
comentado. Ademas, a lo largo de dichos calculos, la particion QM /MM establecida puede

mantenerse fija o variable.
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Sistema QM/MM (S)

Region Interna o QM (/)

Frontera QM-MM

Regién Externa o MM (O)

Figura 19. Representacion esquemaética de la particion QM/MM de un sistema (.5)
donde la region interna o QM (I) esté indicada en azul, mientras que la region externa
o MM (O) esté indicada en gris. La frontera QM-MM esta representada por una linea
gruesa en un azul mas intenso que él de la region QM.

2.1.5.2 Expresion de la energia QM /MM

Se pueden clasificar los esquemas QM /MM segiin su expresion para la energia total. De
acuerdo con esta clasificacion, existen dos enfoques totalmente opuestos, el aditivo y el
sustractivo.

El esquema sustractivo calcula la energia total a partir de tres calculos: 1) célculo a nivel
MM de todo el sistema; 2) calculo a nivel QM de la region interna; 3) calculo a nivel MM
de la region interna. De manera que la energia total QM /MM se puede obtener a partir
de la siguiente expresion:

Eﬁé‘&/MM(S) = Expu(S) + Equ(I+L)- Eppy(1+1L) (20)

Vamos a realizar una breve aclaracién sobre la notacién utilizada en esta seccidén antes
de comentar la ecuacién anterior. Dentro de la presente seccién, en general, los
superindices se van a utilizar para indicar el esquema o tipo de interaccién considerado,
los subindices van a indicar el nivel de calculo utilizado y entre paréntesis se va a indicar
la region considerada. Segiin la ecuacion 20, este esquema es equivalente a tratar todo el
sistema a nivel MM excepto una cierta region del espacio que se trata a nivel QM. Es
importante notar que la igualdad anterior se cumple para un esquema de link atoms (ver
seccion 2.1.5.3.1) donde L hace referencia a dichos dtomos. Dado que dicho esquema ha
sido el empleado para tratar la frontera QM-MM en la presente tesis, todas las ecuaciones
que hagan referencia a calculos QM/MM se van a escribir de manera que se cumplan
para este esquema de link atoms.

La principal ventaja del esquema sustractivo reside en su simplicidad, ya que no requiere
términos de acoplamiento y los procedimientos estandar QM y MM se pueden aplicar sin
ninguna modificacion. Ademaés, este esquema también corrige los artefactos de calculo
debidos a los link atoms, siempre y cuando los términos de fuerza MM en los cuales estan
involucrados dichos dtomos reproduzcan razonablemente el potencial QM. Sin embargo,
el esquema sustractivo presenta algunas desventajas y limitaciones, donde las més

destacadas son: 1) necesidad de parametros MM para tratar el subsistema interno a nivel
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MM, los cuales no son faciles de deducir; 2) el acoplamiento QM-MM se trata a nivel
MM, cosa que causa problemas especialmente con las interacciones electrostaticas.

Por otra parte, la energia total QM /MM para el esquema aditivo se puede expresar de
la manera siguiente:

E%%/MM(S) = Eyp(O) + EquI+L) + Egpram(1, 0) (21)

Tal y como indica la ecuaciéon 21, en el esquema aditivo sélo se calcula la energia a nivel
MM de la regiéon externa, mientras que similarmente al esquema sustractivo, la region
interna [+L se trata a nivel QM. Ademaés, se incorpora un término de acoplamiento
explicito, Eqypym(l,0), que retine todas las interacciones entre los dos subsistemas.
Actualmente, de los dos esquemas, el aditivo es el mas utilizado, y él utilizado en esta
tesis, a pesar de presentar un mayor coste computacional ya que describe las interacciones
existentes entre ambas regiones de manera méas exacta. Cabe destacar que los métodos
QM/MM que utilizan el esquema aditivo se diferencian entre si tnicamente por la
expresion exacta del término de acoplamiento QM-MM, el cual se puede expresar de

manera genérica mediante la siguiente expresion:

bond d l
EoneaI, O)= EgQy i+ EQVMV}/MMJF EEQ?\?/MM (22)

donde Elg]\%MM es para tener en cuenta los enlaces que se puedan romper en la frontera,
Egﬁf/]MM corresponde a la energia de interaccion de Van der Waals entre ambas regiones

del sistema y Egﬁff/MM corresponde a la energfa de interaccion electrostatica entre ambas

regiones. Es importante notar que independientemente del esquema QM /MM utilizado

(sustractivo o aditivo), tanto Elgj}[‘;MM como Egﬁ/[%/[M son tratados a nivel MM. Ademas,
otras interacciones enlazantes que pudieran existir entre ambos subsistemas, tales como
estiramiento de enlaces, modificacion de angulos o modificacion de angulos diedros,
también se tratarian a nivel MM mediante los parametros estindar del force field o
incluso mediante parametros adicionales generados para ese fin.

Por otra parte, el acoplamiento electrostéatico entre la densidad de carga de la region QM
y el modelo de cargas de la region MM se puede tratar a diferentes niveles de complejidad.
Es preciso destacar que este acoplamiento o embedding se caracteriza por la polarizaciéon
mutua que ambos subsistemas se ejercen entre si reciprocamente. Segin como se describa
esta polarizaciéon mutua, este acoplamiento se puede clasificar en embedding mecéanico,
electrostatico o polarizado??®?29, En el esquema de embedding mecanico, las interacciones
electrostaticas QM-MM se tratan al mismo nivel que las interacciones electrostaticas
MM-MM, es decir, aplicando el modelo de cargas puntuales del método MM a la regién
QM. Este método es conceptualmente muy simple y computacionalmente muy eficiente,
pero presenta desventajas y limitaciones importantes: 1) la densidad de carga QM no se
polariza por su entorno electrostético; 2) cuando la densidad de carga de la region QM
cambia, tal y como sucede en las reacciones quimicas, existen problemas asociados a la
PES; 3) la derivacion de las cargas MM para la region QM acostumbra a generar
problemas.
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El esquema de embedding electrostatico subsana todos estos inconvenientes mediante
calculos QM que tienen en cuenta la presencia de las cargas MM, es decir, incorporan
estas cargas puntuales como términos monoelectronicos en el hamiltoniano QM:

N L M L
~celect qJ qJQa
HQM—MM: 'ZZ_)——>+ Z Z: (23)
i JEOlTi_ RJl a€el+L JeO |Ra' RJl

donde ¢, hace referencia a las cargas puntuales MM que se encuentran en R;, (), hace

referencia a las cargas nucleares QM que se encuentran en E; y 7; designa la posicién de
los electrones. Los indices 7, Jy a se extienden a los N electrones, las L cargas puntuales
y los M ntucleos QM, respectivamente. Es importante notar que los dos términos de la
ecuacion 23 se anadirfan a los de la ecuacion 14 cuando se realiza el calculo a nivel QM
del subsistema interno donde el primer término de la ecuacion 23 es para tener en cuenta
la polarizacion de los electrones de la region QM por parte de las cargas clasicas MM,
mientras que el segundo término de dicha ecuacién es para tener en cuenta la interacciéon
de los nucleos de la parte QM con las cargas clasicas MM. Por lo tanto, en el esquema
de embedding electrostatico la estructura electronica de la region QM es polarizada por
su entorno y puede adaptarse a cambios que ocurran en éste. Ademas, las interacciones
electrostaticas QM-MM se tratan a nivel QM, asegurando una descripciéon mas fidedigna
de éstas, pero necesitando una potencia computacional mayor. Este esquema es el méas
empleado en aplicaciones biomoleculares y ha sido el empleado en la presente tesis.

En dltimo lugar, el esquema de embedding polarizado considera un modelo de cargas MM
variable que es polarizado por la distribucion de cargas QM. Dentro de este esquema,
existen dos posibles alternativas: 1) un modelo de cargas polarizable en la region MM el
cual es polarizado por el campo eléctrico de la region QM pero dicho campo no actiia
sobre la densidad de carga QM; 2) una formulacion autoconsistente que incluye el modelo
polarizable MM en el hamiltoniano QM, permitiendo una polarizaciéon mutua.
Finalmente, es necesario subrayar que una descripcién exacta de las fuerzas
electrostaticas que provienen del subsistema interno y la inclusion de todas las
contribuciones electrostaticas es esencial para modelizar de manera realista los sistemas

biomoleculares?30,231,

2.1.5.3 La frontera QM-MM

En relacion con la localizacion de la frontera QM-MM, la situacion ideal es que dicha
frontera separe los subsistemas QM y MM de manera que la frontera no corte ningin
enlace covalente, ya que esto simplificarfa enormemente tanto el tratamiento de la
frontera en si como el acoplamiento entre ambos subsistemas. Sin embargo, en la mayoria
de casos es inevitable que la frontera QM-MM corte algunos enlaces covalentes. En la
Figura 20 aparece una representacion esquematica de una frontera QM-MM que corta un
enlace covalente donde los d4tomos QM y MM que compartian el enlace que ha sido
cortado estan designados como Q' y M!, respectivamente, y reciben el nombre de atomos
de frontera o limite. La primer capa MM, es decir, los &tomos MM que estan directamente
enlazados a M! se etiquetan como M2, de igual manera, la segunda capa MM, es decir,
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los atomos MM que estdn a dos enlaces de distancia de M! se etiquetan como M? y
etcétera. Similarmente se etiquetan los atomos QM, aunque estos vienen designados por
Q. En general, se deben tomar tres consideraciones en cuenta cuando se cortan enlaces
covalentes con la frontera QM-MM: 1) los enlaces cortados deben estar saturados en la
region QM ya que dicha regiéon no puede estar truncada, es decir, estos enlaces cortados
no se pueden tratar como si se hubieran roto de manera homolitica o heterolitica; 2) para
el embedding electréonico o polarizado, se tiene que evitar la sobrepolarizaciéon de la
densidad electronica QM por parte de las cargas MM que se encuentren cerca de la
frontera QM-MM, sobre todo si se utiliza el esquema de los link atoms; 3) en relacion con
los términos MM enlazantes, se debe evitar contar por duplicado las interacciones que
involucren atomos de los dos subsistemas.

Figura 20. Representacion esquemética de una frontera QM-MM que corta un enlace
covalente (indicado con una linea azul claro) y se ha tratado de acuerdo al esquema de
los link atoms donde el link atom anadido estd indicado con L en azul oscuro. Dicha
representaciéon también muestra un esquema de desplazamiento de carga donde la carga
MM original ¢ es suprimida de M! y es redistribuida eventualmente entre los 4tomos
M?2. Ademaés, se colocan pares de cargas en las cercanias de los 4&tomos M3 para restaurar
el dipolo M!-M? original (no mostrado en la figura).

Existen dos esquemas principales para tratar la frontera QM-MM cuyo objetivo es
proporcionar una descripciéon equilibrada de las interacciones QM-MM en el limite de los
subsistemas: 1) el esquema de los link atoms que capa las valencias libres de la region
QM generadas por el corte de enlaces covalentes mediante la adicion de centros atémicos
L, que normalmente son un atomo de hidrégeno, que no pertenecen al sistema real y se
unen de manera covalente a los atomos QM que han quedado con alguna valencia libre;
2) esquemas de orbitales localizados que colocan orbitales hibridos sobre la frontera,
saturando los enlaces cortados de la region QM.

Como norma general, la frontera QM-MM se debe colocar tan distante como sea posible
de la regién reactiva, aunque esto aumente el coste computacional. Por otra parte, los
atomos QM que participen en la rotura y formaciéon de enlaces no deben estar implicados
en los términos de acoplamiento enlazantes, de manera que como los términos asociados
a diedros se extienden mas de dos enlaces en la region interna, estos dtomos se deben
encontrar a por lo menos tres enlaces de la frontera QM-MM. Ademas, los enlaces
truncados no deben de ser ni polares ni estar involucrados en interacciones conjugadas,
asi que los enlaces alifaticos C-C y los enlaces amida son una buena opcién para colocar
la frontera.

o7



2.1.5.3.1 Esquema de los link atoms

Como se ha introducido en la seccién anterior, el esquema de los link atoms satura las
valencias libres originadas en la frontera QM-MM mediante dtomos adicionales, que
acostumbran a ser atomos de hidrogeno, covalentemente unidos a los atomos QM que
portan dichas valencias (ver Figura 20). Entonces, los célculos QM se realizan en un
sistema electrénicamente saturado que estd constituido por la suma del subsistema
interno y de los link atoms, es decir, I+L. Ademas, los enlaces covalentes que han sido
cortados por la frontera QM-MM se tratan a nivel MM. Vale la pena mencionar que el
uso del esquema de los link atoms estd enormemente extendido debido principalmente a
su simplicidad y facil implementacion, aunque existen algunos problemas asociados con
la introduccion de centros atémicos adicionales: 1) adicion de grados de libertad
adicionales asociados con los link atoms introducidos; 2) sobrepolarizacion de la densidad
de carga QM en los esquemas de embedding electrostatico o polarizado como consecuencia
de que los link atoms estan proximos a los atomos MM que hacen frontera (como norma
general a 0.5 A); 3) los link atoms no son equivalentes ni quimicamente ni
electronicamente a los grupos que sustituyen.

A pesar de los problemas comentados, el esquema de los link atoms es ampliamente
aceptado y se han desarrollado bastantes esquemas que se basan en éste??%. Por un lado,
los grados de libertad adicionales se pueden eliminar mediante el uso de restricciones??,
es decir, expresando la posicion de los link atoms en funcién de las posiciones de los
atomos Q' y M! correspondientes (el link atom L se coloca a lo largo del enlace Q!-M! y
Q'-L estéa relacionado con Q'-M! mediante un factor de escala). Por otro lado, siempre
existe cierto grado de sobrepolarizacién cuando una sola carga puntual interacciona con
una distribucién de carga polarizable y esto se incrementa al reducir la distancia entre la
carga puntual y la densidad de carga QM y al aumentar la flexibilidad de la densidad de
carga QM. Este problema acostumbra a atenuarse cuando se emplean conjuntos de base
pequeiios en los atomos de la region QM. Existen diferentes métodos para reducir la
sobrepolarizacion en el contexto de los link atoms: 1) eliminar las integrales
monolelectronicas asociadas a los link atoms; 2) eliminar las cargas puntuales MM que se
encuentren en la region de frontera del hamiltoniano; 3) redistribuir/desplazar las cargas
puntuales que se encuentren en la region de frontera (Figura 20). Los esquemas de este
tipo, es decir, que preservan carga y a menudo dipolos en la regién de frontera, eliminan
la sobrepolarizacion y superan las principales deficiencias de los esquemas que eliminan
totalmente la carga. De hecho, los esquema de desplazamiento de carga son ampliamente
utilizados y en la presente tesis se ha utilizado uno de ellos?®3 2% 4) Atenuar las cargas
puntuales cercanas a la region QM mediante su sustitucion por distribuciones de carga
(funciones Gaussianas).

Para concluir, aunque los enfoques basados en orbitales hibridos?*6 239 son méas profundos
desde un punto de vista teorico, ya que éstos proporcionan una descripcién a nivel QM
de la frontera QM-MM, éstos son méas dificiles de implementar y requieren calculos
previos del sistema que como norma general no son transferibles entre sistemas similares.
De hecho, estos inconvenientes han sido los que han motivado el uso del esquema de los
link atoms.
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2.1.6 Calculos de energia de Gibbs

FEn procesos a temperatura y presion constantes, la energia de Gibbs indica tanto la
espontaneidad como la fuerza motriz del proceso considerado. Como se ha ido
comentando a lo largo de la tesis, debido a que en los procesos quimicos se forman y
rompen enlaces, es decir, cambia la estructura electronica del sistema, es necesario
emplear la teorfa QM para el calculo de las barreras de energia de Gibbs. Célculos sobre
la PES proporcionan la energia interna del sistema a cero Kelvin (sin tener en cuenta la
energia vibracional de punto cero) y la energia libre de Helmholtz A de éste vendria dada
por la siguiente expresion:

A= -kgTlh Q (24)

donde kg es la constante de Boltzmann, T es la temperatura y @ es la funcién de particion
canodnica, es decir, la correspondiente al colectivo NVT. Es importante notar que para el
colectivo NPT se obtiene la energia de Gibbs directamente y que los sistemas en fase
condensada exhiben valores muy similares de AA y AG. Por otra parte, los calculos de
incrementos de energia de Gibbs a lo largo de la coordenada de reacciéon & un pardmetro
geométrico que describe el grado de progresiéon de una reaccién quimica y que lleva de
manera mondtona de reactivos a productos, permiten el célculo de las barreras de energia
de Gibbs AG para procesos quimicos. Para tener en cuenta las contribuciones térmicas y
entropicas, este tipo de célculos necesita la exploracién conformacional del sistema sobre
sus grados de libertad con la excepcién del que corresponde &, la cual se lleva a cabo
mediante una simulacion de MD. En la practica, en vez de calcular la funcién de particion,
lo que se calcula es la densidad de probabilidad P(£). Asi pues, el potencial de fuerza
media (PMF) que corresponde a la energia de Gibbs a lo largo de la coordenada de
reaccion se calcula aplicando la siguiente expresion:

W(E)= -kpTinPE) (25)

Cabe destacar que la principal dificultad para calcular PMF es la exploracion
conformacional de las regiones de alta energia, es decir, aquéllas que se encuentren
proximas a los TSs, ya que dicha exploracion acostumbra a ser pobre. Hay dos métodos
principales para superar este inconveniente: 1) Free Energy Perturbation (FEP)?Y; 2)
Umbrella Sampling (US)?41.242,

Solo se va a desarrollar US, ya que ha sido el método empleado en esta tesis.

2.1.6.1 Umbrella Sampling

La idea subyacente a este método es amnadir un potencial sesgado con el objetivo de
restringir al sistema a una region determinada del espacio de configuraciones, permitiendo
a la simulacion de MD explorar configuracionalmente regiones de alta energia que con
una simulacién de MD convencional nunca serian exploradas. Esto es de especial utilidad
cuando se realizan célculos sobre una coordenada de reacciéon para calcular el perfil de
energia potencial y explorar configuracionalmente regiones cercanas al TS, las cuales
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apenas serfan exploradas debido a su alta energia. Este perfil se calcula a partir de una
serie de calculos sesgados, que reciben el nombre de ventanas, donde cada uno de ellos se
realiza en un valor dado de la coordenada de reaccién tal y como ejemplifica la siguiente
ecuacion:

E@=E"(D+ w® (26)

donde Eb(?) corresponde a la energia del sistema sesgada en un punto del espacio de
configuraciones 7 dado, E“(7) corresponde a la energia del sistema real en un punto del
espacio de configuraciones 7 dado y w;(§) corresponde al potencial afiadido que sesga la
energia del sistema. Dicho potencial para sesgar los calculos acostumbra a ser un potencial

armonico, el cual restringe el calculo en cada ventana particular ¢ a un valor de referencia

de la coordenada de reaccién dado, que se expresa como §:€f :

k 2
wi(§)= 5(5— 57/)9 (27)

es importante notar que el potencial anadido para sesgar la energia w;(§) tnicamente
depende de la coordenada de reaccién. Entonces, de cada una de estas ventanas se obtiene
una distribucién de probabilidad sesgada y para calcular el perfil de energia de Gibbs sin
sesgo se aplica uno de los métodos desarrollados para analizar US.

Desde un punto de vista practico, para una coordenada de reaccién dada, primero de
todo se construye el perfil de energia potencial y las diferentes estructuras obtenidas a lo
largo de la coordenada de reaccién se utilizan como puntos de partida de los calculos de
US, es decir, de las ventanas. Entonces, en el caso de que se necesite emplear el formalismo
QM/MM como pasa en los procesos quimicos, se calcula una simulacion de MD a nivel
QM/MM en cada ventana aplicando el correspondiente potencial que restringe el grado
de libertad del sistema asociado a la coordenada de reaccién al valor el cual la ventana
esta fijada, mientras que el resto de grados de libertad del sistema pueden explorar el
espacio configuracional sin ningin sesgo. Posteriormente, se obtiene para cada ventana
la distribucion de probabilidad sin sesgar a partir de la distribuciéon sesgada. En tltimo
lugar, se combinan las distribuciones de probabilidad sin sesgar de todas las ventanas
para obtener el perfil de energia de Gibbs. Es importante notar que existen diversos
métodos para calcular el perfil de energia de Gibbs, aunque el més extendido es Weight
Histogram Analysis Method (WHAM)?#3, el cual ha sido el empleado en esta tesis.
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Parte 111

Objetivos
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Capitulo 3

Objetivos

Dado que la temética de la presente tesis es muy amplia y variada, ya que se tratan dos
familias de enzimas diferenciadas como son las LOXs y las COXs y, ademas, distintas
isoformas de la primera de las dos familias mencionadas (5-LOX y 15-LOX-1) con
diferentes propositos, ésta tiene diversos objetivos los cuales distan bastante entre si.

En primer lugar, se pretende alcanzar una compresion profunda del mecanismo de
reaccion de las LOXs, haciendo especial énfasis en los factores sutiles que controlan su
estricta especificidad de reacciéon. En relacion con la 15-LOX-1, se han considerado
5(5),15(S)-diHpETE y 5(5),15(S)-diHETE como sustratos, mientras que respecto a la 5-
LOX se ha considerado tinicamente el AA, el cual es el principal sustrato de las LOXs de
mamfifero y por consiguiente de las LOXs humanas. La comprension de dichos factores
que regulan la especificidad de reaccion, es decir, la regioespecificidad y la
estereoespecificidad de las LOXs, es crucial en el disefio de estrategias para alterar la
funcién de estas enzimas con el objetivo de convertir su actividad inflamatoria normal,
la cual esté involucrada en muchas enfermedades, en una actividad antiinflamatoria. Una
posible estrategia para lograrlo es el uso de inhibidores, pero el disefio de tales compuestos
requiere un conocimiento exhaustivo de la reactividad y mecanismo de sus receptores
diana. Es importante subrayar que las diferentes isoformas de las LOXs a partir de un
sustrato comin pueden originar distintos productos con diferentes, e incluso opuestas,
funciones biolégicas. Dicha caracteristica de estas enzimas ha causado que averiguar como
las distintas isoformas de las LOXs pueden llevar a cabo reacciones tan diferentes y, por
consiguiente, originar productos tan diversos, sea un tema candente de investigaciéon. Una
parte del trabajo presentado en esta tesis tiene el objetivo de clarificar lo que se acaba de
exponer a nivel molecular, lo cual es un paso previo necesario al disefio racional de
inhibidores especificos de cada isoforma de las LOXs. Como ya se ha introducido
anteriormente, dicho trabajo se ha centrado exclusivamente en la 15-LOX-1 de conejo y
en la h-5-LOX. El tratamiento tedrico de tales sistemas complejos requiere el uso de
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diferentes métodos computacionales. En relacién con éstos, se utilizaran calculos de
docking para generar los diferentes modos de unién del sustrato dentro de la cavidad de
las LOXs consideradas. A continuacion, se realizardn simulaciones de MD para producir
las diferentes conformaciones de los distintos complejos de Michaelis enzima-sustrato
totalmente solvatados, cosa que permitird evaluar su estabilidad. Posteriormente, se
llevaran a cabo céalculos QM /MM para estudiar el mecanismo de reaccion de las LOXs
consideradas, tratando la region QM a nivel DFT para obtener una descripcién fiable de
la evolucién de la estructura electrénica a lo largo de dicho mecanismo.

En segundo lugar, se intentara desarrollar un método alternativo para calcular la barrera
de energia de Gibbs a partir de barreras de energia potencial aprovechando el desorden
instantaneo que presentan los sistemas complejos. La motivacion de dicho desarrollo es
que los métodos convencionales de calculo de energia de Gibbs acostumbran a ser muy
costosos computacionalmente y bastante incompletos, cosa que origina que sean
dificilmente aplicables en sistemas de cierta complejidad dado que la exploraciéon
conformacional que se puede alcanzar alrededor de las estructuras generadas mediante el
calculo de perfiles de energia potencial para estos sistemas es insuficiente. Debido a la
tematica de la presente tesis, los sistemas que se van a escoger para poner en practica
este método alternativo son diferentes complejos de Michaelis enzima-sustrato. Este
trabajo no sera realizado en solitario y nuestra contribucién a éste seré el estudio de las
abstracciones de hidrégeno Hrpros v Higpros del AA catalizadas por la 15-LOX-1 de conejo.
El desorden instantaneo para el complejo de Michaelis 15-LOX-1-AA se generara
mediante una simulaciéon de MD y el estudio de las abstracciones de hidrogeno
comentadas se llevara a cabo a partir de calculos QM /MM tratando a nivel DFT la region
del sistema donde haya cambios en la estructura electrénica.

En tercer lugar, se procurarda comprender las propiedades alostéricas del dimero de 15-
LOX-1 de mamifero dado que tanto las estructuras cristalograficas como recientes
experimentos realizados sugieren que las LOXs en solucién acuosa se encuentran en un
equilibrio monémero-dimero. Dicha tarea se llevara a cabo en colaboracién con un grupo
experimental donde los resultados obtenidos por ambas partes se irdn poniendo en comun
periddicamente. Nuestra contribucién consistird en estudiar in silico el dimero de 15-
LOX-1 de conejo y algunos de sus posibles mutantes con distintos sustratos, los cuales se
encontrarian unidos en la cavidad del monémero B del modelo dimérico correspondiente,
e inhibidores, los cuales se encontrarian unidos en la cavidad del monémero A del modelo
dimérico correspondiente. Con este estudio se pretende entender los siguientes fendmenos
alostéricos que exhibe la 15-LOX-1 de mamifero: 1) heterogeneidad conformacional y
efectos cooperativos; 2) papel de la GIn596 en la especificidad, la estabilidad proteica y
las propiedades alostéricas; 3) mecanismo de accion de los inhibidores alostéricos de la
actividad oxigenasa del LA N-Substituted 5-(1H-Indol-2-yl)-2-methozyanilines. E1 modo
de union de los diferentes sustratos e inhibidores considerados al modelo dimérico
correspondiente se generard mediante célculos de docking, mientras que la exploraciéon
conformacional de los diferentes complejos de Michaelis barajados, la cual permite el
estudio de las diferentes propiedades alostéricas, se llevard a cabo por medio de
simulaciones de MD.

En ultimo lugar, se intentard diseflar de manera racional inhibidores especificos de la

COX-2 que incorporen un fotointerruptor tipo azobenceno con la intenciéon de que éstos
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no exhiban los potentes efectos secundarios tipicos de los COXIBs, pero conservando la
actividad antiinflamatoria tipica de este tipo de farmacos. El modo de unién de los
diferentes inhibidores especificos diseniados dentro del centro activo COX de la COX-2 se
generard mediante calculos de docking, mientras que la estabilidad de los distintos
complejos de Michaelis COX-2-inhibidor obtenidos se evaluara mediante simulaciones de
MD de dichos complejos.
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Parte IV

Resultados y Discusiéon
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Capitulo 4

Detalles moleculares del mecanismo de
formaciéon de lipoxinas en la ruta
biosintética de 5(5),15(S5)-diHpETE
catalizada por la 15-LOX-1 de

reticulocito

Los resultados presentados a lo largo del capitulo 4 han sido publicados en el siguiente
articulo:

Journal of Physical Chemistry B, vol. 124, pp. 11406-11418, 2020
4.1 Introduccién

Durante estos dltimos afios, la 15-LOX-1 de reticulocito ha sido una de las lipoxigenasas
de mamifero mas ampliamente estudiada. Como ya se ha comentado previamente, no se
dispone de la estructura cristalografica de la 15-LOX-1 humana, sin embargo, si que se
dispone de dicha estructura para la 15-LOX-1 de conejo, la cual va a servir de modelo
para la humana, ya que la 15-LOX-1 de conejo comparte un 80% de identidad de
secuencia con la humana??:36:37,

Debido a que las lipoxinas (LXs) son SPMs que estan implicados en la fase de resolucion
de la inflamacion, se han estudiado extensamente sus diferentes rutas biosintéticas?*, las
cuales presentan una gran complejidad, ya que las células pueden emplear diferentes rutas

para producir LXs en funcion de las isoenzimas de LOXs y sustratos disponibles. Ademas,
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Figura 21. Estructuras correspondientes a LXA4, LXBy4, 5(95),15(5)-diHpETE vy
5(95),15(S)-diHETE (de arriba a abajo).

no se acaban de comprender los detalles moleculares de los mecanismos de estas rutas.
Una de las rutas biosintéticas més importantes involucra al &cido 5(5),15(S)-
dihidroperoxieicosatetranoico (5(S5),15(5)-diHpETE) que es un intermedio identificado en
una gran variedad de muestras biologicas (Figura 21). Dicho intermedio se produce
mediante dos hidroperoxidaciones sucesivas del AA las cuales son catalizadas por las
enzimas 15-LOX-1 y 5-LOX. Holman y sus colaboradores’®* han determinado
experimentalmente que la 15-LOX-1 de reticulocito humana es 20 veces més eficiente que
la 12-LOX plaquetaria humana respecto a la catalisis de la produccion de LXBy4 a partir
de 5(5),15(5)-diHpETE, cosa que es sorprendente, ya que esta catalisis se inicia mediante
la abstraccion de un atomo de hidrogeno del Cig del 5(5),15(S)-diHpETE por parte del
cofactor Fe(III)-OH" de la enzima correspondiente y dicha posicion de abstraccion de
hidrogeno es la preferida de la 12-LOX, no de la 15-LOX-1. Ademas, tres aspectos
interesantes relacionados con la catélisis de 15-LOX-1 permanecen sin resolver: 1) tras la
abstraccion de hidrégeno del Cip, existen dos posibles mecanismos competitivos que
podrian conducir a la formacién de LXs. El primero, que recibiria el nombre de
deshidratacién o epoxidacién, consiste en la formacion del 5,6-epodxido o del 14,15-epdxido
seguido por la apertura del correspondiente epéxido catalizada por una hidrolasa,
conduciendo a LXA4 o LXBy, respectivamente (ver Figura 21). El segundo, que recibiria
el nombre de oxigenacioén, involucra la adicién de una molécula de oxigeno al Cg 0 al Cig,
la formacion del hidroperoxido correspondiente y la reducciéon a LXA4 o LXB4 por medio
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de la catdlisis de una reductasa. Los resultados experimentales de Holman y sus
colaboradores?*, sugieren que no existe preferencia alguna por ninguno de estos dos
mecanismos. Sin embargo, es preciso destacar que aunque se ha probado la presencia de
hidroperéxidos, ningan epoxido ha sido detectado de manera directa. Ademéas, Kiihn et
al.?* habian mostrado previamente que se podia formar LXB4 mediante la oxigenacion
de 5(5),15(S)-diHpETE catalizada por la 15-LOX-1 de reticulocito de conejo sin la
formacion de un epoxido; 2) la 15-LOX-1 produce unicamente LXBy a partir de
5(9),15(5)-diHpETE?*, pero no LXAy; 3) la 15-LOX-1 no es capaz de catalizar ninguna
reaccion de oxigenacion del acido 5(95),15(S)-dihidroxieicosatetranoico (5(5),15(5)-
diHETE) (Figura 21), el cual es la forma reducida del 5(5),15(S)-diHpETE y no puede
formar epdxidos. Este capitulo 4 tiene la intenciéon de profundizar en la comprension a
nivel molecular de los mecanismos de formacién de lipoxinas mediante la ruta biosintética
que involucra al 5(5),15(S)-diHpETE. Con el objetivo de conseguir esto, se han
combinado simulaciones de MD con calculos QM/MM para explorar las diferentes
reacciones que la 15-LOX-1 de reticulocito es capaz de catalizar cuando 5(5),15(95)-
diHpETE o 5(5),15(5)-diHETE acttian como sustrato. Los resultados obtenidos pueden
ser utiles para comprender mejor como se sintetizan los SPMs de manera biologica.

4.2 Metodologia

En relacion con la enzima, la 15-LOX-1 humana se ha modelizado a partir de la estructura
cristalografica del dimero de la 15-LOX-1 de conejo (PDB code: 2POM)%". Dicha
estructura se ha procesado de manera que se ha eliminado su monémero A y el ligando
que se encuentra unido en el centro activo del monémero B. Ademas, se ha asignado el
estado de protonacion a la estructura resultante mediante el servidor web H-246:247
donde se ha empleado un pH de 6.5 para los residuos titulables. Sin embargo, el estado
de protonaciéon correspondiente a la esfera de coordinacién del d4tomo de hierro se ha
asignado manualmente para asegurar una correcta descripcién de éste.

Se ha utilizado el programa GOLD5.2.2248 para realizar célculos de docking de 5(5),15(.5)-
diHETE y 5(5),15(5)-diHpETE dentro de la cavidad del monémero B que ha resultado
del procedimiento anterior. Durante la exploracién conformacional se ha considerado a la
enzima como un receptor rigido, mientras que el ligando disponia de flexibilidad completa.
Se activo la opcidn del programa GOLD para tener en cuenta las interacciones de ligandos
organicos con iones metélicos en metaloenzimas, aunque el &tomo de hierro se restringié
a geometrias hexaédricas en la exploracion de los calculos de docking. Por otra parte, se
empled el algoritmo genético para realizar la exploraciéon conformacional de ambos
sustratos y el lugar de unién del sustrato se definié como una esfera de 20 A de radio
centrada en el atomo de hierro. Se realiz6 una estimacion de las energias de Gibbs de
uniéon mediante la funcion de fitness ChemScore.

Se seleccionaron las dos mejores poses de cada ligando para iniciar una simulacién de MD
con cada una de ellas. Para montar los diferentes sistemas se emple6 el procedimiento
recomendado por el paquete de programas de AMBER?%®. Para los atomos
correspondientes a la enzima se utilizo el force field ff14SB?°, mientras que para ambos
ligandos se desarrollaron parametros especificos. A la hora de realizar los calculos
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necesarios para generar dichos parametros especificos, se siguié el protocolo estandar de
AMBER con los médulos Antechamber y Parmchk2 donde se uso6 la libreria GAFF2249:251
como fuente para estos pardmetros. Se optimizaron las estructuras de los sustratos
empleando el nivel de teoria BSLYP/6-31G(d) y mediante el procedimiento RESP de
Merz y Kollman®? se han asignado las cargas atoémicas de estos sustratos. Ademas, con
el objetivo de asegurar que el estado de protonacién de ambos sustratos coincide con su
estado de protonacién en condiciones fisiologicas, éste se establecié de manera manual en
ambos casos. Se han desarrollado pardmetros MM especificos para el 4tomo de hierro y
su primera esfera de coordinacion (His361, His366, His541, His545, 1le663 y el grupo OH-
)38 usando para los calculos de constantes de fuerzas el procedimiento MCPB.py?5® dentro
del modelo bonded y el método de Seminario®®. Después de combinar los archivos
correspondientes de enzima y sustrato, se us6 el programa tLeap para solvatar los
diferentes complejos proteina-sustrato con una caja ortorrombica de aguas TIP3P?®
preequilibradas y para neutralizar su carga total afiadiendo cationes sodio. Los sistemas
resultantes contienen alrededor de 86500 &tomos, de los cuales unos 10600 pertenecen a
la proteina, mientras que el resto corresponden a moléculas de agua y cationes sodio. Se
han calculado todas las simulaciones de MD usando el mismo protocolo con la version
AMBER 16 GPU (CUDA) del paquete PMEMD?!42%, Inicialmente, se sometié a los
sistemas a 22000 pasos de minimizacién de energia combinando los métodos steepest
descent y conjugate gradient para eliminar los malos contactos. En los primeros 6000
pasos, se aplicaron restricciones armoénicas a los atomos de proteina y sustrato con una
constante de fuerza de 5.0 kcal mol! A-2, de manera que solo se relajaba el solvente y los
iones. En los siguientes 6000 pasos, se aplicaron restricciones armoénicas iinicamente a los
atomos del esqueleto proteico y a los dtomos pesados del sustrato con la misma constante
de fuerza que antes. Sin embargo, en los dltimos 10000 pasos se dio total libertad a todo
el sistema. Posteriormente, se calcularon las simulaciones de MD usando condiciones
periddicas de frontera. Se calentaron los sistemas de manera gradual de 0 K a 300 K a lo
largo de un periodo de 200 ps. El siguiente paso consistié en ajustar el volumen de la caja
ortorrébmbica de manera que la densidad de ésta fuera aproximadamente 1 g cm™
mediante una simulaciéon de MD de 1 ns dentro del colectivo NTP (300 K, 1 bar). Durante
el calentamiento y la etapa isobarica del sistema se aplicaron restricciones armoénicas a
los &tomos del esqueleto proteico y a los atomos pesados del sustrato con una constante
de fuerza de 5.0 kcal mol'! A2, mientras que al resto del sistema no se le aplico ninguna
restriccion. Se control6 la temperatura mediante dinamica de Langevin?! mientras que
la presion se ajusté mediante el baréstato de Berendsen?!”. A continuacion, se realizé una
etapa de equilibracion de 10 ns a temperatura (300 K) y volumen constantes. En ultimo
lugar, se calcul6é un periodo de produccién de una longitud de 100 ns dentro del colectivo
NVT. A lo largo de toda la trayectoria de MD se ha usado un time step de 2 fs. Se han
calculado las interacciones no enlazantes empleando un cutoff de 9 A y se ha realizado el
analisis de las simulaciones de MD con AmberTools18%%.

Por otra parte, se realizaron los célculos QM/MM utilizando el paquete de programas
modular ChemShell?3427. Para los calculos DFT se us6 TURBOMOLE?S, mientras que
para los calculos MM se us6 el médulo DL POLY?* de ChemShell empleando el force
field de AMBER. Para tratar las interacciones electrostaticas entre los subsistemas QM

y MM se empled un esquema de embedding electronico??®. Ademas, se adoptd un esquema
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de link atoms para describir la frontera QM-MM usando un modelo de desplazamiento
de carga® y no se emplearon cutoffs para tratar las interacciones no enlazantes MM y
QM/MM?20 Se han realizado las optimizaciones QM/MM empleando el algoritmo
limited-memory  Broyden-Fletcher-Goldfard-Shanno  (L-BFGS)?61:262  para  las
minimizaciones de energia. En relacién con las bisquedas de los TSs, se emplearon el

d %3264 junto con el método L-BFGS para las abstracciones de hidrogeno y

dimer metho
la retrodonacién de hidrégeno, mientras que para las oxigenaciones se usé el partitioned
rational function optimizer (P-RFO)?05266 combinado con el algoritmo L-BFGS. Todos
estos algoritmos estdn implementados en la librerfa DL FIND de optimizaciéon de
geometrias de ChemShell?”) con la excepcion de P-RFO que esta implementado en el
modulo HDLCopt (hybrid delocalized internal coordinate scheme) de ChemShell?®8. La
naturaleza de las estructuras de los T'Ss se ha confirmado mediante el analisis del namero
de frecuencias imaginarias (inicamente una para las estructuras de TS). Se seleccionaron
algunas estructuras que eran adecuadas para experimentar abstracciones de hidrégeno u
oxigenaciones de las simulaciones de MD previas para realizar los calculos QM /MM. Para
cada estructura seleccionada, se eliminaron todas las moléculas de agua que se
encontraban fuera de un volumen de 17 A de radio centrado en la molécula de sustrato.
La region activa se definié como todos los residuos y moléculas de agua que se encuentren
dentro de una esfera de 15 A de radio centrada en el Cio del ligando. A esta region, que
contenia alrededor de 2100 atomos, se le permitié moverse libremente, mientras que el
resto de atomos permanecieron fijos. En cada calculo QM /MM se tuvieron en cuenta
aproximadamente 12000 atomos. La region QM se describié mediante el funcional hibrido
B3LYP?%. Para los atomos C, H, O y N se emplet el conjunto de base de People 6-
31G(d), mientras que para el &tomo de Fe se utilizo el conjunto de base LANL2DZ?™.
Este tltimo es un conjunto de base relativamente reducido que combina un effective core
potential (ECP) con un conjunto de base de valencia de calidad doble zeta. Como norma
general, este conjunto de base debe ser usado con precaucion, pero se ha comprobado que
se puede emplear para describir el a&tomo de Fe en muchas reacciones de lipoxigenasas
con resultados aceptables®”' 27, Con respecto a las abstracciones de hidrogeno y las
formaciones de epoxidos, se definio la region QM (ver Figura 22) como todos los atomos
del sustrato lipidico que se encuentran entre Cs y Ci6, 11 dtomos por cada His de la esfera
de coordinacion del atomo de hierro (His361, His366, His541 y His545), 3 atomos de la
Ile terminal (Ile663) de la esfera de coordinacion del &tomo de hierro y el cofactor Fe(III)-
OH-, mientras que para las oxigenaciones y la retrodonaciéon de hidrogeno, se ha extendido
esta regiéon en una molécula de oxigeno. En todos los casos se us6 una multiplicidad de
sextete donde la carga neta de la region QM es 1 u.a. Ademas, se han utilizado siete link
atoms, cinco de los cuales entre los enlaces Co-atomo QM de los cinco residuos de la esfera
de coordinacién del &tomo de hierro y los dos restantes se encuentran unidos a los 4tomos
de carbono alifaticos del sustrato lipidico (colocados entre C4-Cs y Ci5-Ci6). En la Figura
23 esta representada una vision completa del complejo de Michaelis 15-LOX-1 de conejo-
5(95),15(S)-diHpETE.

En ultimo lugar, los canales a través de los cuales puede acceder el oxigeno al interior de
la proteina se han buscado utilizando el programa Caver3.0?” y analizando las primeras
2000 estructuras de la primera simulacién de MD para cada ligando. Para el célculo de
dichos canales, se han seleccionado los pardametros por defecto excepto para el radio de
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prueba minimo, que ha sido fijado a un valor de 2 A. Todas las visualizaciones y
representaciones se han realizado con los programas VMD?7 y UCSF CHIMERA?™.

His 541 NH

L ) l’H{: °
HN _—{ His 545
§§_NH His 351_§\/ o B

T
F

HMN / \
o:Zi_CHE_@ e c%>—

His 366 HN H Hi—

Figura 22. Particion QM/MM para la abstraccion de hidrogeno y la formacion del
epoxido. Los dtomos QM estan representados en azul. La frontera entre las regiones QM
y MM esté indicada por lineas rojas onduladas. R es OOH para 5(5),15(5)-diHpETE o
OH para 5(5),15(5)-diHETE.

Figura 23. Vista completa del complejo de Michaelis 15-LOX-1 de conejo-5(.5),15(5)-
diHpETE. Los 4tomos de carbono del sustrato estan representados en verde y los d&tomos
de oxigeno en rojo. El a&tomo de Fe est4 indicado en naranja y los atomos de nitrégeno
de las His de la esfera de coordinacién del Fe estén indicados en azul oscuro. Se muestran
las moléculas de agua que se encuentran dentro de un volumen de 17 A de radio centrado
en la molécula de sustrato. Todos los atomos de hidrogeno estan representados en
blanco.
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4.3 Resultados y discusion

4.3.1 Calculos de docking de 5(5),15(S)-diHpETE y 5(5),15(S)-
diHETE

Todos los célculos de docking colocan primero la cola del sustrato, esta orientacion
denominada tail-first significa que el grupo metilo entrante del AA apunta hacia el
extremo final de la cavidad de la enzima. Los calculos de docking de 5(S),15(5)-diHpETE
han producido 4 clisteres donde 2 de los cuales son los méas poblados. En estos dos
clisteres, el grupo carboxilato esta proximo a los grupos NH del esqueleto proteico de
Phel75 y Leu408. El grupo hidroperéxido que se encuentra en el Cs del 5(5),15(5)-
diHpETE forma un puente de hidrégeno con la I1le663 terminal, que se encuentra en la
esfera de coordinaciéon del Fe, que a su vez forma un puente de hidrégeno con el grupo
OH del cofactor Fe(IIT)-OH". Ademas, el grupo hidroperéxido que se encuentra en el Cis
del 5(5),15(S5)-diHpETE esta cerca de His361 y forma puentes de hidrogeno con Gln548
y Glu3b7 (ver Figura 24).
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Figura 24. Estructura representativa de los dos clisteres mas poblados correspondientes
al docking de 5(S5),15(S)-diHpETE (panel A corresponde al més poblado y panel B
corresponde al segundo mas poblado) y al docking de 5(S5),15(S)-diHETE (panel C
corresponde al més poblado y panel D corresponde al segundo méas poblado). Se han
indicado con lineas negras discontinuas los puentes de hidrégeno que forman los grupos

hidroperéxido e hidroxilo.
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Los calculos de docking de 5(5),15(5)-diHETE han producido 8 clasteres donde 2 de los
cuales son también los més poblados. En estos dos clusteres, el grupo carboxilato se
encuentra préoximo a los grupos NH del esqueleto proteico de Phel75 y Leu408. El grupo
hidroxilo que se encuentra en el Cs forma un puente de hidrégeno con 11663 o con 11400,
dependiendo del cluster escogido. Por otra parte, el grupo hidroxilo que se encuentra en
el Ci5 esta cerca de His361 y forma puentes de hidrogeno con GIn548 y Glu3b7 (ver
Figura 24).

4.3.2 Simulaciones de MD de 5(S),15(S)-diHpETE y 5(.5),15(.5)-
diHETE

Se han realizado dos simulaciones de MD de 100 ns del complejo de Michaelis 15-LOX-
1-5(5),15(5)-diHpETE mas dos simulaciones més del complejo de Michaelis 15-LOX-1-
5(95),15(S)-diHETE. Cada simulaciéon comienza, respectivamente, de las estructuras que
son representativas de los 4 clisteres mas poblados mencionados en el apartado anterior.
En lugar de exponer los resultados de cada simulacién de MD en detalle, se van a explicar
los rasgos generales que comparten estas simulaciones (ver Figura 25).

Si s6lo se considera la identidad de los residuos cercanos, el analisis de los resultados
indica que no existen diferencias significativas entre los modos de unién de ambos
sustratos. El grupo carboxilato forma puentes de hidrégeno, que no se conservan a lo
largo de toda la simulacion de MD, con diferentes residuos que se encuentran en la
entrada de la cavidad de la proteina donde Phel75, Argd03 y Leud08 parecen tener un
papel destacado en la unién del grupo carboxilato.

o onme sl ) WW% {VI:‘Z// ®
His 361 % « rg’ g His 3617 € U W je663
TN . - B

)

‘\ 5S,15S8-diHPETE | . 5S,15S-diHETE '

Figura 25. Estructura representativa de las simulaciones de MD que toman como punto
de partida el clister méas poblado correspondiente al célculo de docking de 5(5),15(S5)-
diHpETE (panel A) y 5(5),15(S)-diHETE (panel B). Se han indicado con lineas negras
discontinuas los puentes de hidrégeno que forman los grupos hidroperéxido e hidroxilo.

Por un lado, tanto el grupo hidroperoxido como el grupo hidroxilo del Cis forman un
puente de hidrogeno con Glu3s7, que a su vez forma un puente de hidrégeno con His361
(que pertenece a la esfera de coordinacion del Fe). Ademés, en ambos sustratos, Gln548
también interacciona con el sustituyente del Cis y Leub97 estd proxima a dicho
sustituyente.

Por otro lado, el sustituyente del Cs forma un puente de hidrogeno con la I1e663 terminal,
la cual a su vez forma un puente de hidrégeno con el grupo OH de la esfera de
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coordinacion del Fe. Asimismo, Leu597, Ilel73 y Iled00 se encuentran cerca de este
sustituyente.
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Figura 26. Distancias C10-O (en A) a lo largo de las simulaciones de MD para el complejo
de Michaelis 15-LOX-1-5(5),15(S5)-diHpETE (panel A) y el complejo de Michaelis 15-
LOX-1-5(5),15(S)-diHETE (panel B). Las primeras y segundas simulaciones de MD para
cada caso estédn representadas en verde y azul, respectivamente. O representa el d&tomo
de oxigeno del cofactor Fe(III)-OH- de la 15-LOX-1.

Tabla 1. Distancias promedio (en A) entre los &tomos que intervienen de forma directa
en la abstraccion de hidrégeno del Cig y porcentaje (%) de estructuras precataliticas con
al menos un atomo de hidrégeno bien orientado para su abstraccién para las cuatro
simulaciones de MD?

Simulacion de d(C10-O)  d(Hiopros-O) d(Hiopror-O) Porcentaje de estructuras

MD precataliticas
1-diHpETE 3.54 2.79 3.73 83.7
2-diHpETE 3.60 2.86 4.04 79.4
1-diHETE 3.81 3.96 3.19 69.7
2-diHETE 3.64 2.77 3.92 86.4

al-diHpETE y 2-diHpETE corresponden a las dos simulaciones de MD donde el sustrato
es 5(9),15(9)-diHpETE; 1-diHETE y 2-diHETE corresponden a las dos simulaciones de
MD donde el sustrato es 5(.5),15(S5)-diHETE; Hiopros ¥ Hiopror son los a&tomos de hidrogeno
unidos al Cio; O representa el atomo de oxigeno del cofactor Fe(III)-OH- de la 15-LOX-
1; la altima columna indica el porcentaje de estructuras precataliticas (estructuras donde
por lo menos un atomo de hidrégeno del Cio se encuentra méas cerca de 3.0 A respecto
del atomo de oxigeno del cofactor Fe(III)-OH y, ademaés, dicho atomo de hidrégeno se
encuentra bien orientado para su abstraccion, es decir, se cumple que d(Hioprox-O) <
d(C10-0)) que aparecen a lo largo de cada simulacion de MD de 100 ns.

Sin embargo, la diferente naturaleza de los sustituyentes cuando se compara 5(5),15(.5)-
diHpETE con 5(5),15(S)-diHETE provoca algunas diferencias sutiles en las posiciones
relativas de los sustratos y de los residuos. Ver, por ejemplo, que los paneles A y B de la
Figura 25 estan lejos de poderse superponer. Ademas, debido a esta diferente naturaleza

74



de los sustituyentes (-OH contra -OOH), los atomos de carbono del esqueleto del diHETE
se encuentran mas proximos a la esfera de coordinacién del dtomo de hierro que los del
diHpETE. Este hecho puede dificultar la reorganizacién del sustrato en el caso del
diHETE.

75 - - 75 T T T T T T
A d{Hyppros-OH) B A{Hpeo5-OH)
I diH mprDFl‘OH] d{HmpmH‘OH’ ———

2 <
5 8
< z
= o
i 3 2 7 i ) L L L
0 10 20 30 40 50 B0 70 80 90 100 V] 10 20 30 40 50 (1] 70 BO 90 100
Time {ns) Time (ns)
7.5 T T T T T 7. T T T T T
' : diH1gr0s~0H) D s d(Hgp05~OH)
7 d{H1ppor—OH) —— 7 d{H1pprer—OH) ——
B.5
6
2 =
z =
8 i
T T
=, ]

o 0 20 30 40 50 [i1] T0 B0 90 100
Tirme (ns)

Time (ns)

Figura 27. Distancias Hiopros-O (linea verde) y Higpror-O (linea azul) (en A) a lo largo
de la primera (panel A, 1-diHpETE; panel C, 1-diHETE) y la segunda (panel B, 2-
diHpETE; panel D, 2-diHETE) simulacion de MD para los complejos de Michaelis 15-
LOX-1-5(5),15(S)-diHpETE y 15-LOX-1-5(5),15(S)-diHETE. O representa el dtomo de
oxigeno del cofactor Fe(III)-OH- de la 15-LOX-1. Hiopros ¥ Hiopror son los atomos de
hidrégeno unidos al Cio.

Cabe destacar que la primera etapa de la reacciéon que cataliza 15-LLOX-1 sobre cualquiera
de los dos sustratos es la abstraccion de hidrégeno del Cio. Por lo tanto, vale la pena
analizar la evolucién de las distancias entre los &tomos relevantes en dicha abstraccién a
lo largo de las simulaciones de MD. En relaciéon con la distancia entre el Cio y el atomo
de oxigeno del cofactor Fe(III)-OH- de la 15-LOX-1 (C10-O, ver Figura 26), los graficos
de las cuatro simulaciones de MD practicamente coinciden y dicho 4tomo de carbono casi
siempre se mantiene bastante cercano al atomo de oxigeno que acepta el protén, con la
distancia entre ambos fluctuando alrededor de 3.5 A. Las distancias promedio C10-O (ver
Tabla 1) reflejan este hecho. Por otra parte, casi siempre hay un atomo de hidrogeno del
C1o a una distancia de 2.5-3 A, o incluso menor, respecto del dtomo de oxigeno que acepta
el proton. Para las dos simulaciones de MD correspondientes al complejo de Michaelis
15-LOX-1-5(5),15(S)-diHpETE este atomo es casi exclusivamente Hiopros (ver Figura 27
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paneles A y B), tal y como indican las correspondientes distancias promedio (ver Tabla
1). Sin embargo, el 4tomo de hidrégeno més cercano para la primera simulacion de MD
del complejo de Michaelis 15-LOX-1-5(5),15(S)-diHETE es principalmente Hiopror, sin
embargo, para la segunda simulaciéon de MD de dicho complejo, el atomo de hidrégeno
mas cercano es el Hiopos (ver Figura 27 paneles C y D). Estos resultados muestran que
el Cip rota durante la primera simulacién de MD y por consiguiente intercambia las
posiciones de sus dos atomos de hidrégeno unidos respecto del atomo de oxigeno que
acepta el proton. Esta rotacién causa que la distancia promedio correspondiente al &tomo
de hidrogeno mas cercano sea algo mayor (3.19 A) que en los otros casos (ver Tabla 1).
Ademas, la posicion del Cip ha rotado claramente cuando se compara la primera
simulaciéon de MD con la segunda. Debido a que el Cig no gira en esta segunda simulaciéon
de MD, la distancia promedio Hiopos-O es mas corta ahora (2.77 A) y comparable con
los dos casos de 5(5),15(5)-diHpETE (ver Tabla 1). También se muestra el porcentaje de
estructuras precataliticas (estructuras donde al menos uno de los atomos de hidrogeno
del Cip se encuentra méas cerca de 3.0 A del atomo de oxigeno del cofactor Fe(IIT)-OH- y
ademas, dicho atomo de hidrégeno se encuentra bien orientado para su abstraccion, es
decir, se cumple que d(Hioprox-O) < d(C10-O)) a lo largo de las simulaciones de MD en la
Tabla 1. Es importante notar que en base a un criterio de distancias, muchas de las
estructuras generadas a lo largo de las cuatro simulaciones de MD parecen adecuadas
para experimentar la abstraccion de uno de los atomos de hidrogeno del Cip. De manera
similar, la d(Hiopros-O) promedio es claramente mas pequefia que la d(Hiopror-O)
promedio. Como se ha mencionado en la seccién 4.1, la 15-LOX-1 no es capaz de catalizar
la oxigenacion de 5(S5),15(S)-diHETE. Sin embargo, segun los resultados que se han
obtenido hasta ahora, 5(5),15(S)-diHpETE y 5(5),15(5)-diHETE muestran una tendencia
similar respecto a la abstracciéon de hidrogeno del Cio. Entonces, se necesitan célculos
QM /MM para explicar las diferentes reactividades de 5(5),15(S)-diHpETE y 5(5),15(.5)-
diHETE.
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4.3.3 Calculos QM /MM

Con el objetivo de una mayor claridad, se ha mostrado el conjunto de reacciones que se
han estudiado para 5(5),15(5)-diHpETE (Figura 28) y 5(5),15(S)-diHETE (Figura 29)

como sustratos.
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Figura 28. Conjunto de reacciones estudiadas en este capitulo 4 con 5(5),15(5)-
diHpETE como sustrato. Las cruces en rojo indican aquellos caminos de reaccion que

nuestros calculos predicen que no son viables.
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Figura 29. Conjunto de reacciones estudiadas en este capitulo 4 con 5(5),15(5)-diHETE
como sustrato. Las cruces en rojo indican aquellos caminos de reaccién que nuestros
célculos predicen que no son viables.

4.3.3.1 Abstraccion de un atomo de hidrégeno del Ciy a partir de
5(.5),15(.S)-diHpETE y 5(.5),15(S)-diHETE

Se ha seleccionado una estructura precatalitica para cada una de las simulaciones de MD
realizadas, donde en cada caso, se ha seleccionado para experimentar la abstracciéon el
atomo de hidrégeno del Cip mas cercano al atomo de oxigeno que acepta el protén, que
en todos los casos seleccionados corresponde al Higpros. Los correspondientes perfiles de
energia potencial se han calculado en funcion de la coordenada de reaccion (ver Figura
30) partiendo de las correspondientes geometrias optimizadas para cada estructura. Dicha
coordenada de reaccion se ha definido como la diferencia entre la longitud del enlace que
se rompe (Cio-Hx) y la longitud del enlace que se forma (H.-O). Las estructuras de TS se
han localizado a partir del punto de méxima energia de cada perfil. Las barreras
resultantes de energia potencial son 9.6 y 9.3 kcal/mol para el sustrato 5(S5),15(5)-
diHpETE, y 10.5 y 12.6 kcal/mol para el sustrato 5(5),15(5)-diHETE. Estos valores
indican que es ligeramente mas facil abstraer el &tomo de hidrégeno del Cig en el caso de
5(9),15(S)-diHpETE, pero la diferencia es demasiado pequeiia como para poder explicar
por qué no se oxida el 5(5),15(5)-diHETE.

Es interesante comparar estas reacciones con el caso del AA como sustrato de la 15-LOX-
1. Cuando se abstrae un dtomo de hidrogeno del Ciz del AA, se forma un sistema plano
de cinco electrones deslocalizados sobre los cinco atomos de carbono (Ci11-Ci5) de un
radical m-pentadienilo. Para dicha abstraccion se calcul6é una barrera de energia potencial
promedio exponencial que dio un valor de 19.6 kcal/mol?™. En cambio, el producto de la
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abstraccion en el caso de 5(.5),15(9)-diHpETE y 5(5),15(S)-diHETE contiene un sistema
plano de nueve electrones deslocalizados sobre los nueve atomos de carbono (Ce-Ci4) de
un radical s-nonatetraenilo. Esta conjugacién més extensa del radical & en el producto
contribuye a una barrera de abstraccién notablemente mas baja. Ademés, las energias de
reaccion de esta etapa son bastante exergonicas (alrededor de -25 kcal/mol).
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Figura 30. Perfiles de energia potencial para la abstraccion de un d&tomo de hidrégeno
del Cio. Los paneles A y B corresponden a las dos estructuras seleccionadas para
5(9),15(S)-diHpETE (1-diHpETE y 2-diHpETE, respectivamente). Los paneles C y D
corresponden a las dos estructuras seleccionadas para 5(5),15(5)-diHETE (1-diHETE y
2-diHETE, respectivamente).

4.3.3.2 Mecanismo de Deshidratacion

Como se ha mencionado en la seccion 4.1, tras la abstraccion de hidrégeno del Cio, dos
posibles mecanismos competitivos pueden conducir a la formaciéon de LXs. En esta
seccion, se va a estudiar la viabilidad del mecanismo de deshidratacién que comienza con
la formacion del 5,6-epdxido o del 14,15-epéxido, conduciendo en tltima instancia a LXAy
o LXB4y, respectivamente. Nos vamos a centrar exclusivamente en 5(5),15(5)-diHpETE,
ya que 5(5),15(5)-diHETE no puede formar epoxidos.

En primer lugar, se ha intentado formar el 14,15-epoxido a partir de 5(5),15(S5)-diHpETE
(ver Figura 21). Brash et al.?" y Holman et al.?> han sugerido un mecanismo para la
formacion de epdxidos en 5-HpETE catalizado por la 5-LOX. Después de la abstracciéon
de hidrogeno del Cig del 5-HpETE sucede una rotura homolitica del hidroperoxido del Cs
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donde el cofactor Fe(Il)-OHz transfiere un atomo de hidrogeno al radical hidroxilo
naciente para formar una molécula de agua y el 5,6-epoxido se cicla por recombinaciéon
radical. Se ha explorado si este mecanismo es también valido en el presente caso de la
15-LOX-1. Debido a que ambos productos de la abstraccion de hidrogeno del Cio de
5(5),15(S)-diHpETE obtenidos son muy similares entre si, se ha escogido como punto de
partida para calcular un perfil de energia potencial para la epoxidaciéon una de las dos
geometrias optimizadas de dichos productos. Para este proceso, que involucra la rotura
de 2 enlaces y la formaciéon de otros 2, se han probado diferentes coordenadas de reaccion.
De hecho, se han utilizado diferentes combinaciones lineales de 4, 3 o0 2 de estos enlaces
para definir la coordenada de reaccion. Todas estas coordenadas de reacciéon presentaban
barreras de energia potencial enormes donde la coordenada definida como la diferencia
entre la longitud del enlace O-O que se rompe del grupo hidroperdxido del Cis y la
longitud del enlace naciente O(hidroperoxido)-Cis resultd ser la que presentaba una
barrera menor (ver el perfil de energia potencial correspondiente en el panel A de la
Figura 31). A lo largo de esta coordenada de reaccion, la rotura del enlace O-O, la
formacion del epoxido y la transferencia de hidrogeno para formar agua deberian tener
lugar de manera sincrénica. El epéxido formado se encuentra en una disposicion
suprafacial respecto del cofactor. Incluso en este caso més favorable, la barrera de energia
potencial alcanza 35.1 kcal/mol. Ademas, el proceso es endergbnico con una energia de
reaccion de 10.6 kcal/mol.
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Figura 31. Perfil de energia potencial (panel A) y superficie de energia potencial
bidimensional (panel B) correspondiente a la formacion del 14,15-epoxido a partir de
5(95),15(S)-diHpETE.

Para asegurar que no existen otros caminos maéas favorables energéticamente, se ha
calculado una superficie de energia potencial bidimensional en funcién de la longitud del
enlace O-O y la longitud O(hidroperoxido)-Cis (ver panel B de la Figura 31). Es
importante notar que en esta superficie de dos dimensiones, el reactivo se encuentra en
la esquina superior izquierda, mientras que el epoxido se encuentra en la esquina inferior
derecha. Ademas, la diagonal de esta superficie bidimensional que conecta el reactivo con
el epoxido corresponde al perfil de energia potencial mostrado en la Figura 31. Cabe
destacar que no se puede trazar ningin camino de reaccién que involucre una barrera de
energia potencial menor que aproximadamente 35 kcal/mol. A partir de este resultado,
se puede predecir que la 15-LOX-1 no cataliza la formacién del 14,15-epédxido del
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5(9),15(S)-diHpETE. Desde un punto de vista estructural, observando el producto de
abstraccion de hidrogeno del Cip (ver Figura 32), se puede apreciar que esta barrera tan
alta es debida al hecho de que el 4tomo de hidrogeno que debe ser transferido desde el
cofactor se encuentra demasiado lejos (5.8 A) del atomo de oxigeno del grupo
hidroperéxido del Cis que acepta dicho atomo de hidrégeno. Es decir, el cofactor se
encuentra demasiado lejos del hidroperéxido y la correspondiente transferencia de
hidrégeno desde el cofactor al radical hidroxilo naciente para formar una molécula de
agua no se prevé que pueda ser posible. Si la formacién de la molécula de agua fuera
posible, la barrera de energia potencial decreceria, ya que la formacién de agua estabiliza
el proceso. Ademas, los atomos de hidrogeno del cofactor Fe(II)-OHsz estan orientados
hacia el grupo hidroperoxido del Cs (ver Figura 32), con el atomo de oxigeno de dicho
cofactor situado por encima del enlace Cg-Cio (la distancia desde el atomo de hidrogeno
que se ha de trasferir al &tomo de oxigeno aceptor de hidrogeno del grupo hidroperoxido
del C5 es 3.99 A).

7 & e e
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Figura 32. Producto correspondiente al perfil de energia potencial mostrado en el panel
A de la Figura 30 para la abstraccion de un atomo de hidrogeno del Cio de 5(5),15(5)-
diHpETE.

En relaciéon con la formacion del 5,6-epoxido, por analogia con el 14,15-epoxido, se ha
escogido como coordenada de reaccion la diferencia entre la longitud del enlace O-O que
se rompe del hidroperoxido del Cs y la longitud del enlace naciente O(hidroperoxido)-Ce.
A lo largo de esta coordenada de reaccion el sustrato sufre una importante reorganizacion,
especialmente el angulo diedro definido por el 4tomo de hidrégeno unido al Cg, el Cg, el
Cs y el atomo de oxigeno del Cs. El enlace O-O del grupo hidroperéxido se rompe, pero
el valor mas pequefio que alcanza la distancia O-C es de 2 A, el cual es excesivamente
grande en comparacion con la longitud de enlace C-O en un epodxido normal (alrededor
de 1.4 A) Si a partir de esta region la distancia entre Cg y el atomo de oxigeno enlazado
a Cs se escoge como nueva coordenada de reaccion y se fuerza la formacion del 5,6-
epoxido (que ahora estd situado de manera antarafacial respecto del dtomo de Fe), se
obtiene una barrera de energia potencial extremadamente grande de 71.6 kcal/mol. Por
consiguiente, es claro que la 15-LOX-1 no es capaz de catalizar la formacién del 5,6-
epoxido de 5(95),15(5)-diHpETE. Estructuralmente, no es viable la formacion del 5,6-
epoxido ya que estd impedida por Ile663 (ver Figura 32), que se encuentra entre el
cofactor Fe(II)-OHz y el grupo hidroperoxido del Cs. Cabe destacar que esta posicion de
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la Ile663 es la misma que aparecia en los calculos de docking y en las simulaciones de
MD.

En este punto, uno podria preguntarse por qué la 15-LOX-1 es capaz de catalizar la
formacion del 14,15-epoxido cuando el AA actia como sustrato siguiendo el mecanismo
propuesto por Brash et al.?”® y Holman et al.??, pero nuestros calculos no predicen la
formacion de dicho epoxido cuando el sustrato es 5(5),15(S5)-diHpETE. Se ha analizado
la evolucion de las distancias entre el atomo de carbono Cs o Cis y el &tomo de oxigeno
del cofactor Fe(III)-OH- a lo largo de las dos simulaciones de MD de 100 ns de 1-diHpETE
y 2-diHpETE, en comparacién con una simulacion anéloga del AA. Los resultados
correspondientes al Ci5 se muestran en la Figura 33. Asimismo, los promedios de estas
distancias aparecen en la Tabla 2
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Figura 33. Evoluciéon de la distancia entre Cis y el atomo de oxigeno del cofactor
Fe(III)-OH- en funcion del tiempo para el AA (azul) y el 5(5),15(S)-diHpETE (lila: 1-
diHpETE; verde: 2-diHpETE).

Tabla 2. Distancias promedio y desviaciones estandar para Cs y Cis respecto del atomo
de oxigeno del cofactor Fe(III)-OH-

d(C5-0) (A) d(C1:-0) (A)

AA 5.25 + 0.48
1-diHpETE 5.22 + 0.35 6.83 + 0.35
2-diHpETE 5.17 + 0.26 6.82 + 0.38

En base a un criterio de distancias, se puede entender por qué para 5(5),15(S)-diHpETE
se predice que la formacion del 14,15-epdxido no es posible, mientras que en el caso del
AA se tiene la situacion opuesta. En promedio (ver Tabla 2), el Ci5 se encuentra més de
1.5 A mas cerca del atomo de oxigeno del cofactor Fe(IIT)-OH- en el caso del AA que en
el caso de 5(5),15(S5)-diHpETE. Ademas, visualizando d(Ci5-OH) en funcién del tiempo
(Figura 33), se puede apreciar que ninguna de las dos simulaciones de MD de 5(.5),15(5)-
diHpETE tiene su grupo 15-hidroperoxido suficientemente cerca del cofactor Fe(III)-OH-
para que la formaciéon del 14,15-epoxido sea posible. En cambio, cuando el AA es el
sustrato, hay un cierto ntimero de estructuras en las cuales su Ci5 se encuentra bastante
cerca del cofactor Fe(III)-OH-, cosa que permite la formacion del 14,15-epoxido. Por otra
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parte, como se puede ver en la Tabla 2, segtin un criterio de distancias, la formacion del
5,6-epoxido en el caso de 5(5),15(5)-diHpETE deberia ser tan probable como la formacion
del 14,15-epdxido en el AA. Sin embargo, como se ha explicado antes, [le663 evita la
formacion del 5,6-epoxido en el caso de 5(5),15(S)-diHpETE. Nuestros célculos de docking
(Figura 24 paneles A y B), simulaciones de MD (Figura 25 panel A) y calculos QM /MM
indican que el grupo hidroperoxido del Cs de 5(5),15(S)-diHpETE forma un puente de
hidrogeno con la Ile663 terminal (que se encuentra en la esfera de coordinacion del Fe),
que a su vez forma un puente de hidrégeno con el grupo OH del cofactor. Este es el punto
clave de por qué el 4tomo de Fe y su esfera de coordinacion, incluyendo el grupo OH, se
mantienen claramente mas cerca del Cs y su grupo hidroperéxido que del Ci5 y su grupo
hidroperoéxido.

En resumen, se puede concluir que nuestros calculos no predicen la formacién de lipoxinas
catalizada por la 15-LOX-1 a partir de 5(5),15(5)-diHpETE mediante el mecanismo de
deshidratacion. Este resultado es compatible con el hecho de que no se haya detectado
de manera directa ningin epoéxido como intermedio de la formacién catalitica de lipoxinas

a partir de 5(5),15(5)-diHpETE.
4.3.3.3 Mecanismo de Oxigenaciéon
4.3.3.3.1 Bisqueda de canales de acceso del oxigeno

Una vez se ha tratado el mecanismo de deshidratacion, se va a estudiar el segundo
mecanismo competitivo, la oxigenacion. Este mecanismo involucra la adiciéon de una
molécula de oxigeno al Cs o al Ci4, seguido por la reduccién al correspondiente
hidroperéxido. Un paso previo necesario para estudiar la adicion de la molécula de
oxigeno a los radicales s-nonatetraenilo que derivan de 5(5),15(5)-diHpETE y 5(5),15(.5)-
diHETE tras la abstraccion de hidrogeno del Cig es determinar los canales de acceso del
oxigeno que lo conducen desde la superficie de la proteina hasta la cavidad de ésta.

En relacion con 5(5),15(S)-diHETE, los canales localizados se han agrupado en 8 clusteres
de los cuales uno de ellos es claramente el mas poblado. Cabe destacar que todos estos
canales conducen al Ci4, cosa que de alguna manera es sorprendente, ya que en principio
la adicién de oxigeno podria ocurrir tanto en el Cg como en el Cis. Ademas, el canal
representante correspondiente al clister principal atraviesa el espacio que hay entre las
hélices a2 y 218 (que constituirian la interfase) y permanece abierto a lo largo de toda la
simulacion de MD analizada (ver Figura 34 paneles A y B).

En relacion con 5(5),15(5)-diHpETE, el ntimero de canales localizados es enorme y han
sido agrupados en 169 clisteres de tal manera que el conjunto de todos ellos recubre por
completo la cavidad de la proteina. En este caso, estos canales conducen tanto a Cg como
Cu4, pero el canal representante del cluster principal conduce principalmente al Ciy (ver
Figura 34 paneles C y D). Desafortunadamente, ninguno de los dos radicales n-
nonatetraenilo que derivan de 5(5),15(S5)-diHpETE tras la abstraccion de hidrogeno del
Cio tiene abierto el canal del cluster principal. Entonces, se ha extraido otra estructura
precatalitica de la primera simulacion de MD del complejo de Michaelis 15-LOX-1-
5(9),15(S)-diHpETE que tiene si abierto el canal de acceso del oxigeno del cluster

83



principal y se ha repetido la abstraccion de hidrégeno del Cio. La barrera de energia
potencial hasta alcanzar el TS es de 9.3 kcal/mol y otra vez se obtiene un sistema plano
de nueve electrones deslocalizados sobre los nueve atomos de carbono (Ce-Cia) de un
radical m-nonatetraenilo.
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Figura 34. Canal de acceso de la molécula de oxigeno representativo correspondiente al
cluster principal (en lila) para los casos de 5(5),15(S)-diHETE (paneles A y B) y
5(95),15(S)-diHpETE (paneles C y D). El atomo de Fe esta representado en naranja.

4.3.3.3.2 Adici6én de la molécula de oxigeno

Una vez se han encontrado los canales a través de los cuales tiene lugar la adiciéon de la
molécula de oxigeno para ambos sustratos, se ha utilizado uno de los productos de la
etapa de abstraccion de hidrogeno de 5(5),15(S)-diHETE (seccion 4.3.3.1) y el nuevo
producto de 5(5),15(S)-diHpETE discutido en la secciéon anterior para colocar una
molécula de oxigeno en el canal abierto que pertenece al clister més poblado para cada
sustrato. Inicialmente, s6lo se ha considerado la oxigenacién al Ci4, ya que en todos los
casos el canal del claster principal conduce claramente al Ci4. La molécula de oxigeno a
adicionar se coloca a una distancia de aproximadamente 6 A del Cy4. Estos productos de
abstraccion de hidrogeno que contienen la molécula de oxigeno se han optimizado a nivel
QM /MM manteniendo fijada la distancia entre el atomo de oxigeno mas cercano de la
molécula de oxigeno entrante y el Cis (d(C14-O2)). Estas estructuras optimizadas se han
empleado como puntos de partida para construir los perfiles de energia potencial
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correspondientes al ataque de la molécula de oxigeno donde la coordenada de reacciéon se
ha definido como d(C1s-0O2).

En relacion con 5(95),15(S)-diHETE, se puede ver que Leud08, Ile414, Tle593, Ilel173,
Aspl74, Phel75 y GInb96 limitan el didmetro del canal a través del cual la molécula de
oxigeno se aproxima suprafacialmente (ver Figura 34 paneles A y B). Ademas, el diametro
de este canal es bastante grande de manera que podria contener algunas moléculas de
agua aparte de la molécula de oxigeno. De hecho, las contiene y éstas forman un puente
de hidrégeno con la molécula de oxigeno. Para describir correctamente esta interaccion,
se tuvo que afladir una molécula de agua a la regiéon QM. Durante la adicién de oxigeno,
se produce una importante reorganizaciéon entre la molécula de oxigeno y esta molécula
de agua, de tal manera que el enlace de hidrégeno entre ellas se conserva a lo largo de la
adiciéon de oxigeno, cosa que la estabiliza. Ademas, el acercamiento de la molécula de
oxigeno al Ci4 es suprafacial, cosa que causa una gran distorsion en el Ci4 y da lugar a la
formacion de un enlace cis entre Ci2 y Ci3. En consecuencia, el producto optimizado
formado no es el adecuado, ya que el enlace Ci12-Ci3 es trans tanto en LXA4 como en
LXB4. Es importante notar que el acercamiento antarafacial esté4 impedido por la Leu408.
La barrera de energia potencial para este ataque suprafacial de la molécula de oxigeno es
de 34.1 kcal/mol (esta barrera es incluso mayor, 43.8 kcal/mol, si se elimina la molécula
de agua), la cual es demasiado alta para que el proceso sea viable, y la reaccion es
exergonica por -22.4 kcal/mol. La barrera aparece cuando la distancia entre la molécula
de oxigeno y el Ci4 esta alrededor de 2.0 A. Teniendo todo en cuenta, se puede concluir
que la adicion de oxigeno en el caso de 5(5),15(S)-diHETE no es posible ni en el Cg
(ningun canal conduce al Cg debido al impedimento estérico producido por Ile173, Leud08
y el grupo hidroxilo del Cs) ni en el Cua.

En relacion con 5(5),15(S)-diHpETE, el canal de oxigeno seleccionado es mas estrecho
que en el caso del 5(S5),15(5)-diHETE y se vuelve incluso mas estrecho a medida que se
acerca al Ci4, de manera que s6lo la molécula de oxigeno cabe en él. Leud08, Ile414,
Phel75, Tle593 y Leu597 limitan el didmetro del canal (ver Figura 34 paneles C y D).
Ademas, ahora la adicién de la molécula de oxigeno al Ci4 es antarafacial. De este modo,
este acercamiento da lugar a un enlace trans entre Ci2 y Ci3, cosa que estd de acuerdo
con las estructuras experimentales de las lipoxinas. En este caso, la molécula de oxigeno
penetra en el canal practicamente sin barrera hasta que alcanza un primer minimo de
energia (d(C1+-02) = 2.64 A), donde se debe superar una pequefia barrera de energia
potencial (la correspondiente estructura de TS aparece en d(Ci4-O2) = 2.03 A, con una
barrera de 3.5 kcal/mol) para alcanzar un segundo minimo de energia (d(C14-O2) = 1.51
A) El proceso entre ambos minimos de energia es exergonico por 2.5 kcal/mol. Para
cerciorarse si este proceso es realmente favorable, se ha combinado el método de umbrella
sampling (US)?41:24227 con el weighted histogram andlisis method (WHAM)?*3 para
calcular la barrera de energia de Gibbs para la adicion de oxigeno al Ci4 de 5(5),15(5)-
diHpETE. Se seleccionaron siete ventanas y cinco ventanas para cubrir, respectivamente,
el camino hasta el primer minimo y la evoluciéon al segundo minimo de energia donde
cada ventana constaba de 0.3 ps de equilibracién y 2 ps de produccién. Tomando como
referencia el inicio del camino, el acercamiento al primer minimo involucra una barrera
de energia de Gibbs de 1.4 kcal/mol y, para la segunda etapa, 3.1 kcal/mol. Estos
nameros indican que la adicién es un proceso favorable. Todos estos resultados prueban
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que la adicion de la molécula de oxigeno al Ci4 para el caso de 5(5),15(S5)-diHpETE es
bastante facil, conduciendo posteriormente a la formaciéon de LXBa.

Por completitud, también se ha estudiado la posibilidad de la adicién de la molécula de
oxigeno al Cg para el caso de 5(5),15(S)-diHpETE. El procedimiento ha sido el mismo
que para la adicién al Ci4, pero ahora la coordenada de reaccién viene definida por la
distancia Cg-O2. Sin embargo, este proceso implica una barrera de energia potencial
demasiado alta de 34.9 kcal/mol. El acercamiento de la molécula de oxigeno es
antarafacial, pero esta bloqueado por el Cy del 5(5),15(S)-diHpETE y las cadenas laterales
de Leud08 y Leub97 (ver Figura 34 panel D). Todos ellos deben apartarse para permitir
a la molécula de oxigeno pasar hacia el Cg. Ademés, se produce una reorganizacion
importante de Cg y C7 para acomodar a la molécula de oxigeno entrante al Cg. Todo esto
explica por qué LXA4 no se puede formar.

Teniendo en cuenta todos los resultados de esta secciéon, se puede concluir que la adicién
de oxigeno es la etapa del mecanismo de reaccion que explica por qué 5(5),15(S)-diHETE
no es oxidado, mientras que 5(95),15(S)-diHpETE si lo es, pero s6lo en Ci4 y no en Ce.

4.3.3.3.3 Rotaciéon de uno de los enlaces C-C que contiene el grupo
peroxido en el caso del 5(5),15(S5)-diHpETE

Como se ha explicado en la seccion 4.1, después de la abstraccion de hidrégeno del Cio,
el mecanismo de oxigenaciéon para producir lipoxinas involucra la adicién de oxigeno
molecular seguida por una retrodonacion de hidrogeno al radical peroxido para formar el
correspondiente hidroper6xido.

Glu 357 i f\/-"//\ B Glu 357
gf ’{Q j?é 5o s *\%
G N C Vs fsr

N Dye ) B e

[l A O )

y XTI

Figura 35. Definicion de las dos rotaciones C-C antihorarias (panel A) y horarias (panel
B) consideradas en el producto optimizado de la oxigenacion de 5(5),15(S)-diHpETE en
el Cis. Estas rotaciones estan definidas mirando el sustrato desde el lado del grupo
carboxilato.

Debido al hecho de que la molécula de oxigeno ataca al radical m-nonatetraenilo que
deriva de 5(95),15(S)-diHpETE en el Ci4 de manera antarafacial respecto del atomo de
Fe, para que sea viable la retrodonacion por parte del cofactor Fe(II)-OHz de la enzima
es necesaria una rotaciéon de uno de los enlaces C-C que contiene la fraccién perdxido

para conseguir una disposicién suprafacial. En esta seccion, solo se ha estudiado esta
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rotacion para 5(S5),15(S)-diHpETE, ya que éste es el tnico sustrato que puede ser
oxigenado.

Como punto de partida para comenzar esta rotaciéon se ha seleccionado el producto
optimizado de la oxigenacion de 5(5),15(S)-diHpETE en el Cu. La coordenada de
reaccion para alcanzar una disposiciéon suprafacial del radical peroxido se definié como
una rotacion alrededor de uno de los enlaces C-C que contienen este grupo. Este
movimiento se puede describir mediante el A&ngulo diedro que esta centrado en los &tomos
de carbono que definen el enlace alrededor del cual se lleva a cabo la rotacién. Por lo
tanto, dos éangulos diedros, <Ci12-Ci3-C14-Ci5 y <Ci3-C14-C15-C16, pueden ser
considerados, ya que hay dos enlaces C-C que contienen el radical peréxido. Ademas, es
posible definir dos direcciones de rotacion para cada angulo diedro, horaria y antihoraria
(estas rotaciones estan definidas mirando al sustrato desde el lado del carboxilato, ver
Figura 35). De este modo, existen cuatro posibles rotaciones de angulos diedros para
alcanzar la disposicion suprafacial. Sin embargo, visualizando la estructura de partida, se
puede notar que ambas rotaciones antihorarias (ver Figura 35 panel A), producirian
clashes importantes entre la enzima y el sustrato (especialmente entre el peroxido del Ci4
y Glu357), cosa que requeriria una mayor reorganizacion del sustrato para que fueran
posibles. Por este motivo, se pueden descartar ambas rotaciones antihorarias. Por un
lado, la rotacion horaria (ver Figura 35 panel B) del angulo diedro <Ci2-C13-C14-C15 no
pudo alcanzar una rotaciéon completa del radical peréxido desde una disposicién
antarafacial a una suprafacial. Este resultado es debido a la naturaleza flexible del
sustrato. Nuestros calculos a lo largo de la correspondiente coordenada de reaccién
muestran que el radical peroxido apenas puede progresar hacia una disposicidon
suprafacial, pero en cambio, son el resto de los dtomos de 5(.5),15(5)-diHpETE los que se
reorganizan a medida que avanza la rotacién. Por otro lado, la rotacién horaria del angulo
diedro <Ci13-C14-Ci5-Cis si que conduce a una disposicion suprafacial del radical peréxido,
aunque el atomo de oxigeno externo de este radical no esté orientado hacia el 4&tomo de
Fe. El perfil de energia potencial para esta rotaciéon exhibe una curva bastante suave. El
producto suprafacial (ver Figura 36) aparece a 64.1° y la correspondiente estructura de
TS involucra una barrera de energia potencial de 14.5 kcal/mol, con una energia de
reaccion de 13.3 kcal/mol.

< 55,15S-diHpETE ¢
/1 \-\\\ f / £ \ 4

"4

Figura 36. Producto correspondiente a la rotacion horaria del angulo diedro <Ci13-C14-

C15-Ci6 que conduce a una disposicién suprafacial del radical peréxido que se encuentra
en el Ciy del 5(5),15(5)-diHpETE.
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4.3.3.3.4 Retrodonacién de hidrégeno al grupo peréxido en el caso de
5(.5),15(.S)-diHpETE

Una vez el radical peréxido ha alcanzado una disposiciéon suprafacial mediante una
rotaciéon adecuada alrededor del &ngulo diedro <Ci3-C14-Ci5-Ci6, se necesitan maéas
cambios conformacionales debido a que el 4tomo de oxigeno externo de este radical
peréxido no estd orientado hacia el d&tomo de Fe. Més concretamente, se necesita un
movimiento rotacional adicional para que este a&tomo de oxigeno se acerque a uno de los
atomos de hidrogeno del cofactor Fe(III)-OH . Con el objetivo de tanto corregir esta mala
orientacién como llevar a cabo la retrodonacién de hidrégeno al radical perdxido, se ha
definido la coordenada de reaccién como la diferencia entre la longitud del enlace que se
rompe (O-H del OHz del cofactor) y la longitud del enlace que se forma (O-H del grupo
hidroperoxido final).

-, g\-\/\ ‘/  N
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Figura 37. Estructura de TS (panel A) y de producto (panel B) correspondiente al
acercamiento entre el &tomo de oxigeno externo del radical peréxido que se encuentra en
el Cis del 5(5),15(S5)-diHpETE y el atomo de hidrogeno del cofactor Fe(II)-OHa que sera
retrodonado. Estructura de TS (panel C) y de producto (panel D) correspondiente a la
retrodonaciéon de hidrogeno.

Como punto de partida para este perfil de reaccion se ha escogido la estructura
optimizada a nivel QM /MM de la estructura suprafacial de minima energia que aparece
cuando el angulo diedro <C13-C14-Ci15-C16 asume un valor de 64.1° (ver Figura 36). Este
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proceso presenta dos barreras de energia potencial. Por un lado, la primera barrera
corresponde a una importante reorganizaciéon del sustrato y a una rotacién de la molécula
de H20 del cofactor Fe(Il)-OHa. La reorganizacion del sustrato consiste en rotaciones
alrededor de los enlaces C-C, las cuales siempre mantienen la estereoquimica de los
enlaces C=C del producto final, y de una rotaciéon alrededor del enlace C-O del radical
peroxido. Como resultado de todas estas rotaciones, el a&tomo de oxigeno externo del
radical peroxido ya se encuentra bastante proximo al atomo de hidrégeno del cofactor
Fe(II)-OHz que seré retrodonado y, ademés, ambos atomos estan enfocados entre si. Todo
este proceso se desarrolla con una barrera de energia potencial de 15.6 kcal/mol y una
energia de reaccion de 8.5 kcal/mol (ver Figura 37 paneles A y B). Por otro lado, la
segunda barrera corresponde exclusivamente a la retrodonaciéon de hidrégeno. La
correspondiente estructura de TS localizada (ver Figura 37 panel C) involucra una
barrera de energia potencial de 19.3 kcal/mol y una energia de reaccion de 1.9 kcal /mol
respecto al minimo de energia (ver Figura 37 panel B) localizado después de la primera
barrera. Como resultado de este proceso, se reduce el radical peréxido a un grupo
hidroperoxido y se regenera el cofactor Fe(III)-OH- para iniciar un nuevo ciclo catalitico.
De esta manera, se forma el 55,14 R,155-trihydroperozy-6 E,8 Z,10E,12 F-eicosatetraenoic
acid (55,14R,155-triHpETE) (ver Figura 37 panel D), el cual tiene que ser finalmente
transformado a LXB4 mediante una reductasa.

4.4 Conclusiones

Se requiere una comprension profunda de las rutas biosintéticas que producen mediadores
lipidicos proresolutivos especializados, tales como las lipoxinas, tanto para activar rutas
de resolucion endogenas como un nuevo enfoque terapéutico, como para obtener farmacos
exOgenos eficientes para el tratamiento de enfermedades humanas que involucran
inflamaciones crénicas severas, incluyendo COVID-1958280. En este capitulo 4, se han
combinado simulaciones de MD y céalculos QM/MM para lograr un entendimiento
profundo a nivel molecular sobre la formacién de lipoxinas, que son supresoras de la
inflamacion, mediante la ruta biosintética que involucra 5(S5),15(S5)-diHpETE y la
catalisis de la 15-LOX-1 de reticulocito.

El proceso comienza por medio de una abstraccion de hidréogeno bastante facil del Cig de
5(5),15(S)-diHpETE catalizada por 15-LOX-1. La barrera de abstraccion es bastante més
baja que en el caso del AA debido a la conjugacién que se extiende sobre los nueve 4tomos
de carbono (Cg-Cia) del radical mnonatetraenilo formado. Después de esto, nuestros
resultados no predicen la formaciéon de lipoxinas mediante el mecanismo de
deshidratacion. Este resultado es compatible con el hecho de que ningiin ep6xido ha sido
detectado de manera directa como intermedio en la formacion catalitica de las lipoxinas
a partir de 5(S5),15(S5)-diHpETE. De hecho, en el producto de abstraccion de hidrogeno
del Cio, los atomos de hidrogeno del cofactor Fe(IT)-OHs estan orientados hacia el grupo
hidroperéxido del Cs, con su dtomo de oxigeno situado por encima del enlace Co-C1o. En
consecuencia, el dtomo de hidrégeno a ser transferido se encuentra demasiado lejos del
atomo de oxigeno aceptor de hidrogeno del grupo hidroperdxido del Cis, cosa que impide
acoplar la formacion del epoxido con la formacion de agua. El grupo hidroperéxido del
Cs de 5(95),15(S)-diHpETE forma un puente de hidrogeno con la Ile663 terminal (que
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forma parte de la esfera de coordinacion del Fe), que a su vez forma un puente de
hidrégeno con el grupo OH del cofactor. Esto es clave para entender por qué el &tomo de
Fe y su esfera de coordinacién, incluyendo el grupo OH, se mantienen claramente més
cerca del Cs y su grupo hidroperoxido que del Cis y su grupo hidroperédxido. Por
consiguiente, no se prevé que la formacion del 14,15-ep6xido sea posible. Por otra parte,
la formacién del 5,6-epéxido es inaccesible porque esta impedida por la Ile663, que esta
colocada entre el cofactor Fe(II)-OHz y el grupo hidroperéxido del Cs.

La formacién de lipoxinas tiene lugar por medio de la adicién de una molécula de oxigeno
a los radicales #-nonatetraenilo que provienen de 5(5),15(5)-diHpETE por la abstraccion
de hidrogeno del Cip. La adiciéon de una molécula de oxigeno al Ci4 es muy sencilla,
conduciendo después a la formaciéon de LXB4. Sin embargo, la adiciéon de una molécula
de oxigeno a Cs esta bloqueada por el C4 de 5(5),15(5)-diHpETE y las cadenas laterales
de Leud08 y Leub97. Ademaés, existe una importante reorganizacion de Cg y C7 para
acomodar la entrada de la molécula de oxigeno al Cg. Todo esto explica por qué no se
forma LXA4 a partir de 5(5),15(5)-diHpETE mediante la catalisis de 15-LOX-1.

Debido a que la molécula de oxigeno ataca al Cia de manera antarafacial respecto del
dtomo de Fe, para hacer viable la retrodonaciéon de hidrégeno por parte del cofactor
Fe(II)-OH2 de 15-LOX-1 se requiere una rotacion de uno de los enlaces C-C que contiene
el grupo peréxido para que éste alcance una disposicién suprafacial. Entonces, el radical
perdxido es reducido a un grupo hidroperoxido. De esta manera, se forma el 55,14 R,155
trihydroperozy-6 E.8 2,10 E,12 E-eicosatetraenoic acid (55,14R,155-triHpETE), que debe
ser finalmente convertido a LXB4 por medio de la acciéon de una reductasa.

Para poder establecer una comparaciéon, también se ha estudiado el comportamiento de
5(95),15(S)-diHETE como sustrato. La abstraccion de hidrogeno del Cip resulta ser algo
més lenta que en el caso de 5(95),15(S)-diHpETE, pero otra vez la barrera de energia es
bastante méas baja que en el caso del AA. Cabe destacar que 5(5),15(5)-diHETE no puede
generar ningun epoxido. Ademés, la adicién de una molécula de oxigeno no es posible ni
en el Cg (no existe ningtin canal de acceso de oxigeno a este atomo de carbono) ni en el
Cis (el acercamiento antarafacial a éste esta impedido por Leu408). De esta manera, la
15-LOX-1 no puede convertir 5(5),15(S)-diHETE en una lipoxina, cosa que esta de

acuerdo con los resultados experimentales®*4.
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Capitulo 5

Desorden instantaneo en los complejos
de Michaelis enzima-sustrato para
calcular la barrera de energia de Gibbs

de una reaccidéon enzimatica

Los resultados presentados a lo largo del capitulo 5 han sido publicados en el siguiente

articulo:

Physical Chemistry Chemical Physics, vol. 23, pp. 13042-13054, 2021
5.1 Introducciéon

Las enzimas son catalizadores biologicos, que presentan un gran tamafio en comparacion
con los catalizadores convencionales, que pueden llegar a acelerar las reacciones quimicas

)281°283  Esta gran aceleracion

hasta muchos ordenes de magnitud (casi 20 en algunos casos
hace posible que los procesos vitales para los seres vivos tengan lugar en una escala de
tiempo compatible con la vida. Por esta razén, es muy interesante poder estudiar desde
un punto de vista teérico la cinética de dichas enzimas, més concretamente, calcular las
barreras de energia de Gibbs de las reacciones cataliticas de éstas y las constantes de
velocidad de reaccién asociadas.

Las enzimas distan mucho de ser estructuras rigidas, de hecho, son moléculas que
presentan una gran flexibilidad. Aunque todavia se esta discutiendo sobre el origen del
poder catalitico de las enzimas (catalisis de origen electrostatico o contribuciones

dinamicas)?®, la dindmica enziméatica es relevante para las constantes de velocidad, sin
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importar cual es la fuerza motriz de la catélisis enzimética. Una vez se ha formado el
complejo de Michaelis enzima-sustrato, el conjunto de ntcleos del sistema explora un
gran numero de configuraciones en una superficie de energia potencial de alta
dimensionalidad que puede contener un valle de reactivos o mas?®2%, Diferentes valles
de reactivos pueden llevar a cabo la misma funcién pero contribuir a la reaccién total con
diferentes constantes de velocidad de reaccion?®72%. De esta manera, las velocidades
cataliticas de las enzimas a menudo exhiben fluctuaciones dindmicas muy grandes sobre
escalas de tiempo que son mucho més largas que kew, principalmente asociadas con
cambios conformacionales lentos que conectan los diferentes valles de reactivos. La
existencia de estos valles de reaccién relativamente estables que presentan conformaciones
de una vida larga en comparacion con la escala de tiempo de las reacciones enzimaticas
explica el desorden dindmico observado en estudios single molecule de algunas reacciones

287,288,200-296 Fn estos casos las velocidades de interconversion entre los valles

enzimaticas
de reactivos correspondientes pueden ser mucho més lentas que las constantes de
velocidad cataliticas y se necesitarfan simulaciones de MD muy largas para producir
transiciones entre ellos y, especialmente, para alcanzar un equilibrio estadistico. Por
consiguiente, la ergodicidad (que consiste en que todos los estados del colectivo estén
poblados) no se puede aplicar en la practica al colectivo de todas las configuraciones de
la superficie de energia potencial correspondiente al complejo de Michaelis enzima-
sustrato. La poblacion de cada valle de reactivos no estd gobernada por un control
termodinamico, sino por un control cinético y cada valle de reactivos actiia como una
enzima independiente con una constante de velocidad diferente (la velocidad global de
formacion de producto esta determinada por una distribucién de constantes de velocidad
detectada experimentalmente).

El desorden dindmico es un fenémeno observado experimentalmente. Cuando sélo existe
un valle de reactivos (o en el caso de réapida interconversion entre los valles), el desorden
dindmico no aparece y la reacciéon enzimética puede ser descrita con una sola constante
de velocidad. En este caso, puede tener lugar el desorden instantdneo, que también es
din4dmico, pero es un concepto totalmente diferente???. El desorden instantdneo puede ser
definido como fluctuaciones dindmicas instantdneas en el complejo de Michaelis enzima-
sustrato con escalas de tiempo mucho més cortas que ke, conduciendo a diferentes
barreras de energia que no pueden ser detectadas individualmente de manera
experimental.

Un valle de reactivos comprende un colectivo de configuraciones nucleares de los
complejos de Michaelis enzima-sustrato que puede ser minuciosamente explorado
mediante una simulacién de MD de longitud larga. La interconversién entre todas las
configuraciones de baja energia dentro del mismo valle de reactivos normalmente consiste
en cambios conformacionales locales relativamente faciles que son bastante rapidos a
temperaturas fisiologicas. Estas interconversiones ocurren en escalas de tiempo mucho
menores que ke En estas condiciones, aquellas configuraciones nucleares del valle de
reactivos se encuentran en equilibrio local (estdn distribuidas de acuerdo con una
distribucién de Boltzmann) entre si, y todo el valle contribuye al flujo de reacciéon con
una sola k... La PES dentro de este valle de reaccion es extremadamente rugosa, con un
gran nimero de estructuras de minima energia. Comenzando a partir de diferentes

configuraciones nucleares iniciales (snapshots) generadas por simulaciones de MD en
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equilibrio, se pueden construir multiples caminos de minima energia (MEPs) mediante
métodos QM /MM donde cada uno de ellos conecta un minimo de energia potencial dentro
del valle de reactivos con un minimo de energfa potencial en el valle de productos
asociado, cruzando a través de la estructura de TS correspondiente. Entonces, se puede
encontrar un amplio rango de barreras de energia?’1 274286297308 D¢ esta manera, por
ejemplo, para la primera etapa de la reacciéon catalizada por la proteasa HIV-1 se han
calculado barreras de energia de Gibbs que oscilan de 14.5 kcal/mol a 51.3 kcal/mol?".
Esta dispersion se atribuy6 a diferentes mecanismos, diferentes conformaciones del centro
activo y a variaciones en el entorno electrostético del centro activo.

La pregunta ahora es como aprovechar el calculo de la distribucién de las barreras de
energia potencial para obtener informaciéon sobre la constante de velocidad experimental

kcat, 0, por lo menos, sobre la barrera de energia de Gibbs AG 7 de 1a reaccion catalitica
cuando sélo existe un valle de reactivos. En otras palabras, jcomo determina el desorden
instantaneo la cinética de la reacciéon? El objetivo de esta secciéon es llevar a cabo una
discusion sobre dicho tema. Se ha deducido, en base a la teoria de Free Energy
Perturbation (FEP), una ecuacion para calcular esta barrera de energia de Gibbs que
presenta algunas diferencias conceptuales importantes con respecto a los enfoques
habituales y, ademés, se ha propuesto una manera practica para implementarla. Para
ilustrar todos estos conceptos, se ha aplicado esta metodologia a cuatro reacciones

enzimaticas.
5.2 Base teodrica

Vamos a asumir que se ha realizado una simulacién de MD de suficiente longitud como
para cubrir un tnico valle de reaccién para un complejo de Michaelis enzima-sustrato
dado. Entonces, se escoge de manera aleatoria un amplio conjunto de snapshots (o lo que
es lo mismo, de configuraciones nucleares instantaneas) a partir de la trayectoria de MD
generada. La optimizaciéon de energia de estos smapshots conduce a un conjunto de
estructuras de minima energia que pueden ser usadas como estructuras de partida para
construir caminos de minima energia potencial que conduzcan a los correspondientes

productos. Como se ha mencionado en el apartado anterior, se espera que se obtenga una
amplia dispersion de barreras de energia potencial QM /MM A v (o barreras de energia
AF si se incluyen las correcciones térmicas y de energia de punto cero) debido al

desorden instantdneo. A partir de aqui se va a asumir que AV y AFE no difieren de

manera significativa. Se han propuesto bastantes procedimientos para promediar estas

barreras, aunque el denominado promedio exponencial es el més usado?99-304,307,309-311,

= -AE!
AEZV: -RT %Z exp( 2T1> (28)

donde R es la constante universal de los gases ideales, T es la temperatura, AE‘f es la

barrera de energia para cada snapshoty N es el nimero de snapshots seleccionados.
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Se obtiene la ecuacion 28 si se cumplen las siguientes suposiciones: a) el valle de reactivos
se puede descomponer en un gran numero de subvalles de reactivos que no se solapen
entre si; b) el colectivo de estructuras dentro de cada subvalle de reactivos o evoluciona
al correspondiente subvalle de productos con una constante de velocidad k, que se puede
calcular a través de la teoria del estado de transicién convencional como una funcién de

la barrera de energia de Gibbs asociada a dicho subvalle o, AG;I:

kpT — [-AG)
k,= exp (29)

h RT

donde kg es la constante de Boltzmann y h es la constante de Planck;

c¢) debido a que todos los subvalles de reactivos que componen la totalidad del valle de
reactivos también se encuentran en equilibrio local entre si, la constante de velocidad
global k., se puede obtener mediante un promedio aritmético de un namero
representativo de k, ponderado de acuerdo con la poblacién P, de sus correspondientes
subvalles de reactivos o (es decir, de acuerdo con sus energias de Gibbs relativas):

kyT  (-AG?
o= = ean( =) = D Puk (30)

d) cada snapshot i escogido a lo largo de la trayectoria de MD se puede clasificar como

perteneciente a un subvalle reactivo o particular. Después de la optimizacion de energia
de este snapshot, se calcula el correspondiente camino de minima energfa potencial y se

obtiene el valor de la barrera de energia AE‘f ; e) todos los snapshots pertenecientes al
mismo subvalle de reactivos o tienen practicamente el mismo valor de AE‘E , el cual puede
ser considerado una buena estimacion de AG;’ZL; f) la poblacion P, viene dada por el

numero de veces que un snapshot i con AEf que pertenece al subvalle reactivo o aparece
a lo largo de la simulacién de MD, la cual sigue una distribucion de Boltzmann. Bajo
estas condiciones, se alcanza la ecuacion 28 combinando las ecuaciones 29 y 30, haciendo

una estimacion de cada AG;I como el valor comun de AE’E que se supone que se obtiene
para cualquier snapshot perteneciente al subvalle reactivo o, y usando AEZV como una
aproximaciéon razonable de la barrera de energia de Gibbs AG7 de la reaccion catalitica
cuando solo existe un valle de reactivos.

Sin embargo, no existe una manera practica para clasificar un snapshot dado en un
subvalle de reactivos a particular, tal y como se asume en d). Los snapshots que deberian
estar asociados al mismo valor de AG;I y, de acuerdo con la suposicion e), al mismo valor
de AE;-r (de manera que so6lo contribuirian al peso de este valor), estan realmente
asociados, como resultado del célculo, a diferentes (o incluso muy diferentes) valores de

AE‘E . Entonces, deberiamos ser conscientes de que una dispersiéon importante de valores

de AE‘E puede aparecer en realidad para snapshots correspondientes al mismo subvalle
reactivo a, en desacuerdo con la suposicion e). De esta manera, vamos a suponer, s6lo

como ejemplo, que se escogen los snapshots 1 y 2 y que los valores de energia calculados

94



para éstos son AE‘Ir = 15 kcal /mol y AE’; = 22 kcal/mol, respectivamente. Es imposible
saber si ambos pertenecen al mismo subvalle de reactivos o o si el snapshot 1 se encuentra
en el subvalle de reactivos a y el snapshot 2 se encuentra en el subvalle de reactivos [3.
En el segundo caso, ambos valores deberian introducirse una vez en la ecuacién 28, pero

no estamos seguros de si AE‘; y AE; son una buena estimacion de sus correspondientes
AG:f y AG/;’T, respectivamente. En el primer caso, o bien AE‘; o bien AE‘; (pero sélo uno

de ellos) deberia introducirse dos veces en la ecuacion 28 como estimacion de AG;’t (dos
veces debido al factor de poblacion P,), pero no estamos seguros sobre cual de ellos es

una buena estimacion de AG;I, o incluso si alguno de ellos lo es. En resumen, la aplicaciéon
de la ecuacién 28 resulta ser dudosa como resultado de las suposiciones en las cuales se
basa.

De todas formas, el principal problema cuando se aplica la ecuacion 28 radica en la
manera como se escogen los snapshots considerados. Debido a que en la suma de la

ecuacion 28 cuanto mas pequeilo es el valor de AE‘f mas grande es su contribucién, se ha
sugerido que se deberia obtener el mejor resultado seleccionando o filtrando de alguna
manera, por ejemplo, basdndose en parametros cataliticos, unos pocos snapshots de
manera que la barrera de energfa esperada de éstos sea baja'’. El caso limite consistiria

en seleccionar Gnicamente el snapshot con el AE‘f maéas pequefio. Ambos enfoques se usan
de manera comun en estudios QM/MM de reacciones enzimaticas. Sin embargo, se ha
aceptado®” que el snapshot de barrera de energia méas alta no contribuye de manera

significativa a dicha suma, pero si al nimero de snapshots N usados. Por lo tanto, si se
desprecian estos snapshots de barrera de alta energia, se subestimara AEZ v

La exactitud de hacer una estimacion de la barrera de energia de Gibbs AG * como AE'f;V
normalmente se evalia®” cogiendo como referencia un célculo del potencial de fuerza
media (PMF)312313 a partir de simulaciones de Umbrella Sampling (US)?™. En este punto
serfa interesante pensar sobre el significado de la energia de Gibbs. La energia de Gibbs
se usa para tener en cuenta la contribuciéon de no sélo una tnica estructura, sino de un
colectivo de estructuras. Si s6lo se considera una tnica estructura, la transformaciéon
logarftmica del tnico término de Boltzmann conduce a una energia. En cambio, si se
considera un colectivo de estructuras, la suma de los términos de Boltzmann
correspondientes da la funcion de particion y su transformacion logaritmica conduce a la
energia de Gibbs. Sin embargo, en la practica no se puede obtener la funcién de particion
global para la totalidad del valle de reactivos. Entonces, si sélo se escoge un minimo
reactivo, con s6lo un MEP asociado y s6lo un PMF, s6lo se obtendréd una estimacion del

valor de AGZ correspondiente a un subvalle de reactivos a. Es decir, al construir un sélo
PMF realmente se explora una region bastante limitada del espacio de configuraciones
alrededor del MEP, cosa que estd muy lejos de explorar la totalidad del valle de reactivos.
Tanto la reducida longitud de tiempo (hasta diez picosegundos en calculos QM /MM) por
cada ventana como el potencial que aplica un sesgo para explorar la ventana asociada a
cada valor de la coordenada de reaccion, confinan la exploracién tnicamente a los
alrededores del MEP seleccionado. Por cierto, ;Qué MEP se escoge? Ya que dependiendo
del MEP escogido, se obtendré una barrera de energia de Gibbs alta o baja. Incluso en
el caso de una barrera de energia de Gibbs baja, la probabilidad de aparicion de la
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correspondiente estructura de reactivos de partida (y, por consiguiente, de su baja
barrera) se sigue sin conocer. El método de FEP?™ que normalmente se utiliza como
alternativa al US presenta un problema similar. En resumen, en los casos donde es
relevante el desorden instantdneo, con la aparicion de una amplia dispersiéon de
configuraciones nucleares y barreras por todo el valle de reactivos, ninguno de los valores

particulares de AG;’ZL puede llegar a ser representativo de la barrera de energia de Gibbs

AG? de la reaccion catalitica. De esta manera, la comparacion de AEZV obtenida a partir

de la ecuacion 28 (donde se obtendra el snapshot i a partir de, por ejemplo, una

trayectoria de MD larga de 100 ns) con un valor de AG;’f calculado a partir de
simulaciones de US (con una exploracion por ventana de hasta 10 ps) no tiene mucho
sentido.

Aqui se propone una manera més fiable para deducir y aplicar una ecuacién bastante
similar a la ecuacion 28. Esta deducciéon no utiliza ninguna de las suposiciones, de a) a
f), que se han detallado méas arriba. La teoria de Free energy perturbation’™ se puede
usar para calcular la diferencia de energia de Gibbs entre un sistema de referencia (0)
con un Hamiltoniano H, y un sistema perturbado (1) caracterizado por el Hamiltoniano
H;. Para una simulacion de MD en el colectivo isotérmico-isobarico (NPT) la diferencia
de energia de Gibbs entre el sistema perturbado 1 y el sistema de referencia 0 se puede

escribir de manera clasica como:

H (75" ) + PV,

/e BT i dp _ (Hy-Hy) +P(V;-V)
AG()_,]Z GJ- G(): -RTIn N = -RTIn (6 RT )0 (31)
Hy(7 5" ) + PV, .
e RT dr dp

donde 7 y ﬁN representan el conjunto de 3N coordenadas Cartesianas atomicas y los
momentos conjugados atémicos, respectivamente, H es el Hamiltoniano nuclear clésico,
Vyy V; son los voliimenes de los sistemas 0y 1, respectivamente, en cada configuracién
(el término aditivo PV en la exponencial de la integral no aparece en un colectivo canénico
(NVT)), R es la constante universal de los gases y ()0 denota un promedio sobre el
colectivo isotérmico-isobarico explorado a partir del estado de referencia equilibrado.
Debido a que las simulaciones de MD s6lo exploran un valle de reactivos, no hay
diferencias significativas entre V, y V; ni cambios significativos del volumen V) a lo largo
de la simulacién. Entonces, se pueden ignorar los volimenes de la ecuacion 31 y se puede
realizar la simulacion de MD en el colectivo canénico (NVT) sin error apreciable. De esta
manera, para conseguir la diferencia de energia de Gibbs entre el estado 1y el 0, en cada
configuracion del sistema de referencia equilibrado se cambia el correspondiente
Hamiltoniano al correspondiente del sistema perturbado, y las diferencias AH= H;- H,
se recopilan para calcular el promedio sobre el colectivo. Usando coordenadas Cartesianas,
el término cinético es separable del término potencial y se cancela cuando se realiza el
promedio de la diferencia.

Se propone el siguiente protocolo para estudiar el desorden instantdneo en una reacciéon
enzimatica. Definimos el colectivo de reactivos como el sistema de referencia 0 y el

colectivo de T'Ss como el sistema perturbado 1. Se calcula una simulaciéon de MD del
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complejo de Michaelis enzima-sustrato para generar una gran cantidad de configuraciones
nucleares. Se deben seleccionar de manera aleatoria muchos snapshots (es decir, que
pueblen muchas regiones diferentes del valle de reactivos). Para cada snapshot
seleccionado, se localiza un minimo de energia potencial y se construye el correspondiente
MEP usando un método QM/MM. De esta manera, cada snapshot seleccionado del
sistema de referencia 0 estd asociado a una estructura de TS que pertenece al sistema

perturbado 1. En este caso, para cada snapshot ¢ se cumple AH= A Vf (o incluso AE”; ),
es decir, AH es igual a la barrera de energia potencial QM /MM del correspondiente MEP.
Teniendo en cuenta que el conjunto de snapshots a lo largo de la simulacion de MD
aparecen de acuerdo con una distribucién de Boltzmann en el colectivo de referencia, el
promedio en el segundo miembro de la ecuaciéon 28 es sblo una discretizacion de la integral
del ultimo miembro de la ecuaciéon 31, siempre y cuando se incluya un ntmero
suficientemente grande de snapshots seleccionados en la ecuacion 28. Por otra parte, la
minimizacién en las direcciones ortogonales al MEP permite asumir que se exploran
suficientemente las configuraciones de baja energia en el colectivo de TSs por medio de
la simulacién en el colectivo de reactivos, de tal manera que los calculos FEP convergen
razonablemente. De esta manera, el promedio exponencial en el segundo miembro de la

ecuacion 28 directamente corresponde a la barrera de energia de Gibbs AGT de la
reaccion catalitica cuando sélo existe un valle de reactivos. En este punto vale la pena
comentar que la barrera de energia de Gibbs depende (ver ecuacion 31) del cociente entre
las funciones de particion de los TSs y los reactivos. Cuanto més accesibles son las
fluctuaciones en un sistema dado, mayor es el valor de las correspondientes funciones de
particién. La generacién adecuada de estas fluctuaciones en los reactivos esté garantizada
mediante una exploracion suficientemente larga del colectivo de reactivos. En cambio, las
fluctuaciones en el colectivo de los TSs, que normalmente son menos pronunciadas que
en el de reactivos, son consecuencia de la dispersién de los reactivos que trasladan dicha
dispersion a los correspondientes MEPs y a la diversidad de méaximos de estos MEPs. En
este punto, es crucial entender que cualquier intento de seleccionar tnicamente unos
pocos snapshots “adecuados” con configuraciones “idéneas” que conduzcan a barreras de
energia bajas para ser incluidos en la ecuacion 28 es un procedimiento inadecuado, el cual
proporcionard una buena estimaciéon de la barrera de energia de Gibbs experimental
unicamente de manera fortuita. Por el contrario, se deberian incluir en el promedio
exponencial tantos snapshots como fuera posible, los cuales deberian pertenecer a tantas
regiones diferentes del valle de reactivos como fuera posible. Evidentemente, aplicar esto
de manera estricta podria implicar el calculo de un ntmero excesivamente grande de
MEPs QM/MM, cosa que haria que esto no fuera viable con un coste computacional
razonable. Para eludir este problema, se deberia usar un criterio adecuado, que dependeria
de cada reaccion enzimética particular, para identificar a priori aquellos snapshots que
correspondan a las estructuras precataliticas, es decir, aquellos que pertenezcan a la parte
limitada del espacio configuracional explorado por la simulacién de MD que puede ser
adecuada para la catalisis (con una barrera de energia previsiblemente no demasiado
alta). Como se ha explicado mas arriba, los snapshots de barrera de energia alta no
contribuyen significativamente a la suma del segundo miembro de la ecuacion 28 (éstos
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anaden aproximadamente ceros), pero incrementan el valor de N en el denominador y
deben ser considerados.

Teniendo en cuenta todo esto, si N es el numero de snapshots seleccionados de manera
aleatoria a lo largo de la simulacién de MD y n es el ntimero de estructuras precataliticas
identificadas después de aplicar el correspondiente filtro de acuerdo con el criterio
adoptado, se puede llegar a la siguiente ecuacion:

ot n I -AE}r
AG' = -RTlnN-RTln EZ ewp| (32)

=1

Esta ecuaciéon refleja el hecho de que la barrera de energia de Gibbs de la reaccién
enzimatica se debe a dos contribuciones diferentes. El primer término del segundo
miembro de la ecuacion indica como de dificil es que aparezcan las estructuras
precataliticas a lo largo de la exploracion.

El segundo término proviene de la contribucién promediada de manera exponencial de
las estructuras precataliticas (es importante notar que este promedio se puede calcular
usando s6lo un conjunto representativo de las estructuras precataliticas, de tal manera
que n en este segundo término se convierte en el niimero de estructuras incluidas en dicho
conjunto representativo). En consecuencia, tanto las estructuras no precataliticas como
las precataliticas contribuyen a la barrera de energia de Gibbs de la reaccién enziméatica
y la contribucién de cada tipo de estructuras no se conoce a priori. Por si fuera poco, en
general, las estructuras precataliticas presentaran una dispersién considerable de barreras
de energia y la existencia de un cierto namero de barreras de energia alta provocara un
aumento en la energia de Gibbs. Entonces, se debe enfatizar que la barrera de energia de
Gibbs de acuerdo con la ecuacion 32 es el resultado de una larga exploracion del valle de
reactivos. En cambio, la barrera de energia de Gibbs resultante de un calculo PMF s6lo
incluye una pequeiia exploraciéon de los alrededores de un inico MEP, y por lo tanto s6lo
se explora una region bastante estrecha del valle de reactivos.

Para ilustrar todos estos conceptos, nos vamos a centrar en cuatro reacciones enzimaticas.
En primer lugar, la hidrolisis de un enlace glicosidico catalizada por la enzima Thermus
thermophilus p-glycosidase (Ttb-gly), una glucosido hidrolasa®'4, y el mutante Y284P
Ttb-gly. Estas dos reacciones se han estudiado en colaboracion con la Dra. Sonia Romero.
A continuacién, las reacciones de abstraccion de hidrogeno de Ci3y Cr del AA catalizadas
por la 15-LOX-1 de conejo3®.

5.3 Hidrélisis de un enlace glicosidico catalizada por la

enzima Thermus thermophilus B-glycosidase

Se ha comenzado con una reaccion enzimatica donde tanto las simulaciones de MD del
complejo de Michaelis enzima-sustrato como los perfiles de energia potencial
correspondientes a cada snapshot seleccionado se han calculado a nivel QM/MM,
especificamente, al nivel QM(SCC-DFTB)/AMBER.

La Ttb-gly cataliza la hidrolisis de residuos B-D-glicosil terminales. Un ejemplo de éstos
seria el 4-nitrofenil B-D-fucopiranosa (pNP-Fuc). La primera etapa de la reaccion
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(glicosilacion) consiste en el ataque nucledfilo del residuo Glu338 al atomo de carbono
anomeérico Ci del anillo fucosa (Fuc) y en la rotura del enlace glicosidico del sustrato
pNP-Fuc. Se forma un intermedio unido de forma covalente glicosil-enzima con Glu338,
donde el residuo Glul64 protonado facilita esta etapa por medio de la protonaciéon del
oxigeno glicosidico del grupo 4-nitrofenol (pNP) saliente. En la segunda etapa
(desglicosilacion), Glul64 desprotona la molécula de agua entrante, que ataca como un
nucledfilo al 4tomo de carbono Ci del anillo de fucosa en una reacciéon de hidrélisis que
rompe el enlace glicosidico entre la fucosa y Glu338, produciendo fucosa (ver Figura 38).
En presencia de un sustrato aceptor apropiado, como el N-methyl-O-benzyl-N-(f-D-
glucopyranosyl)-hydrozylamine (BnON(Me)-Glc), la transglicosilacion puede competir
con la hidrolisis en la etapa de desglicosilacién y conducir a la formaciéon del producto N-
methyl-O-benzyl-N-(f-D-fucopyranosyl(1-4)p-D-glucopyranosyl)-hydrozylamine.
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Figura 38. Mecanismo catalitico de la glicosilacion y desglicosilacion (hidrolisis) de 4-
nitrophenyl p-D-fucopyranoside catalizadas por la enzima Ttb-gly. El anillo de fucosa y
el grupo saliente pNP estén representados en verde y azul, respectivamente. Es necesario
que una molécula de agua se coloque en el lugar adecuado para que la reaccion de
hidrolisis sea posible.
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En un articulo previo de nuestro grupo de investigacion®?, se estudi6é el mecanismo de
reaccion de dichas etapas de glicosilacion y desglicosilacion (tanto para la hidrolisis como
para la transglicosilacion). Ahora se van a aprovechar aquellas simulaciones para estudiar
la etapa de desglicosilacion correspondiente a la hidrolisis de pNP-Fuc. Se van a presentar
tanto los resultados correspondientes a Ttb-gly wild-type como al mutante Y284P Tth-

gly.

5.3.1 Detalles metodolégicos para la enzima Thermus thermophilus

B-glycosidase

Se selecciono el intermedio unido de forma covalente glicosil-enzima como estructura de
partida para estudiar la reaccion de hidroélisis catalizada por la Ttb-gly wild-type en la
seccion 5.3, el cual se obtuvo en el trabajo previo*'* como resultado del proceso de
glicosilacion. En cambio, se utiliz6 como estructura de partida para la reacciéon de
hidroélisis catalizada por el mutante Y284P Ttb-gly el intermedio correspondiente
localizado en el caso de dicho mutante (resultados no publicados). Dichos intermedios se
modificaron eliminando todas las coordenadas de pNP, excepto aquéllas que
correspondian al grupo hidroxilo recién formado (debido a la transferencia de protén por
parte de Glul64) que se convirtieron en las de una molécula de agua mediante el
programa PyMol?®. Los sistemas se solvataron con una caja ctubica de moléculas de agua
TIP3P?% preequilibradas. Ademaés, se afiadieron tres iones de sodio para neutralizar la
carga de dichos sistemas. En total, los sistemas estaban constituidos por méas de 70200
atomos cada uno. Sus coordenadas se relajaron a nivel MM restringiendo el movimiento
de todos los atomos de la proteina y de la molécula de agua recién formada (aceptor de
azicar). Entonces, se llevo a cabo una simulacion de MD corta (210 ps) donde también
se aplicaron las restricciones anteriores a nivel MM para permitir la reorganizacion de las
moléculas de agua en el centro activo bajo condiciones de frontera periodicas (PBC)
dentro del colectivo candénico NVT a 300 K. Se control6 la temperatura mediante
dindmica de Langevin?'6. Todos los cilculos MM se realizaron usando el force field de
AMBER {f14SB*" para la proteina, mientras que para la parte del aztucar se utilizaron
los atom types y parametros de GLYCAMO06j'6. A lo largo de las simulaciones de MD,
los enlaces covalentes que contienen atomos de hidrogeno se fijaron por medio del
algoritmo SHAKE?" y las interacciones electrostaticas de largo alcance se trataron
usando el particle-mesh Ewald method®'". En todas las trayectorias de MD se emple6 un
time step de 1 fs. Ademas, se realizaron todas las simulaciones utilizando la version de
software AMBER16 (GPU(CUDA)) del paquete de programas PMEMD?214:318,

Como se explicaré en la seccion 5.3.2, se seleccioné el snapshot final de la simulacion de
MD a nivel MM como punto de partida para iniciar una simulacién de MD a nivel
QM(SCC-DFTB)/AMBER, a partir de la cual se escogieron bastantes snapshots para
generar una gran cantidad de perfiles de energfa potencial correspondientes a la reacciéon
de hidrolisis (ver mas abajo). Los perfiles de energia potencial se calcularon a nivel
QM(SCC-DFTB)/AMBER utilizando el paquete de programas modular ChemShell?*+257
donde TURBOMOLE??® se emple6 para obtener las energfas y gradientes QM al nivel
SCC-DFTB3Y (Self-Consistent Charge Density Functional Tight-Binding). Por otra
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parte, las energias y gradientes MM se han evaluado usando DL POLY?", que también
estd implementado en el paquete de programas de ChemShell, y el force field de AMBER.

Se ha empleado el esquema de embedding electrostatico??®

para permitir que las cargas
puntuales MM polaricen la densidad electronica de la regién QM. Para las interacciones
no enlazantes MM y QM/MM no se ha empleado ningun cutoff. Para los calculos
QM/MM, la caja cubica de moléculas de agua se redujo a una esfera de 30 A de radio
que rodea la totalidad de la proteina. A todos los residuos y moléculas de agua que se
encuentran dentro de una esfera de 15 A de radio centrada en el atomo de carbono
anomérico Cj se les permitié moverse durante el proceso de optimizacion (la region activa
contiene alrededor de 2100 atomos), mientras que el resto de &tomos se mantuvieron fijos.
La region QM incluye el anillo de fucosa, ocho moléculas de agua cercanas a éste y las
cadenas laterales de Glul64, Glu338 y Tyr284 (67 atomos en total). Para definir la
frontera QM-MM se usaron tres link atoms empleando un método de desplazamiento de
carga’!?. La carga total de la region QM es de -1 u.a.

Las optimizaciones QM /MM se realizaron usando el algoritmo limited-memory Broyden-
Fletcher-Goldfard-Shanno (L-BFGS)?! en combinacion con el Hybrid Delocalized
Internal Coordinate Scheme (HDLCopt)?®. Los caminos de reaccién se exploraron
mediante optimizaciones que estaban restringidas de manera armoénica a lo largo de una
coordenada de reaccion adecuada (ver mas abajo) empleando pasos de 0.1 A. Para cada
perfil de energia potencial, se aproximé la correspondiente estructura de TS por la
estructura que presentaba una mayor energia potencial.

5.3.2 Resultados para Ttb-gly wild-type

Como se ha explicado en la seccién 5.3.1, el snapshot final de la simulaciéon de MD a nivel
MM se escogié como punto de partida para comenzar una simulacién de MD a nivel
QM(SCC-DFTB)/AMBER sin aplicar ninguna restriccion. En primer lugar, el sistema
se calent6 dentro del colectivo canénico NVT aumentando la temperatura a lo largo de
60 pasos de 100 fs cada uno hasta alcanzar los 300 K. Entonces, se calculé un periodo de
equilibracion de 20 ps. En tltimo lugar, se llevo a cabo un periodo de produccion de 100
ps.

Con el objetivo de poder aplicar la ecuacidon 32, se han seleccionado N = 2000 snapshots
uniformemente distribuidos en intervalos iguales a lo largo de dicha simulacion de MD.
Es importante notar que en la préctica, no es posible calcular los caminos de energia
potencial de la hidroélisis correspondientes a estos N snapshots. Por esta razoén, se han
buscado las estructuras precataliticas. Es evidente que tnicamente seran precataliticos
aquellos snapshots que involucren una molécula de agua colocada en el lugar adecuado
para que la reaccién de hidrolisis sea posible, ya que éstos serédn los nicos que impliquen
una barrera de energia potencial razonable para la hidrélisis. De esta manera, se han
buscado snapshots precataliticos que cumplan que (ver Figura 38) una molécula de agua
se encuentre con uno de sus dtomos de hidrogeno mas cerca de 2 A respecto del atomo
de oxigeno aceptor de proton (OE2¢Luies) de Glul64, con su atomo de oxigeno mas cerca
que cualquiera de sus atomos de hidrogeno respecto del 4tomo de carbono anomérico Cq
del anillo de fucosa. Segun este filtro, iinicamente se identificaron n =146 snapshots
precataliticos. Se minimiz6 la energia de cada uno de éstos a mnivel QM(SCC-
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DFTB)/AMBER para obtener el minimo reactivo asociado. A partir de estas estructuras,
se calcularon los correspondientes caminos de energia potencial para la hidroélisis a nivel
QM(SCC-DFTB)/AMBER utilizando como coordenada de reaccion la diferencia entre la
distancia Hwat-Owart y la distancia C1-Owar (donde Owart es el atomo de oxigeno de la
molécula de agua que se encuentra en el lugar adecuado para producir la reacciéon de
hidrélisis y Hwart es el &tomo de hidrégeno de dicha molécula de agua que va a protonar
a Glul64). Como era de esperar, se obtuvo una amplia dispersion de barreras de energia
potencial, las cuales oscilan desde 20.9 kcal/mol a 31.8 kcal/mol. Dichas barreras de
energia potencial presentan un promedio aritmético de 26.2 kcal/mol con una desviacion
estandar de 2.4 kcal/mol. Aunque estos valores son indicativos de la altura de las barreras
y de su dispersion, no pueden ser utilizados para hacer una estimacion de la barrera de
energia de Gibbs.

Por otra parte, es interesante observar que el filtro utilizado conduce a 146 snapshots
precataliticos, los cuales presentan una distribucion para la distancia Ci-OwaT que esta
centrada alrededor del valor de 3.2 A. Ademas, no existe correlacion entre esta distancia
C1-Owar y las barreras de energia potencial. De igual manera, tampoco existe correlacion
entre la distancia correspondiente al protéon que va a ser transferido con el atomo de
oxigeno de Glul64 (OE2cLuies) y las barreras de energia potencial, aunque en este caso
se puede entrever una tendencia ligeramente alcista de las barreras cuando dicha distancia
aumenta. En resumen, las distribuciones de las distancias Ci-Owat y HwaT-OwaT son
bastante estrechas para el conjunto de snapshots precataliticos y no pueden explicar la
considerable dispersiéon de barreras de energia potencial observada. Por lo tanto, se puede
concluir que para esta reacciéon otros muchos parametros geométricos del complejo de
Michaelis tienen un papel fundamental en determinar dichas barreras y uno no puede
centrarse exclusivamente en las distancias geométricas mas relevantes desde un punto de
vista de la reacciéon quimica.

Aplicando la ecuacion 32, la contribucion de las estructuras no precataliticas (el primer
término del segundo miembro de dicha ecuacion) con n =146 y N = 2000 a la barrera de
energia de Gibbs es de 1.6 kcal/mol. La contribucion de los 146 snapshots precataliticos
corresponde al promedio exponencial (el segundo término del segundo miembro de dicha
ecuacion) que resulta en 22.8 kcal/mol. En total, la barrera de energia de Gibbs asciende
a 24.4 kcal/mol. Se puede ver claramente que la contribucion de las estructuras no
precataliticas no es despreciable y que ésta aparece incluso en el caso de simulaciones de
MD cortas (100 ps).

5.3.3 Resultados para el mutante Y284P Ttb-gly

Posteriormente, se ha estudiado la misma reaccién enzimética, pero con barreras de
energia sustancialmente més pequeilas, cosa que se ha logrado empleando el mutante
Y284P Tth-gly. Con este mutante se ha procedido de la misma manera que con Ttbh-gly
wild-type. Otra vez, se han seleccionado N = 2000 snapshots uniformemente distribuidos
en intervalos iguales a lo largo de la simulacion de MD a nivel QM(SCC-DFTB)/AMBER
de 100 ps que se ha calculado sin aplicar ninguna restricciéon. Usando el mismo filtro que

en la seccion anterior, esta vez se han encontrado n =202 snapshots precataliticos. Se ha
minimizado la energia de cada uno a nivel QM(SCC-DFTB)/AMBER para obtener los
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minimos reactivos asociados. A partir de estas estructuras, se han calculado los
correspondientes caminos de energia potencial para la hidrolisis a nivel QM(SCC-
DFTB)/AMBER usando como coordenada de reaccion R2 la diferencia entre la distancia
Hwar-Owat y la distancia Ci-Owat. Ahora, se obtiene una dispersion de barreras de
energia potencial incluso mas amplia, donde estas barreras oscilan desde 12.4 kcal/mol a
33.6 kcal/mol. Ademés, dichas barreras de energia potencial presentan un promedio
aritmético de 23.1 kcal/mol con una desviacion estandar de 4.7 kcal /mol.

Aplicando la ecuacion 32, la contribucion de las estructuras no precataliticas (el primer
término del segundo miembro de dicha ecuacion) con n =202 y N =2000 a la barrera de
energia de Gibbs es de 1.4 kcal/mol. La contribucion de los 202 snapshots precataliticos
corresponde al promedio exponencial (el segundo término del segundo miembro de dicha
ecuacion) que resulta en 15 kcal/mol. En total, la barrera de energia de Gibbs asciende
a 16.4 kcal /mol.

5.4 Reacciones de abstraccion de hidrégeno del AA

catalizadas por la 15-LOX-1 de conejo

En dltimo lugar, se han estudiado dos reacciones enziméaticas donde las simulaciones de
MD del complejo de Michaelis enzima-sustrato se han realizado a nivel MM y los
correspondientes perfiles de energia potencial desde los snapshots seleccionados se han
calculado a nivel QM(DFT)/MM. La utilizacion del nivel MM para las simulaciones de
MD posibilita el calculo de trayectorias miles de veces més largas que en el caso de Tth-
gly.

Como se ha comentado a lo largo de la introduccion de la presente tesis, las LOXs son
dioxigenasas que catalizan la oxidaciéon de acidos grasos poliinsaturados de manera
regioespecifica y estereoespecifica, produciendo los &cidos grasos hidroperoxido
conjugados. La etapa determinante de la velocidad del proceso global de
hidroperoxidacion es la abstraccién de un atomo de hidrégeno inicial de una unidad 1,4-
Z,Z-pentadieno de un acido graso por parte del cofactor Fe(III)-OH- para producir un
radical mpentadienilo y el cofactor Fe(II)-OHy%6-320 323,

La primera estructura cristalografica de una LOX de mamifero en ser publicada fue el
dimero de la 15-LOX-1 de reticulocito de conejo (PDB code 2POM)37. Dicha enzima
convierte el AA, principal sustrato de las LOXs de mamifero, en HpETESs que presentan
la siguiente distribucion: 97% de 15(S)-HpETE (después de abstraer un &tomo de
hidrogeno del Ciz del AA) y 3% de 12(S)-HpETE (después de abstraer un atomo de
hidrogeno del Cip del AA). Cabe destacar que no se detectd senal de 9(S)-HpETE
(después de abstraer un dtomo de hidrogeno del C7 del AA)3%.

A lo largo de la presente seccidn, se van a estudiar las reacciones de transferencia de
hidrogeno de los atomos de carbono Ci3 y Cr del AA catalizadas por la 15-LOX-1 de
conejo. Se ha escogido el caso de la abstracciéon de hidrégeno a partir del C7 porque las
barreras de energia que presenta dicha abstracciéon son muy elevadas y para nuestro
proposito no importa que la abstracciéon de hidrégeno del Cr sea demasiado lenta como

para ser competitiva.
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5.4.1 Detalles metodolégicos para la enzima 15-LOX-1 de conejo

Se eliminaron el monoémero A y el ligando unido al centro activo del monémero B de la
estructura cristalogréafica del dimero de 15-LOX-1 de conejo?”. Se proton6 el monémero
B con el servidor web H+ 4216247 empleando un pH = 6.5 para los residuos titulables. El
estado de protonacion para la esfera de coordinacién del atomo de hierro se corrigié a
mano para asegurar una correcta descripcion de ésta.

Se utilizo el programa GOLD5.8.0%® para realizar los calculos de docking del AA dentro
de la cavidad del monomero B. Se exploré el espacio conformacional utilizando GA. Se
definio el lugar de unién como una esfera de 20 A de radio centrada en el atomo de Fe.
Se ha realizado una estimacién de las energias de Gibbs de uniéon mediante la funciéon
fitness ChemScore.

Se seleccion6 la mejor estructura para iniciar una simulacion de MD. Para los atomos de
proteina se us6 el force field de AMBER {f14SB?°, mientras que se recuperaron
parametros especificos para el AA de un trabajo previo’?. Como fuente para estos

2249251 - Se desarrollaron parametros especificos

parametros se emple6 la libreria GAFF
MM para el atomo de Fe y su primera esfera de coordinacion (His361, His366, Hisb41,
His545, 11e663 y el grupo OH)*® empleado el procedimiento MCPB.py?*® dentro del
modelo enlazante y del método de Seminario para el calculo de las constantes de fuerza®>.
Esta primera esfera de coordinacion se optimiz6 empleando el nivel de teoria B3LYP /6-
31G(d) y se asignaron sus cargas atomicas usando el procedimiento RESP de Merz y
Kollman?2.

El programa tLeap se us6 para combinar los archivos de enzima y sustrato, generando el
complejo proteina-sustrato, y para solvatar dicho complejo con una caja ortorrémbica de
moléculas de agua preequilibradas TIP3P?*?, ademas de para neutralizar su carga total
por medio de la adicion de cationes de sodio. El sistema final contiene aproximadamente
92150 atomos, de los cuales alrededor de 10600 pertenecen a la proteina. El resto de
atomos corresponde a moléculas de agua y cationes de sodio. Todas las simulaciones de
MD se realizaron usando la version AMBER 14 GPU (CUDA) del paquete de programas
PMEMD?214318 Para comenzar, el complejo de Michaelis se sometié a 22000 pasos de
minimizaciéon de energia combinado los métodos steepest descent y conjugate gradient
para eliminar los malos contactos. En los primeros 6000 pasos, se aplicaron restricciones
armoénicas a los dtomos de proteina y sustrato con una constante de fuerza de 5.0 kcal
mol! A2, de manera que tnicamente se relajo el solvente y los iones. En los siguientes
6000 pasos, se aplicaron restricciones armoénicas a los atomos del esqueleto proteico y a
los atomos pesados del sustrato con la misma constante de fuerza que antes. Sin embargo,
durante los ultimos 10000 pasos no se aplicé ninguna restriccion a la totalidad del
complejo. Después de esto, se llevaron a cabo simulaciones de MD usando PBC. El
sistema se calentd gradualmente desde 0 K a 300 K durante un periodo de 200 ps. El
siguiente paso consistié en realizar una simulacion de MD de 1 ns dentro del colectivo
NPT (300 K, 1 bar) para ajustar el volumen de la caja ortorrémbica de manera que la
densidad del sistema estuviera alrededor de 1 g cm™. Durante el calentamiento y la etapa
isobarica, se aplicaron restricciones armoénicas a los atomos del esqueleto proteico y a los
atomos pesados del sustrato con una constante de fuerza de 5.0 kcal molt A-2, mientras

que el resto del sistema se mantuvo sin restricciones. Se controlé la temperatura por
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medio de la dinamica de Langevin?'

, mientras que la presién se ajusté mediante el
barostato de Berendsen?!”. A continuacion, se llevé a cabo un periodo de equilibracion de
10 ns a temperatura (300 K) y volumen constantes. En ultimo lugar, se calcul6 un periodo
de producciéon de longitud de 100 ns dentro del colectivo NVT. Se usé un time step de 2
fs a lo largo de toda la trayectoria de MD. Mediante el algoritmo SHAKE?" se
restringieron todos los enlaces y angulos que contenian atomos de hidrégeno. Se han
calculado las interacciones no enlazantes aplicando un cutoff de 9 A.

Para describir la region QM se utilizo el funcional hibrido B3LYP?%. Para los atomos de
C, H, O y N se empleo el conjunto de base de People 6-31G(d)3?%, mientras que para el
atomo de Fe se empled el conjunto de base LANL2DZ?™. La region QM (ver Figura 39)
se definié como todos los atomos del AA que se encuentran entre Cs y Cis, 11 atomos
por cada His de la esfera de coordinacion del Fe (His361, His366, His541 y His545), 3
atomos de la Ile terminal (Ile663) de la esfera de coordinacion del atomo hierro y el

cofactor Fe(IIT)-OH-. Se us6 una multiplicidad de sextete3?”

. La carga neta de la region
QM es de 1 u.a. Se utilizaron siete link atoms, cinco entre los enlaces Cy-dtomos QM de
los cinco residuos de la esfera de coordinacion del Fe y dos enlazados a los atomos de

carbono alifaticos del sustrato lipidico (colocados entre Cy4-Cs y Ci5-Cig).
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Figura 39. Particion QM /MM para las reacciones de abstraccion de hidrogeno del AA
catalizadas por la enzima 15-LOX-1 de conejo. Los 4tomos QM estan representados en
azul. La frontera entre las regiones QM y MM esta indicada por lineas onduladas rojas.

5.4.2 Resultados para las reacciones de abstraccién de hidrégeno del
AA

Se han seleccionado N = 10000 snapshots uniformemente distribuidos en intervalos iguales
a lo largo del periodo de produccién que se ha descrito en la seccién anterior.
Posteriormente, se han identificado las estructuras precataliticas que han sido definidas
como aquéllas donde la distancia inicial entre el atomo de hidrogeno que seré abstraido,
Hi3-pros 0 H7pros, y €l a&tomo de oxigeno aceptor de hidrégeno, es decir, el &tomo de oxigeno
del cofactor Fe(III)-OH-, es menor que 3.0 A 04.0 A, respectivamente. Ademés, en dichas
estructuras, se cumple también que el &tomo de hidrégeno a abstraer se encuentra bien
orientado para su abstraccion, es decir, se cumple d(Hi3pros-O) < d(C13-O) 0 d(H7-pros-O)
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< d(Cr-0) en funcion de la abstraccion considerada, asegurando asi que el correspondiente
enlace C-H estd adecuadamente orientado para que tenga lugar la abstraccion de
hidrogeno (ver Figura 39). En tales estructuras, la reaccion se produce con una barrera
de energia potencial razonable. Aplicando este filtro, inicamente se han identificado n =
3383 o n =33 snapshots precataliticos para las abstracciones de Hizpros 0 Hr7pros,
respectivamente. De cada conjunto de snapshots precataliticos, se han seleccionado de
manera aleatoria 25 estructuras como representantes de dichos conjuntos. Se ha
minimizado la energia de cada una a nivel QM(B3LYP)/AMBER para obtener los
minimos reactivos asociados. A partir de estas estructuras, se han calculado los
correspondientes caminos de energia potencial a nivel QM(B3LYP)/AMBER empleando
como coordenada de reaccion la diferencia entre la distancia del enlace que se rompe (Ci3-
Hizpros 0 Cr-H7pros, para las abstracciones de Hizpros 0 H7pros, respectivamente) y la
distancia del enlace que se forma (Hizpros-O 0 Hrpos-O, respectivamente). Los
correspondientes perfiles de energia potencial estan representados en la Figura 40. De
manera similar a los casos anteriores, se ha obtenido una amplia dispersiéon de barreras
de energia potencial, las cuales oscilan de 12.8 kcal mol! a 26.5 kcal mol! para la
abstraccion de Hizpros (panel A de la Figura 40) y de 39.4 kcal mol! a 66 kcal mol! para
la abstraccion de Hrpos (panel B de la Figura 40). La abstraccion de hidrogeno Hizpros
presenta un promedio aritmético de 18.9 kcal mol ! con una desviacion estandar de 4.2
kcal mol!, mientras que la abstraccion de hidrogeno Hr.pwos presenta un promedio
aritmético de 49.6 kcal mol! con una desviacion estandar de 6.3 kcal mol!. Conforme a
lo previsto, las barreras de energia potencial correspondientes a la abstraccion de Hiz pros
son bastante mas pequenas que las correspondientes a la abstraccion de H7_pros.
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Figura 40. Caminos de energia potencial calculados comenzando a partir de cada uno
de los 25 snapshots precataliticos seleccionados de manera aleatoria para la reaccion de
abstraccion de Hizpros (panel A) y Hrpos (panel B) catalizada por la enzima 15-LOX-1
de conejo.

Existe una dispersion bastante considerable de los valores de los parametros geométricos
relevantes para las reacciones de abstraccién consideradas a lo largo de la simulaciéon de
MD de 100 ns. Esto se puede apreciar tanto siguiendo la evoluciéon temporal de las
distancias Ci3-OH y C7-OH (ver panel A de la Figura 41) como mirando los histogramas
de estas distancias (ver panel B de la Figura 41). Ciertamente, aplicar el filtro
correspondiente a los snapshots precataliticos reduce enormemente esta dispersion
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geométrica, aunque se sigue manteniendo la amplia dispersion de barreras de energia
potencial y no se observa correlacion con las distancias C13-OH o C7-OH (ver Figura 42).
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Figura 41. Distancias C13-OH (en A, linea verde) y C7-OH (en A, linea azul) (panel A)
e histograma de las distancias C13-OH (en A, lineas verdes) y C7-OH (en A, lineas azules)
(panel B) correspondientes a la simulacion de MD de 100 ns a nivel MM(AMBER) para
el complejo de Michaelis 15-LOX-1-AA. OH indica el grupo OH- del cofactor Fe(III)-OH-
de la 15-LOX-1.
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Figura 42. Barreras de energia potencial en funcion de las distancias Hizpros-OH (panel
A) o Hrpos-OH (panel B) para los snapshots precataliticos seleccionados de manera
aleatoria en el caso de la enzima 15-LLOX-1 de conejo. OH indica el grupo OH- del cofactor
Fe(IIT)-OH- de la 15-LOX-1.

Aplicando la ecuaciéon 32 para la abstraccion de Hiz.pros, la contribucion de las estructuras
no precataliticas (el primer término del segundo miembro de dicha ecuacion) con n = 3383
y N =10000 a la barrera de energia de Gibbs es de 0.6 kcal mol!. Se puede hacer una
estimaciéon de la contribucién de los snapshots precataliticos a partir del promedio
exponencial (segundo término del segundo miembro de dicha ecuacion) incluyendo las 25
estructuras representativas seleccionadas aleatoriamente, resultando en 14.6 kcal mol .
En total, la barrera de energia de Gibbs asciende a 15.2 kcal mol.

De manera similar para la abstraccion de H7pos, €l primer término da 3.4 kcal mol,
mientras que el segundo da 41.3 kcal mol™, resultando en una barrera de energia de Gibbs
de 44.7 kcal moll. La contribuciéon de la energia de Gibbs correspondiente al primer
término es el coste que se debe pagar para reducir el amplio conjunto de estructuras

107



correspondiente al complejo de Michaelis al conjunto estrecho de estructuras
precataliticas. Dicha contribucién no se puede despreciar.

Tabla 3. Numero de snapshots precataliticos (n), ntmero total de snapshots
seleccionados (N), namero de perfiles de energia potencial calculados, primer y segundo
término de la ecuaciéon 32, y AG ¥ para la abstraccion de Hrpros del AA catalizada por la
enzima 15-LOX-1 de conejo para los diferentes fragmentos de la simulacién de MD

considerada.
Fragmento  Numero de Nimero Nimero Primer  Segundo  AG¥
de snapshots total de de perfiles término  término (kcal
simulacién precataliticos  snapshots  de energia (kcal (kcal mol!)
de MD (n) selecionados  potencial ~ molt) mol?)
considerado (N) calculados
DeOns a 2 5000 2 4.6 47.4 52.0
50 ns
De 50 ns a 31 5000 23 3.0 41.2 44.2
100 ns
DeOns a 33 10000 25 3.4 41.3 44.7
100 ns

Tabla 4. Nuamero de snapshots precataliticos (n), ntmero total de snapshots
seleccionados (N), ntmero de perfiles de energia potencial calculados, primer y segundo

término de la ecuaciéon 32, y AG ¥ para la abstraccion de Hizpros del AA catalizada por
la enzima 15-LOX-1 de conejo para los diferentes fragmentos de la simulacion de MD

considerada.
Fragmento  Nuamero de Namero Namero Primer  Segundo  AG¥
de snapshots total de de perfiles término  término (kecal
simulacion  precataliticos  snapshots  de energia (kcal (kecal mol )
de MD (n) selecionados  potencial ~ mol?) mol?)
considerado (N) calculados
De Ons a 1643 5000 14 0.6 14.2 14.8
50 ns
De 50 ns a 1740 5000 11 0.6 16.3 16.9
100 ns
De O ns a 3383 10000 25 0.6 14.6 15.2
100 ns

Por otra parte, se ha realizado un test de convergencia de la barrera de energia de Gibbs
y de sus contribuciones que aparecen en la ecuacién 32 utilizando las reacciones de
abstracciéon de hidrégeno que se han desarrollado en esta seccion. Para lograr este
proposito, se ha dividido la simulacion de MD de 100 ns en dos mitades (50 ns cada una)
y se han usado los resultados ya obtenidos para realizar un analisis de cada mitad por
separado. De esta manera, cada mitad contiene un conjunto de N =5000 snapshots
uniformemente distribuidos en intervalos iguales a lo largo de la simulacién de MD, los
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snapshots precataliticos correspondientes (n) y aquéllas de las 25 estructuras que fueron
seleccionadas de manera aleatoria como representantes de los snapshots precataliticos
pertenecientes a cada mitad de trayectoria de 50 ns. Cabe destacar que para estas
estructuras, ya se han calculado los caminos de energia potencial y las barreras de energia
potencial correspondientes a nivel QM(B3LYP)/AMBER.

Las Tablas 3 y 4 muestran los resultados para las abstracciones de H7pros v Hiz-pros,
respectivamente. En aras de facilitar la comparacion, los resultados para la totalidad de
la simulacién de MD también se han incluido en las tltimas lineas de estas dos Tablas.
Es evidente que cuanto mas largas son las simulaciones de MD, mejores son los resultados
obtenidos. Se recomienda realizar este test para determinar si la barrera de energia de
Gibbs y sus componentes estan bien convergidos. Este test es bastante rapido porque
solamente consiste en la comparacién de la totalidad de resultados con la situacién
correspondiente a la division en dos mitades. En nuestro caso, los resultados estan
bastante bien convergidos, siendo los tnicos resultados discordantes aquellos que
corresponden a la simulacion de 0 ns a 50 ns para la abstraccion de Hrpos (ver Tabla 3).
Esto es debido a la estadistica muy pobre que se obtiene cuando dnicamente se
encuentran 2 snapshots precataliticos. De hecho, tendria que haber mas snapshots
precataliticos (y, por lo tanto, més barreras de energia potencial calculadas) en una
simulacion de MD para obtener resultados fiables. Cabe resefiar que en el caso de la
abstraccion de Hizpros (ver Tabla 4), la desviacion mas considerable aparece en el
fragmento de MD que va de 50 ns a 100 ns, dentro del cual el ntimero de perfiles de
energfa potencial calculados es un poco més pequefio en comparacién con el primer
fragmento o la totalidad de la simulacién de MD.

Tabla 5. Numero de snapshots precataliticos (n), ntmero total de snapshots
seleccionados (N), numero de perfiles de energia potencial calculados, primer y segundo
término de la ecuaciéon 32, y AGTY para las abstracciones de H7.pros v Higpros del AA
catalizadas por la enzima 15-LOX-1 de conejo para la totalidad de la simulaciéon de MD
aplicando un filtro mas restrictivo para la busqueda de snapshots precataliticos.

Filtro de los Namero de Namero Namero Primer Segundo AG7
snapshots snapshots total de de perfiles término  término  (kcal
precataliticos  precataliticos  snapshots  de energia (kcal (kcal mol)
(n) selecionados  potencial ~ mol) mol?)
(N) calculados
d(H7_pms—AOH)
<38Ay
A(H7 pros-OH) 12 10000 7 4.0 40.5 44.5
< d(C7-OH)
d(ng_prosA—OH)
<27Ay
d(H1g pros-OH) 1457 10000 9 1.1 14.9 16.0
< d(C13-OH)
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Por otra parte, también se ha comparado nuestros resultados originales para los 100 ns
de simulacién de MD para las reacciones de abstraccion de hidrogeno del AA catalizadas
por la 15-LOX-1 de conejo, con los correspondientes resultados que se podrian haber
obtenido usando un filtro ligeramente méas restrictivo para identificar los snapshots
precataliticos. Los criterios originales eran d(Hr-pros-OH) < 4.0 A y d(H7-pros-OH) < d(Cr-
OH) para la abstraccion de Hrpros, y d(Hizpros-OH) < 3.0 A y d(His-pros-OH) < d(Cis-
OH) para la abstraccion de Hispros. Los resultados en la Tabla 5 muestran que una
restriccion ligeramente mas limitativa claramente disminuye, como era de esperar, el
namero de snapshots precataliticos y altera los valores de los dos términos de la ecuaciéon
32 (especialmente se aumenta la contribucion del primer término), aunque el cambio de
AG¥ 1o es muy significativo. Sin embargo, el uso de un filtro bastante restrictivo podria
reducir suficientemente el nimero de snapshots precataliticos de manera que se perdiera
la estadistica necesaria para conseguir resultados fiables.
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Figura 43. Distancias C13-OH (en A, linea verde) y C7-OH (en A, linea azul) (panel A)
e histogramas de las distancias C13-OH (en A, lineas verdes) y C7-OH (en A, lineas azules)
(panel B) correspondientes a la simulacion de MD de 3 ps a nivel MM(AMBER) para el
complejo de Michaelis 15-LOX-1-AA comenzando a partir de la estructura precatalitica

seleccionada que da lugar a la barrera de energia potencial méas baja para cada abstracciéon
de hidrégeno. OH indica el grupo OH- del cofactor Fe(III)-OH- de la 15-LOX-1.

Merece la pena hacer una consideracién final. Vamos a suponer que se realizan
simulaciones de Umbrella Sampling (US) a partir de la estructura precatalitica
seleccionada que da lugar a la barrera de energfa potencial méas baja para cada abstracciéon
de hidrogeno. Es decir, la correspondiente a una barrera de 12.8 kcal mol! para la
abstraccion de Hispros y la correspondiente a 39.4 kcal mol! para la abstraccion de Hr.
pros. Una amplitud razonable para las ventanas de las simulaciones de US a nivel
QM(DFT)/MM en reacciones enzimaticas es de 3 ps (50 ps si se utiliza un método
semiempirico para describir la region QM). La cuestion aqui es en qué grado las
estructuras generadas a lo largo de esta exploracion corta (la longitud de la cual estéa
limitada por el gran tiempo de céilculo que involucran las simulaciones de MD a nivel
QM/MM) son representativas de las configuraciones nucleares de la totalidad del valle
de reactivos. En el panel A de la Figura 43 se ha representado la evolucion de las
distancias C13-OH y C7-OH a lo largo de una simulacion de MD a nivel MM(AMBER)
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de 3 ps del complejo de Michaelis 15-LOX-1-AA y los histogramas correspondientes
aparecen en el panel B de la Figura 43. Esta Figura se debe comparar con la simulacién
de MD bastante mas larga de 100 ns a nivel MM(AMBER) que aparece en la Figura 41.
Es importante notar que las simulaciones cortas empleadas en las simulaciones de US
unicamente cubren un entorno estrecho de la estructura de partida (s6lo un subvalle), de
tal manera que la contribuciéon a la energia de Gibbs que proviene del gran ntmero de
configuraciones nucleares distribuidas en la totalidad del valle de reactivos se pierde
totalmente. De esta manera, la eleccién de una tnica estructura particular para calcular
la barrera de energia de Gibbs para una reacciéon enzimatica usando o bien simulaciones
de US o bien el método de FEP desprecia contribuciones muy considerables del valle de
reactivos del complejo de Michaelis enzima-sustrato y puede conducir a un error
significativo. Creemos que este capitulo 5 introduce un aviso significativo en este sentido
que merece consideracion.

5.5 Conclusiones

El desorden instantdneo consiste en fluctuaciones dindmicas instantaneas en el complejo
de Michaelis enzima-sustrato que se producen en escalas de tiempo mucho menores que
k.- Esto conduce a diferentes barreras de energia que no se pueden detectar
experimentalmente, las cuales son consecuencia de un gran numero de configuraciones
nucleares en equilibrio local entre si dentro de un valle de reactivos. Por medio de métodos
QM/MM, se pueden construir multiples caminos de minima energia que conectan un
minimo de energia potencial dentro del valle de reactivos con el minimo de energia
potencial asociado en el valle de productos, produciendo una amplia dispersiéon de
barreras de energia potencial. El método més empleado para hacer una estimaciéon de la
barrera de energia de Gibbs de una reaccién enzimética ha sido el promedio exponencial.
Sin embargo, es cuestionable la manera como se ha justificado y aplicado en la practica
dicho promedio exponencial. A lo largo de este capitulo 5 y sus secciones, se ha propuesto
un protocolo basado en la teoria de Free Energy Perturbation que justifica de manera
mas idonea el uso adecuado del promedio exponencial que proporciona una manera
practica para determinar la barrera de energia de Gibbs de la reaccion. Este valor incluye
la contribucién tanto de las estructuras no precataliticas como de las precataliticas como
resultado de una larga exploracion del valle de reactivos. Ademaés, este procedimiento no
requiere la eleccion arbitraria de una estructura particular en cuyo entorno bastante
estrecho se calcula un potencial de fuerza media.
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Capitulo 6

Estudio de las propiedades alostéricas
del dimero de 15-LOX-1

Los resultados presentados a lo largo del capitulo 6 han sido publicados en los siguientes
articulos:

International Journal of Molecular Sciences, vol. 22, 3285, pp. 1-18, 2022

Biochimica et Biophysica Acta - Molecular and Cell Biology of Lipids, vol. 1865, 158680,
pp. 1-14, 2020

Journal of Medicinal Chemistry, vol. 65, pp. 1979-1995, 2022

En esta seccién se describe una parte de la tesis realizada en colaboracién con los grupos
experimentales del Dr. Harmut Kiithn y Dr. Igor Ivanov. El autor de esta tesis ha tenido
que entender y discutir los resultados experimentales, pero sélo ha efectuado directamente
los calculos tedricos, los cuales han sido disefiados en funciéon de los resultados
experimentales.

Dado que los resultados experimentales y tedricos son dificilmente inseparables, a
continuacién, se explican ambos, aunque la extensiéon de la parte experimental ha sido
reducida al minimo posible. Por otra parte, para facilitar la lectura, se han indicado las
secciones que contienen exclusivamente resultados experimentales anadiendo en sus

respectivos titulos la aclaracion “(Resultados experimentales)”.
6.1 Introduccién

Tipicamente, se han considerado las isoformas de las LOXs como enzimas monoméricas

que contienen una sola cavidad para la unién del sustrato, donde en dicha cavidad se
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unen los dcidos grasos colocandose cerca del d4tomo de hierro cataliticamente activo que
no pertenece a un grupo hemo.

En relaciéon con la 15-LOX-1, es bien conocido que su especificidad de reacciéon depende
de la geometria de las cadenas laterales de los aminoacidos Phe353, Met418, 11e419, 11e593
y Leub97, donde estos dos ultimos residuos se encuentran en la parte final de la hélice
a18. Dicha geometria determina la disposicion del AA dentro del centro activo de la
enzima?®’328 330 Por otra parte, experimentos cinéticos de la oxigenacion de diferentes
acidos grasos catalizada por la 15-LOX-1 indican que la presencia de productos de las
LOXs, tales como 15-HpETE, 12-HpETE y 13-HpODE, modula las constantes cinéticas
de la oxigenacion de AA y LA3437:331-333° Ademas, tal y como se explicard con mas detalle
mas abajo, la potencia de varios inhibidores de la 15-LOX-1 depende de la identidad del
acido graso empleado para los ensayos de actividad33*33%, Todos estos datos no son
congruentes con el mecanismo de reacciéon convencional de la 15-LOX-1 y sugieren
mecanismos de caracter alostérico. Lamentablemente, la base molecular para las
propiedades alostéricas de las diferentes isoformas de las LOXs no esta clara, pero se han
propuestos dos conceptos alternativos con el objetivo de explicarlas: 1) las isoformas de
LOXs que tienen un carécter alostérico involucran, ademas de una cavidad donde se une
el sustrato, un lugar de unién para los reguladores alostéricos. La unién de un ligando en
este motivo estructural hipotético altera la estructura de la cavidad donde se une el

28336; 2) las isoformas

sustrato, alterando también la cinética de oxigenacion del sustrato
de LOXs que tienen un caracter alostérico funcionan como proteinas diméricas donde uno
de los monémeros actuaria como regulador alostérico®3”. En este escenario, la cavidad del
monoémero regulatorio constituiria el lugar de unién para el ligando alostérico, mientras
que el 4cido graso se uniria en la cavidad del mon6émero catalitico.

La estructura cristalografica de la 15-LOX-1 de conejo (PDB code 2POM)?" es congruente
con una proteina heterodimérica, donde los dos conférmeros estructuralmente diferentes
A (con el centro activo vacio) y B (con el centro activo ocupado por el inhibidor RS7),
interaccionan el uno con el otro por medio de sus hélices o2 y a18. Como se ha comentado
en la seccion 1.2.2.1, dicho heterodimero se estabiliza fundamentalmente por la formaciéon
de un cluster hidrofébico, que presenta una conformaciéon zipper en la estructura
cristalogréafica, donde Leul79/Leul83 de la hélice o2 del conférmero A y Leul88/Leul92
de la hélice o2 del conféormero B entran en contacto directo entre si. En el conféormero B,
que tiene unido el ligando RS7, la hélice a2 se encuentra desplazada alrededor de 12 A
cuando se compara con su homologa del conférmero A, que se encuentra vacio, mientras
que la hélice a18 del conféormero B sélo se encuentra ligeramente desplazada respecto su
homologa del conférmero A8, Ademas, calculos de energia de Gibbs de la dimerizacion
de la 15-LOX-1 de conejo sugieren que entre todos los posibles dimeros de 15-LOX-1
(A+A, A+B y B+B) la combinacion A+B es la mas estable desde un punto de vista
termodinamico®. Aunque, en general, en solucién acuosa los elementos de la estructura
secundaria presentan una mayor flexibilidad que cuando estdn formando cristales®, la
15-LOX-1 de conejo también experimenta dimerizacion reversible en estas condiciones.
Este equilibrio monémero-dimero depende del pH, de la concentracion de sal, de la
presencia o ausencia de ligandos en el centro activo, de la concentraciéon de enzima y de
la temperatura. De hecho, la unién de un ligando en el centro activo favorece la
dimerizacion de dicha enzima?*. Cabe destacar que calculos de docking de AA y LA en la
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cavidad del conféormero A resultan en complejos enzima-sustrato inestables (resultados
no publicados) y sugieren que la reorganizacion de la hélice a18 puede ser necesaria para
proporcionar suficiente espacio para la unién del acido graso. Sin embargo, la fuerza
motriz para la reorganizacion de la hélice a2 no esta clara. Debido a que el equilibrio
monoémero-dimero también se ha observado para la enzima que no contiene ningtn
ligando, puede ser posible que la 15-LOX-1 de conejo en solucién acuosa esté presente en
dos estados conformacionales, que difieren el uno del otro en la localizacion de sus hélices
a2. En base a los datos disponibles actualmente, no se puede decidir si el desplazamiento
de la hélice a2 es forzado por la unién de RS7 o si la flexibilidad intrinseca de la hélice
a2 permite la unién de RS7. Bien podria ser que dicha flexibilidad de la hélice o2
permitiese la union de ligandos voluminosos en el centro activo. No obstante, cuando se
solapan las estructuras cristalograficas de la 15-LOX-1 de conejo®” (conférmero A) y de
la 15-LOX-2 humana que contiene un ligando®* (panel A de la Figura 44), y la de esta
primera enzima y la del dominio catalitico de la 12-LOX porcina de los leucocitos®*, que
también contiene un ligando, (panel B de la Figura 44) se puede observar que la posicion
relativa de la hélice a2 es muy similar. En estudios previos, se ha indicado que una fuerte
asociacion en la 15-LOX-1 de conejo del domino PLAT con la subunidad catalitica puede
ser importante para la estabilidad e integridad de la hélice o23%%. Ademés, los
experimentos (espectrometria de masas de intercambio hidrégeno deuterio) en la 15-LOX-
2 humana también sugieren que la union del sustrato puede inducir alteraciones en la
dindmica estructural del dominio PLAT y de la hélice o23'!. De manera que la
conformaciéon observada de la hélice a2 en el conférmero B de la 15-LOX-1 de conejo
puede no ser considerada como non-native structure sino ser una consecuencia del alto
grado de flexibilidad estructural del dominio catalitico.

Para explorar la dindmica conformacional de los monémeros de 15-LOX-1 y la posibilidad
de su cooperaciéon funcional en més detalle, nuestros colaboradores experimentales
analizaron (por medio de native polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)) las enzimas
altamente purificadas 15-LOX-1 de conejo y 15-LOX-2 humana. Cuando estas
preparaciones de las enzimas (que mostraron una sola banda proteica en sodium dodecyl
sulfate native polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)), se analizaron en
condiciones nativas se detectaron dos bandas proteicas bien separadas y estos datos
sugirieron la heterogeneidad estructural de las preparaciones de las enzimas. Cuando se
mutan residuos claves que contribuyen a las interacciones intermondémero se observan
alteraciones en las propiedades cataliticas.

Por otra parte, el extremo C-terminal de la hélice a18 contiene en la posicién 596 el
residuo Gln que se conserva en numerosas 15-LOX de mamiferos, pero en la 12-LOX
humana de las plaquetas esta posicién estd ocupada por una His. Recientemente, se ha
determinado que la His596 de la 12-LOX humana de las plaquetas esta implicada en la
union del sustrato, ya que puede interaccionar con el grupo carboxilato del AA durante
la catalisis3?. A diferencia de la His, que posee una carga positiva a pH fisiologico, la
cadena lateral de Gln no esta cargada, pero puede interaccionar con el grupo carboxilato
del sustrato mediante la formacién de puentes de hidrogeno, ya sea formandolos
directamente o utilizando moléculas de agua de puente. Para ambos residuos (His y Gln)
se han determinado valores similares de energia de Gibbs de solvatacion.
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Figura 44. Solapamiento de las estructuras cristalograficas de la 15-LOX-1 (ALOX15)
de conejo (PDB code 2POM?", conféormero A, gris) y de la 15-LOX-2 (ALOX15B) humana
(PDB code ANRE?®, marron) (panel A); Solapamiento de las estructuras cristalograficas
de la 15-LOX-1 de conejo (PDB code 2POM?, conféormero A, gris) y del dominio catalitico
de la 12-LOX porcina de los leucocitos (PDB code 3RDE?" marron) (panel B);
Heterogeneidad estructural de la 15-LOX-1 de conejo y de la 15-LOX-2 humana en
soluciones acuosas (panel C). PAGE en condiciones nativas. Para este analisis, las
enzimas se prepararon y mantuvieron en un buffer 20 mM de tris(hidroximetil)
aminometano hidrocloruro (Tris-HCI) de pH 8.0 que contenia 130 mM de NaCl (C-I).
PAGE en condiciones nativas. Para este analisis, las enzimas se prepararon y
mantuvieron en un buffer 20 mM de Tris-HCl de pH 8.0 que no contenia NaCl
(preparacion de la enzima sin sal eluida como un solo pico mediante cromatografia por
exclusion de tamaifio) (C-II). PAGE en condiciones de desnaturalizacion. Para este
analisis, las enzimas se prepararon y mantuvieron en un buffer 20 mM de Tris-HCI de

pH 8.0, pero el buffer utilizado para realizar la prueba experimental contenia 0.5% de
sodium dodecyl sulfate (SDS) (C-III).

Para explorar si la GIn596 de las 15-LOXs de mamiferos estd involucrada en las
interacciones enzima-sustrato o si este residuo puede contribuir a las propiedades
alostéricas de estas enzimas primero nuestros colaboradores experimentales mutaron
GIn596 de la 15-LOX-1 de conejo y GIns95 de la 15-LOX-2 humana por aminoécidos
hidrofobicos que no pueden establecer puentes de hidrogeno (més concretamente Leu y
Ala). Luego testearon las alteraciones estructurales y funcionales para los mutantes
resultantes. A continuacién, insertaron una Pro, un aminoéicido que se caracteriza por
romper las hélices o, y una Glu, que estd cargada negativamente, en esta posicion y
comprobaron el impacto de estos intercambios de aminoécidos en la funcionalidad de las
enzimas. En dltimo lugar, disefiamos in silico nuevos modelos diméricos para la 15-LOX-
1 de conejo wild-type y sus mutantes del residuo GIn596, en los cuales el conféormero A
estd representado por un monoémero vacio (no hay ligando en su centro activo) y el
conférmero B contiene o bien el AA o bien el 19-HETE en su centro activo.

Finalmente, en relacion con el papel de 15-LOX-1 en la inflamacion, es preciso destacar
que dicha enzima es algo peculiar, ya que exhibe una funcionalidad dual®*?. En varios
modelos inflamatorios, los productos de la 15-LOX-1 inducen efectos proinflamatorios.
En cambio, también hay articulos que sugieren actividades antiinflamatorias de la 15-
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LOX-1. Este hecho complica el desarrollo de inhibidores de ésta con el objetivo de tratar
diversas enfermedades humanas?*3 3%, Gran cantidad de los inhibidores que se han
desarrollado para 15-1LOX-1 en el pasado involucran heterociclos que contienen nitroégeno.
Entre éstos se encuentran los muy potentes derivados de oxadiazol o oxazol?!0, las
sulfonamidas y sulfamidas basadas en pirazol®*’, los analogos sulfonamida basados en

1349352 ademas de las sulfonamidas

imidazol®*®, los inhibidores basados en indo
triptaminas®®. La mayoria de estos compuestos inhiben la oxigenaciéon del LA catalizada
por la 15-LOX-1 con una eficiencia similar a la del AA38353  Sin embargo, la potencia
inhibidora de algunos de estos compuestos depende del 4cido graso, cosa que puede tener
relevancia biolégica. De hecho, los inhibidores de la 15-LOX-1 que muestran especificidad
en relacién con el sustrato pueden dificultar la formacion de los mediadores nocivos
derivados del LA sin alterar la biosintesis de moléculas sefalizadoras beneficiosas que
provienen de otros acidos grasos polienoicos. Cuando se probo el isobutyl (N-(5-(5,6-
difluoro-1H-indol-2-yl)-2-methoxyphenyl)sulfamoyl)carbamate 3° como inhibidor de la
15-LOX-1 humana purificada, se observé inhibicion selectiva de la actividad oxigenasa
del LA de la enzima con un ratio ICs0(LA)/IC50(AA) de 0.03 (ver Figura 45). La
diferencia observada entre sustratos no se puede explicar mediante el modelo

354 en el cual inhibidor y sustrato compiten por

convencional de unién de un ligando
unirse al centro catalitico de la enzima monomérica, cosa que sugiere que dicha enzima

tiene un caracter alostérico.
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100
IC ;,=5.40£0.5 uM

%

50

Residual activity,

IC ;,=0.16+0.02 yM

0.001 0.01 0.1 1 10 100

Inhibitor concentration, pM

Figura 45. Curvas dosis-respuesta para la inhibicion de la actividad oxigenasa de LA y
AA catalizada por la 15-LOX-1 humana pura por medio de isobutyl (N-(5-(5,6-difluoro-
1H-indol-2-yl)-2-methoxyphenyl)sulfamoyl)carbamate.

Para explorar la base molecular de la inhibicién especifica de sustrato de la actividad
oxigenasa del LA de la 15-LOX-1 por medio de isobutyl (N-(5-(5,6-difluoro-1H-indol-2-

350, primero de todo hemos realizado estudios in

yl)-2-methozyphenyl)sulfamoyl)carbamate
silico basados en célculos de docking para encajar dicho compuesto en el lugar de unién
del sustrato de la 15-LOX-1. Ya que actualmente no se dispone de ninguna estructura
cristalografica para la 15-LOX-1 humana, nuestros colaboradores experimentales han
realizado la mayoria de los experimentos mecanisticos con la 15-LOX-1 de conejo.
Después de los estudios de docking iniciales, seleccionaron el (N-(3-(1H-indol-2-

yl)phenyl)sulfamoyl)carbamic acid como nucleo farmacoforo, prepararon un conjunto de
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analogos modificados y probaron sus actividades en relacién con las 15-LOXs de conejo,
humana y de ratéon recombinado. Teniendo en cuenta que en trabajos previos se
determiné que el docking del AA en el centro activo del conférmero A de la 15-LOX-1 de
conejo resultaba en un complejo enzima-sustrato inestable (resultados no publicados),
hemos empleado un nuevo modelo de dimero para la 15-LOX-1 de conejo, en el cual el
lugar de union del ligando del conférmero A estd ocupado por el inhibidor, mientras que
el conférmero B contiene el acido graso correspondiente en su centro catalitico. Por
iltimo, hemos realizado estudios de mutagénesis site-directed y simulaciones de MD para
explorar las consecuencias de la unién del inhibidor en el alineamiento del sustrato en el
centro activo del otro monémero.

En lo que resta de este capitulo 6 se van a ir detallando los experimentos realizados mas
destacados, asi como sus resultados y conclusiones principales, pero no se va a entrar en
la metodologia de estos experimentos porque, como se ha comentado mas arriba, éstos
no han sido realizados por nuestro grupo de investigaciéon, sino que han sido fruto de una
colaboracion con dos grupos de investigacion extranjeros (Dr. Harmut Kiithn y Dr. Igor

Ivanov).

6.2 Heterogeneidad conformacional y efectos cooperativos
de la de la 15-LOX de mamifero

6.2.1 Metodologia

En relacion con los calculos de docking, se realizaron con el programa GOLD5.8.0%48, Las
coordenadas para los atomos de hidrogeno se generaron con el servidor web H-246:247
empleando un pH de 6.0 para los residuos titulables. Los calculos de docking de AA y LA
se realizaron colocando dichos acidos grasos en la cavidad de una estructura relajada del
conformero B del dimero Trp181Glu-15-LOX-1-empty(A)-empty(B). Es preciso destacar
que este dimero mutante de la 15-LOX-1 de conejo se credé basandose en las coordenadas
de la estructura cristalografica de dicha enzima wild-type (PDB code 2POM)3". Para poder
llevar a cabo lo anterior, se elimin6 el ligando (inhibidor RS7) que ocupaba el centro
activo del conféormero B. En estos estudios de docking, la cavidad donde se podia unir el
sustrato se defini6 como una esfera de 20 A de radio centrada alrededor del atomo de
hierro catalitico que no pertenece a un grupo hemo del conférmero B. La estructura de
la enzima se mantuvo totalmente rigida durante los cédlculos de docking, sin embargo, se
les confiri6 total flexibilidad a los diferentes acidos grasos. Se activo la opcion de GOLD
que considera las interacciones de ligandos orgénicos con iones metélicos en
metaloenzimas, pero limitando la exploracién de los calculos de docking a geometrias
hexacoordinadas del hierro. Con el objetivo de asegurar una exploracién conformacional
extensiva de los diferentes sustratos se empled el algoritmo genético mas eficiente. Para
hacer una estimacion de las energias de Gibbs de unién de los sustratos se seleccion6 la
funcion fitness ChemScore.

En relacion con las simulaciones de MD, primero de todo, utilizando el protocolo
establecido por el paquete de programas AMBER?%, se montaron los modelos diméricos
W181E-15-LOX-1-empty(A)-empty(B), W181E-15-LOX-1-empty(A)-AA(B) y WI181E-
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15-LOX-1-empty(A)-LA(B). El force field ff14SB?* se utilizo para la proteina, mientras
que los parametros del force field para el atomo de hierro y su esfera de coordinacion3®
(His361, His366, Hisb41, Hisb45, 1le663 y el grupo OH") se desarrollaron empleado el
procedimiento MCPB.py?®. Para los dos sustratos (AA3% y LA3%) se recuperaron sus
parametros de force filed de estudios previos empleando el protocolo de AMBER. Como
fuente de estos parametros se utilizo la libreria GAFF22°0:%51 Los grupos carboxilato de
los dos sustratos se modelaron como no protonados para que coincidan con su estado de
protonaciéon en condiciones fisiologicas. Usando el programa tlLeap se solvataron los
diferentes complejos con una caja ortorrombica de aguas preequilibradas TIP3P? y la
carga total se neutralizoé con cationes sodio. Los sistemas finales contenian alrededor de
200000 atomos, donde unos 21000 pertenecian a la proteina. El resto de atomos eran
moléculas de agua y cationes sodio. Todas las simulaciones de MD se calcularon
empleando la version AMBER 18 GPU (CUDA) del paquete de programas
PMEMD?42%_  En primer lugar, los sistemas se minimizaron usando los algoritmos
steepest-descent y conjugate gradient durante 22000 pasos de minimizacién de energia
para evitar malos contactos. En los primeros 6000 pasos, se aplicaron restricciones
armoénicas a los dtomos de la proteina y del sustrato con una constante de fuerza de 5.0
kcal mol! A2 En los siguientes 6000 pasos, se aplicaron restricciones armonicas
inicamente al esqueleto proteico y a los dtomos pesados del sustrato con una constante
de fuerza de 5.0 kecal mol! A-2. En los tltimos 10000 pasos, la totalidad del sistema se
encontraba libre de restricciones. Después, se llevaron a cabo las simulaciones de MD
utilizando PBC. El sistema se calent6 gradualmente de 0 K a 300 K durante un periodo
de 200 ps. A continuacién, se realizdé una simulaciéon de MD de 1 ns a temperatura y
presion constantes (300 K, 1 bar) para ajustar el volumen de la caja de manera que la
densidad del sistema fuese cercana a 1 g cm™. Cabe destacar que durante la etapa de
calentamiento y la etapa isobérica se aplicaron restricciones armoénicas al esqueleto
proteico y a los atomos pesados del sustrato con una constante de fuerza de 5.0 kcal mol-
1 A2, La temperatura se control6 por medio de dinamica de Langevin'6, mientras que la
presion se ajusté mediante el baréstato de Berendsen?!”. Posteriormente, se llevo a cabo
una etapa de equilibracion de 10 ns a temperatura (300 K) y volumen constantes. En
altimo lugar, se generd un periodo de producciéon de 100 ns dentro del mismo colectivo
isotérmico-isocorico. Se empled un time step de 2 fs a lo largo de toda la trayectoria de
MD. Todos los enlaces y angulos que contienen dtomos de hidrégeno se fijaron por medio
del algoritmo SHAKE?!®. Las interacciones no enlazantes se han calculado con un cutoff
de 9 A. Entonces, la ultima estructura de la simulacion de MD para el dimero Trp181Glu-
15-LOX-empty(A)-empty(B) se utiliz6 como receptor para los calculos de docking de AA
vy LA en el monémero B. A continuacion, la mejor pose de docking del AA se selecciond
como la estructura de partida para las simulaciones de MD del complejo Trp181Glu-15-
LOX-1-empty(A)-AA(B) y la mejor pose de docking del LA se emple6 para iniciar la
simulacion de MD del complejo Trp181Glu-15-LOX-1-empty(A)-LA(B). Con el objetivo
de poder comparar, se han incluido también los resultados de las simulaciones de MD
para los complejos diméricos 15-LOX-1-empty(A)-AA(B) wild-type y 15-LOX-1-
empty(A)-LA(B) wild-type de estudios previos realizados por nosotros®. Los analisis de
las simulaciones de MD se realizaron con AmberTools18, mientras que la visualizacién
de dichas trayectorias se realizo con los programas VMD?7 y USCF CHIMERA?™.
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6.2.2 Resultados

6.2.2.1 Caracterizacion estructural de las isoenzimas de 15-LOX
mediante PAGE en condiciones nativas (Resultados

experimentales)

Para explorar la heterogeneidad estructural de las diferentes isoformas de las LOXs en
solucion acuosa se han seleccionado dos isoenzimas de las LOXs (la 15-LOX-1 de conejo
y la 15-LOX-2 humana), para las cuales se ha resuelto su estructura cristalografica (PDB
codes 2POM?7 y 4ANRE3%| respectivamente). Estas enzimas se han expresado, purificado
y analizado por medio de diferentes tipos de PAGE. Los resultados experimentales
sugieren que en soluciones acuosas libres de sal tanto la 15-LOX-1 de conejo como la 15-
LOX-2 humana presentan heterogeneidad estructural (por lo menos dos conférmeros
diferentes), mientras que la presencia de sal induce homogeneidad estructural en ambas
isoformas (ver panel C de la Figura 44).

6.2.2.2 Consecuencias de la eliminaciéon del dominio N-terminal y de
mutaciones puntuales de His585 en la heterogeneidad
conformacional de la 15-LOX-1 de conejo (Resultados

experimentales)

Con el objetivo de explorar la base estructural de la heterogeneidad estructural de la 15-
LOX-1 observada (ver panel C parte II de la Figura 44) se han llevado a cabo tres lineas
de experimentos adicionales: 1) se prepard, purifico y analiz6 por medio de PAGE en
condiciones nativas el mutante cataliticamente activo que no contenia el dominio N-
terminal PLAT dado que dicho dominio se ha relacionado con la heterogeneidad
estructural de la 15-LOX-1 de conejo?®. De manera similar, tanto para la 15-LOX-1 de
conejo wild-type como para su mutante que no contenia el dominio N-terminal PLAT se
observaron dobles bandas proteicas, sugiriendo que la heterogeneidad estructural de
ambas proteinas no guarda relacion con la flexibilidad del dominio N-terminal PLAT
relativa a la subunidad catalitica. De manera que dicha heterogeneidad estructural es
una propiedad intrinseca del dominio catalitico; 2) se repiti6 la experiencia anterior a
diferentes valores de pH. Entonces, se pudo observar que esta doble banda seguia
apareciendo para ambas proteinas, pero las intensidades de las bandas dependian del pH;
3) se llevaron a cabo varios estudios de mutagénesis de residuos que potencialmente son

034, De acuerdo con el analisis Proteins, Interfaces,

relevantes para la formacion del dimer
Structures and Assemblies (PISA), la His585 del conformero A que pertenece a la hélice
al8 y el Trpl81l del conféormero B que pertenece a la hélice o2 contribuyen
significativamente al plano de contacto intermonémero en la estructura cristalografica de
la 15-LOX-1 de conejo. En estado monomérico, ambos conférmeros tienen el Trpl81

expuesto al solvente.
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Figura 46. Estructura cristalografica del conférmero A (no hay ligando unido en el
centro activo) para la 15-LOX-1 de conejo wild-type (panel A) donde la cadena lateral de
Hish85 se encuentra en la superficie de la proteina y es accesible al solvente. Estructura
cristalografica del conformero B (hay ligando unido en el centro activo) para la 15-LOX-
1 de conejo wild-type (panel B) donde la cadena lateral de His585 no es accesible al
solvente, ya que esté ocultada dentro de la proteina entre las cadenas laterales de Glul85
y Lys189.

En cambio, la Hish85 tinicamente esta expuesta al solvente en el estado monomérico del
conformero A (ver panel A de la Figura 46), mientras que en el conféormero B la cadena
lateral de este residuo esta apantallada por la hélice a2 del mismo conférmero (ver panel
B de la Figura 46). La introduccion de un Glu, que esta cargado negativamente, en esta
posicion (mutacion Hish85Glu) es probable que induzca repulsiones electrostaticas entre
las cadenas laterales de Glul85 y Glu585 que también estan cargadas negativamente.
Estas fuerzas repulsivas podrian afectar la disposiciéon espacial de las hélices o2 y ol8.
Por otra parte, la Glu585 cargada negativamente podria interaccionar con la Lys189
cargada positivamente. Estas fuerzas electrostaticas atractivas podrian estabilizar la
estructura de este conféormero. Por todo esto, es dificil predecir las consecuencias
funcionales de tales mutaciones. Cuando se introduce una Lys cargada positivamente en
la posicion 585 (mutacion His585Lys) se esperan escenarios similares a los que se acaban
de comentar. Por medio de cromatografia por exclusion de tamaiio se ha podido
determinar que, bajo las condiciones experimentales empleadas, las fracciones de proteina
preparadas (15-LOX-1 de conejo wild-type y los mutantes de la posicion 585) se
encuentran en forma monomérica (ver Figura 47). El anélisis de estos mutantes mediante
PAGE en condiciones nativas indica que el residuo que se encuentra en la posicion 585
contribuye a la carga neta superficial de la proteina. Ademés, mediante espectroscopia
de dicroismo circular (CD) a diferentes temperaturas también se explord el impacto de
la mutacion Hish85Glu en la estructura proteica donde los resultados obtenidos sugirieron
que Glub85 podria desempeiiar un papel en la estabilidad de la proteina. Por otra parte,
los espectros de fluorescencia de la 15-LOX-1 de conejo wild-type y de sus mutantes
Hisb85Glu y Trpl81Glu eran muy similares entre si, cosa que sugirié que estas tres
variantes enziméticas presentan una estructura terciaria muy similar. En ultimo lugar,

los experimentos de desnaturalizacion con cloruro de guanidinio (GdnHCI) indicaron que
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el mutante Hisb85Glu puede estar inicialmente presente en un estado fundamental més
hidratado que la enzima wild-type.
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Figura 47. Cromatografia por exclusion de tamafio (grafico de la izquierda) de la 15-
LOX-1 de conejo wild-type y de sus mutantes Hishb85Lys y Hisb85Glu, la cual se realizd
en un buffer 20 mM de Tris-HCl. Los voltmenes de eluciéon de estas enzimas se han
sefialado con un asterisco. Se estimé el radio hidrodinamico de dichas enzimas usando
diferentes proteinas de calibracion (grafico de la derecha).

6.2.2.3 Impacto de mutaciones puntuales de aminoacidos localizados
en la interfase en la cinética de reacciéon de la 15-LOX-1 de

conejo (Resultados experimentales)

Estudios de mutagénesis previos combinados con medidas de Small-angle X-ray scattering
(SAXS) sugieren la importancia del claster de leucinas y de las cadenas laterales de
Trpl81 y His585 para la dimerizacion de la 15-LOX3%. Para explorar la contribucion
individual de Trpl181 y Hisb85 al carédcter alostérico de la 15-LOX, se expresaron y
purificaron la 15-LOX-1 de conejo wild-type y los correspondientes mutantes que
contenian una tnica mutacion (Trpl81Glu y His585Glu). Posteriormente, se evaluaron
sus propiedades cataliticas utilizando a AA y LA como sustratos.

Tabla 6. Actividades cataliticas de la 15-LOX-1 de conejo wild-type y los mutantes

seleccionados.

Enzima LA AA
keat (s1)  Km (nM) Keat/ Kt keat (s1)  Ku (uM) Keat/ Kt
(s! pMY) (s! pMY)
Wild-type 472 £2.8 21.44+13 22 +0.1 11.3+06 81 +04 14+0.2
His585Glu 21.2 +3.1 1984+29 1.1 +0.2 15.84+09 49+03 32+0.1
Trpl81Glu 39.8 £6.2 24.74+39 16=+02 544+£20 66=x04 83=£05
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Como se puede apreciar en la Tabla 6, la oxigenacién de los dos sustratos sigue una
cinética de Michaelis-Menten y se calcularon para la 15-LOX-1 de conejo unos valores de
Kvmde21.4 £ 1.3 nM y 8.1 £+ 0.4 uM para el LA y el AA, respectivamente. La actividad
catalitica méaxima para la oxigenacion del LA (k.q) era cuatro veces méas grande que para
la oxigenacion del AA, pero las eficiencias cataliticas de oxigenacion (ke/Km) del LA y
del AA eran muy similares entre si. Estos datos cinéticos estan de acuerdo con resultados
previamente publicados®*®. La introduccion de un residuo cargado negativamente en la
posicion 585 (His585Glu) reduce la eficiencia catalitica para la oxigenacion del LA, pero
apenas altera la afinidad de sustrato de la enzima. En relacion con el AA, dicha mutacion
indujo un aumento de 2.5 veces en la eficiencia catalitica de oxigenacién, convirtiendo al
AA en un mejor sustrato que el LA (Tabla 6, Figura 48). Por otra parte, la mutacion
Trpl181Glu casi no tuvo ningtn efecto en los parametros de oxigenaciéon del LA, mientras
que para el AA se observdo un aumento de 5 veces en su eficiencia catalitica de

oxigenacion.
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Figura 48. Cinéticas de reacciéon de la 15-LOX-1 de conejo wild-type y sus dos mutantes
Trpl81Glu (W181E) y His585Glu (H585E). La oxigenacion del LA (panel A) y del AA
(panel B) se determiné espectrofotométricamente (aumento de la absorbancia a 235 nm)
a diferentes concentraciones de sustrato. Para cada medida se emplearon 56 nM de LOX
(concentracion final de la enzima) normalizado al contenido de hierro.

Es dificil interpretar la base estructural para las alteraciones observadas en la cinética de
reaccion, ya que tanto His585 como Trpl81 no estan en contacto directo con ninguno de
los residuos que conforman el centro catalitico, de manera que estas mutaciones no
deberian modificar directamente la estructura de dicho centro activo y, por lo tanto, no
deberian alterar drésticamente la cinética de reaccién de la oxigenaciéon de acidos grasos.
Sin embargo, como se ha expuesto més arriba, se observa dicha alteracion de la cinética
de reacciéon de la oxigenaciéon de acidos grasos, cosa que sugiere que estas mutaciones
afectan las propiedades cataliticas de la enzima de manera indirecta. Dado que tanto
Hisb585 como Trpl81 se encuentran en la interfase del dimero, podria ser que mutaciones
de estos residuos modificaran las interacciones intermondémero, cosa que se podria
considerar como la base estructural para las alteraciones funcionales observadas. Por otra
parte, Hisb85 se encuentra en la hélice a18, la cual limita la profundidad de la cavidad
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donde se une el sustrato?®3® y por lo tanto deberia ser importante para la union del
sustrato.

6.2.2.4 Simulacién de MD para estudiar las alteraciones estructurales
de la 15-LOX-1 de conejo inducidas por la mutacién
Trpl81Glu

Para explorar la base estructural de las alteraciones funcionales observadas inducidas por
las mutaciones de aminoécidos que se encuentran en la interfase del dimero se han
realizado diversas simulaciones de MD. Se seleccioné el mutante Trp181Glu para nuestros
experimentos n silico, ya que la correspondiente mutacién es la que inducia unas
alteraciones funcionales méas pronunciadas (aumenta en 5 veces la eficiencia catalitica
respecto del AA). Una vez el sistema se equilibrd, se analizaron los cambios estructurales
en la interfase del dimero mutante y se compararon con los de la enzima wild-type. El
cluster hidrofobico de leucinas con conformacion zipper (Leul79(A), Leul83(A),
Leul88(B) y Leul92(B)) de la interfase observado en la estructura cristalografica para la
enzima wild-type se preservd en gran medida en el mutante Trp181Glu a lo largo de todo
el periodo de simulacion (100 ns), pero es importante notar que la interfase esta mas
abierta en la enzima mutante (paneles A y B de la Figura 49). De hecho, la distancia
entre Leul79(A) y Leul92(B) aument6 significativamente y Leul83(A) y Leul88(B) se
apartaron. La interaccion entre Trpl81(B) y His585(A) se interrumpi6, aunque
Glul81(B) y His585(A) se reorganizaron para formar un enlace de hidrogeno muy débil.
En dicha enzima mutante, Glul81(A) y His585(B) se encontraban muy separados entre
st (17 A por los 12 A en el sistema wild-type). Otra alteracion estructural interesante que
indujo la mutacion Trpl81Glu fue la reorganizacion de las dos hélices a2 (panel B de la
Figura 49). La hélice o2 del conférmero A todavia muestra siete giros, pero esta
ligeramente doblada. Sin embargo, la hélice o2 del conférmero B sufrié6 una distorsion
muy dréstica, manteniendo tnicamente dos de sus cinco giros (panel B de la Figura 49).
La pérdida del contenido de hélices a contribuye a la perturbacién del claster hidrofébico
entre las hélices 02 de los dos monoémeros y a la pérdida de interacciones entre Glul81(B)
y His585(A). En resumen, nuestras simulaciones de MD para el dimero mutante
Trpl81Glu-15-LOX-1-empty(A)-empty(B) sugieren que dicho dimero Trpl81Glu es
estructuralmente menos estable, cosa que estd de acuerdo con los resultados

experimentales.
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Figura 49. Consecuencias estructurales de la mutacion Trp181Glu en la formacion del
dimero y en el alineamiento del sustrato. Interfase de la 15-LOX-1 de conejo wild-type
donde el conférmero A esta representado en mostaza, mientras que el conféormero B esta
representado de verde (panel A). Interfase del mutante Trpl81Glu de la 15-LOX-1 de
conejo donde el conformero A esta representado en azul claro, mientras que el conférmero
B esté representado en lila (panel B). Modo de unién mas representativo del AA en los
dimeros 15-LOX-1 de conejo wild-type (verde oscuro) y Trpl181Glu-15-LOX-1-empty(A)-
AA(B) (lila) (panel C). Los esqueletos proteicos de 15-LOX-1 de conejo wild-type (verde
con un cierto grado de transparencia) y de Trpl181Glu-15-LOX-1-empty(A)-AA(B) (azul
claro con un cierto grado de transparencia) se han superpuesto. Las cadenas laterales de
algunos residuos seleccionados para los dimeros 15-LOX-1 de conejo wild-type y
Trpl181Glu-15-LOX-1-empty(A)-AA(B) se han representado en verde y azul claro,
respectivamente. Modo de union mas representativo del LA en los dimeros 15-LOX-1 de
conejo wild-type (verde oscuro) y Trp181Glu-15-LOX-1-empty(A)-LA(B) (lila) (panel D).
Los esqueletos proteicos de 15-LOX-1 de conejo wild-type (verde con un cierto grado de
transparencia) y de Trpl81Glu-15-LOX-1-empty(A)-LA(B) (azul claro con un cierto
grado de transparencia) se han superpuesto. Las cadenas laterales de algunos residuos
seleccionados para los dimeros 15-LOX-1 de conejo wild-type y Trpl81Glu-15-LOX-1-
empty(A)-LA(B) se han representado en verde y azul claro, respectivamente. Distancia
C13-OH en funcion del tiempo para los complejos 15-LOX-1 de conejo wild-type-AA (en
verde) y Trpl81Glu-15-LOX-1-empty(A)-AA(B) (en azul) (panel E). Distancia C11-OH
en funcion del tiempo para los complejos 15-LOX-1 de conejo wild-type-LA (en verde) y
Trpl181Glu-15-LOX-1-empty(A)-LA(B) (en azul) (panel F).
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6.2.2.5 Modos de unién del AA y LA

Para explorar el alineamiento del LA y del AA en el centro activo del conféormero B del
mutante Trpl81Glu en primer lugar se han realizado estudios de docking in silico. A
continuaciéon, se seleccioné la pose de docking més estable para ambos sustratos y se
calculé una trayectoria de MD de 100 ns para los complejos Trpl81Glu-15-LOX-1-
empty(A)-AA(B) y Trpl81Glu-15-LOX-1-empty(A)-LA(B). La conformaciéon mas
representativa del AA y del LA unidos en la cavidad del monémero B para el mutante
Trpl181Glu-15-LOX-1 se obtuvieron a partir de anélisis de clasteres. Dichos clisteres se
clasificaron de acuerdo con una raiz de la desviacion cuadratica media (RMSD) de 0.5 A
de los atomos pesados del AA y del LA, respectivamente. Ademés, se calculo el centroide
del clister méas poblado de cada sustrato a lo largo de la simulacién de MD donde el
centroide corresponde a aquella estructura con la RMSD de los atomos pesados del
sustrato més pequeila con respecto a la posicién media de dichos dtomos pesados sobre
todas las estructuras del cluster. Las estructuras de dichos centroides para el AA y el LA
en el mutante Trpl181Glu-15-LOX-1 se representan en los paneles C y D de la Figura 49,
respectivamente. Con el objetivo de poder comparar, también se han representado en
dichos paneles de la Figura 49 las estructuras representativas de los centroides de los
modos de union del AA y del LA en la cavidad del monémero B para el dimero de 15-
LOX-1 de conejo. Cabe destacar que las simulaciones de MD de los dos dimeros wild-type
que tienen un sustrato unido (15-LOX-1-empty(A)-AA(B) y 15-LOX-1-empty(A)-LA(B))
se realizaron previamente®®. Los resultados para el sistema Trpl81Glu-15-LOX-1-
empty(A)-AA(B) mostraron que el AA esta extendido dentro de la cavidad del mutante
Trp181Glu, ocupando todo el espacio disponible. La cola hidrofébica del AA esta
localizada. cerca del fondo de la cavidad, rodeada por la triada de residuos I1e418, Met419
y 11e593%. Durante la totalidad de la simulacion de MD, el grupo carboxilato del AA
estaba fijado por medio de un puente de hidrogeno con Trpl45 (d(O(AA)-H-Trpl45) =
2.4 A), tal y como aparece en el panel C de la Figura 49. E1 LA también se encuentra
extendido con su cola préoxima al fondo de la cavidad. De manera similar, el grupo
carboxilato del LA estaba inmovilizado a lo largo de la simulacién de MD mediante tres
puentes de hidrogeno, tal y como se representa en el panel D de la Figura 49. Un enlace
de hidrégeno se establecia con Argd05 (d(O(LA)-H(Arg405)) = 2.2 A), otro con Asn152
(d(O(LA)-H(Asn152)) = 3.3 A) y el altimo con Lys146 (d(O(LA)-H(Lys146)) = 1.9 A).
Estas simulaciones de MD no muestran un modo de unién en forma de U?* del AA en el
dimero mutante Trpl81Glu-15-LOX-1-empty(A)-AA(B). En cambio, este modelo de
unién en forma de U ha sido previamente confirmado en simulaciones de los complejos
del AA con la 15-LOX de cerdo mutante que no contiene el dominio N-terminal?”™ y del
AA con la 8R-LOX de coral.

6.2.2.6 Analisis de las estructuras precataliticas

En el panel E de la Figura 49 aparece la evolucion de la distancia entre el Ciz del AA y
el atomo de oxigeno del grupo OH- del cofactor Fe(III)-OH- a lo largo de la trayectoria
de MD para el sistema Trpl181Glu-15-LOX-1-empty(A)-AA(B). Con el objetivo de poder
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comparar, se incluye la correspondiente distancia de la simulacién del complejo 15-LOX-
1-empty(A)-AA(B) wild-type®®. El Ci3 del AA cuando estd unido en la cavidad del
conférmero B del sistema Trpl81Glu-15-LOX-1-empty(A)-AA(B) se acerca al cofactor
Fe(III)-OH- de manera similar a como se observo para el dimero 15-LOX-1-empty(A)-
AA(B) wild-type (panel E de la Figura 49), pero las fluctuaciones de la distancia C13-OH
durante la totalidad de la simulacion de MD son menos pronunciadas para el mutante
Trpl81Glu. En la Tabla 7 se dan los promedios de las distancias C13-OH, Higpos-OH y
Hizpror-OH para los complejos Trpl81Glu-15-LOX-1-empty(A)-AA(B) y 15-LOX-1-
empty(A)-AA(B) wild-type. El promedio de la distancia C13-OH es 1.5 A mas corta en el
mutante Trpl81Glu que en la enzima wild-type. Como se ha mostrado en estudios

211274 las  estructuras precataliticas para el mecanismo catalitico de las

previos
lipoxigenasas se definen de acuerdo con estos dos criterios: 1) d(H«-OH) < 3 A; 2) d(Hx-
OH) < d(CxOH), donde X hace referencia a la posicion donde se va a producir la
abstraccion de hidrégeno y el segundo criterio asegura que el correspondiente enlace Cy-
Hy esté orientado de manera adecuada para la abstraccién de hidrogeno, el cual se ha
usado para filtrar las estructuras bien orientadas para dicha abstraccion. En el presente
estudio, se ha observado un porcentaje muy alto de estructuras bien orientadas. En
estudios previos, se ha mostrado que debido a las fluctuaciones estructurales del AA a lo
largo de la trayectoria de MD en el complejo 15-LOX-1-empty(A)-AA(B) wild-type, la
distancia promedio Ci3-OH era bastante larga. En cambio, el AA permanece mas
rigidamente unido en la cavidad donde se une el sustrato en el complejo Trp181Glu-15-
LOX-1-empty(A)-AA(B), de manera que la distancia promedio Ci3-OH es menor. Por
consiguiente, el porcentaje de estructuras precataliticas aumenta significativamente, en
un factor de 16, en el caso de dicho mutante.

Tabla 7. Distancias promedio del Ci3 (d(C13-OH)) y sus atomos de hidrogeno Hizpros
(d(Hipros-OH)) v Hizpror (d(Hizpror-OH)) del AA respecto del d&tomo de oxigeno del grupo
OH- del cofactor Fe(IIl)-OH- para los complejos 15-LOX-1-empty(A)-AA(B) de conejo
wild-type y Trpl81Glu-15-LOX-1-empty(A)-AA(B).

Sistema  d(C1i3-OH)  d(Hispros-OH)  d(Hispror-OH)  Estructuras — Estructuras

(A) (A) (A) con al menos precataliticas
un H bien (%)
orientado (%)
Trpl181Glu 3.70 4.50 3.15 99.10 55.69
Wild-type 5.19 4.85 5.47 97.78 3.40

En el panel F de la Figura 49 se muestra la evolucién de la distancia entre el C11 del LA
y el atomo de oxigeno del grupo OH- del cofactor Fe(III)-OH- a lo largo de la trayectoria
de MD para el sistema Trp181Glu-15-LOX-1-empty(A)-LA(B). Con el objetivo de poder
comparar, se incluye la correspondiente distancia de la simulacién del complejo 15-LOX-
1-empty(A)-LA(B) wild-type. Cuando el LA se encuentra unido en la cavidad del
monomero B del sistema Trp181Glu-15-LOX-1-empty(A)-LA(B), su C11 flucttia alrededor
de una distancia promedio respecto del atomo de oxigeno del grupo OH- del cofactor
Fe(IIT)-OH- similar a la que se observaba en la simulacién del complejo 15-LOX-1-
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empty(A)-LA(B) wild-type (panel F de la Figura 49). Unicamente durante los tltimos 25
ns, las fluctuaciones muestran diferencias significativas. La Tabla 8 resume las distancias
promedio Ci1-OH, Hiipros-OH y Hiipror-OH para el LA obtenidas para los complejos
Trpl181Glu-15-LOX-1-empty(A)-LA(B) y 15-LOX-1-empty(A)-LA(B) wild-type. La
distancia promedio C11-OH es s6lo 0.3 A més corta en el mutante Trp181Glu que en el
sistema  wild-type. Ademads, dicha distancia promedio es mas grande que la
correspondiente para el AA en el mismo sistema. El porcentaje de estructuras bien
orientadas para el LA es un poco inferior en el complejo Trp181Glu-15-LOX-1-empty(A)-
LA(B) que en el sistema wild-type. Con respecto a las estructuras precataliticas, se ha
obtenido un incremento de 1.6 veces en el caso del mutante, el cual es sustancialmente
mas pequeiio que el obtenido para el AA.

Tabla 8. Distancias promedio del Ci1 (d(C11-OH)) y sus atomos de hidrogeno Hiipros
(d(H11pros-OH)) ¥ Hitpror (d(Hi1pror-OH)) del LA respecto del atomo de oxigeno del grupo
OH- del cofactor Fe(III)-OH- para los complejos 15-LOX-1-empty(A)-LA(B) de conejo
wild-type y Trpl81Glu-15-LOX-1-empty(A)-LA(B).

Sistema  d(C1i-OH)  d(Hiipros-OH)  d(Hiipror-OH)  Estructuras — Estructuras

(A) (A) (A) con al menos precataliticas
un H bien (%)
orientado (%)
Trpl81Glu 4.26 4.17 4.18 87.99 22.65
Wild-type 4.58 4.74 4.56 90.09 14.40

Los resultados obtenidos a lo largo de las simulaciones de MD de los complejos
Trpl81Glu-15-LOX-1-empty(A)-AA(B) y 15-LOX-1-empty(A)-AA(B) wild-type sugieren
que el AA estd unido al centro activo de la enzima mutante de tal manera que se
requeriria menos barrera de energia para catalizar la abstraccion de hidrogeno del Cis
(ver Tabla 7). Estas simulaciones son congruentes con el incremento observado de 5 veces
en la eficiencia catalitica para la oxigenacion del AA en el sistema Trpl81Glu (ver Tabla
6). Por otra parte, para los complejos que involucran el LA, se observan diferencias mucho
mas pequefias cuando se compara 15-LOX-1 wild-type con su mutante Trpl81Glu (ver
Tabla 8). Este resultado esta de acuerdo con nuestros datos experimentales (ver Tabla
6).

6.2.3 Conclusiones

Preparados puros de 15-LOX-1 de conejo y de 15-LOX-2 humana, que aparecian como
una Unica banda en SDS-PAGE, muestran heterogeneidad estructural, dos bandas
proteicas, cuando se analizan mediante PAGE en condiciones nativas, es decir, en estas
condiciones nativas, estos dos conférmeros diferentes se pueden separar entre si en base
a sus distintas movilidades electroforéticas. Estos datos sugieren que la 15-LOX en
solucion acuosa esta presente como diferentes conféormeros. Ademés, nuestros estudios de
mutagénesis de aminoécidos que son importantes para la estabilidad de la interfase junto
con cromatografia por exclusion de tamafio y con ensayos de movilidad electroforética

127



sugieren que esta heterogeneidad conformacional es una propiedad intrinseca del dominio
catalitico. Por otra parte, dichos estudios de mutagénesis indican que estas mutaciones
inducen alteraciones estructurales respecto del dimero wild-type que se propagan hasta el
centro catalitico, modificando la actividad catalitica de la enzima. Mas concretamente,
se ha encontrado que la introduccién de cargas negativas en las posiciones 181 o 585
(Trpl81Glu y His585Glu) reducen la eficiencia catalitica de la oxigenacion del LA. En
cambio, este mismo parametro se incrementa significativamente para la oxigenaciéon del
AA (ver Tabla 6 y Figura 48). Estos resultados nos indican que las mutaciones Trp181Glu
y Hisb85Glu convierten al AA en un mejor sustrato que el LA respecto de la oxigenacion,
situacién totalmente opuesta a la que teniamos para la 15-LOX-1 de conejo wild-type.
Nuestras simulaciones de MD confirman los resultados experimentales.

6.3 Papel de la GIn596 en la especificidad, estabilidad
proteica y propiedades alostéricas de la 15-LOX de

mamifero

6.3.1 Metodologia

En relacion con los calculos de docking, éstos se realizaron con el programa GOLD5.2.2%48
para el AA y el 19-HETE dentro de la cavidad del monémero B de la estructura
cristalografica dimérica de la 15-LOX-1 de conejo wild-type (PDB code 2POM)%". Antes
de iniciar el protocolo de docking, se eliminé el ligando unido en el centro activo de dicho
monodémero. Ademaés, se generaron las coordenadas para los atomos de hidrégeno con el
servidor web H++246:247 empleando un pH = 6.0 para los residuos titulables. En la
exploracion conformacional, el receptor se mantuvo fijo pero se otorgo flexibilidad
completa al ligando. Se activo la opcion de GOLD que tiene en cuenta las interacciones
de ligandos organicos con iones metalicos en metaloenzimas, pero limitandolas a aquéllas
en las que el atomo de hierro presenta una geometria hexacoordinada. Para garantizar
una exploracion extensiva del espacio conformacional de ambos sustratos se empled el
GA mas eficiente. En los calculos de docking se definié el lugar de union del sustrato
como una esfera de 20 A de radio centrada en el atomo de hierro del monémero B del
dimero de 15-LLOX-1 de conejo wild-type. Se escogid la funcion fitness ChemScore para
hacer una estimacion de las energias de Gibbs de unién de los sustratos.

En relacién con la mutagénesis in silico, el mutante GIn596Ala del monémero B del
dimero de 15-LOX-1 se model6 usando el programa UCSF CHIMERA?"".

Por dltimo, en relaciéon con las simulaciones de MD, el sistema se ha montado usando el
procedimiento recomendado por el paquete de programas de AMBER?%. Para los atomos
de la proteina se utilizo el force field ff14SB*Y. Sin embargo, los pardmetros de force field
del AA se recuperaron de un trabajo previo de Tosco et al.3*> mientras que los parametros
especificos para 19-HETE se desarrollaron en el presente trabajo. Los céalculos para
generar los parametros de dicho sustrato se llevaron a cabo siguiendo el protocolo
estandar de AMBER con los moédulos Antechamber y Parmchk2. Se usé la libreria
GAFF224:21 como fuente para estos parametros. Para optimizar la estructura de los
sustratos se emple6 el nivel de teoria BSLYP/6-31G(d) y las cargas atomicas de éstos se
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asignaron por medio del procedimiento RESP?? de Merz y Kollman. Ademas, el estado
de protonacién para ambos sustratos se establecié a mano para asegurar que éste coincidia
con el estado de protonaciéon en condiciones fisiologicas. En cuanto al &tomo de hierro y
su primera esfera de coordinacion (His361, His366, His541, His545, I1e663 y el grupo OH-
) se desarrollaron parametros especificos MM en este trabajo por medio del procedimiento
MCPB.py?*® dentro del modelo enlazante y usando el método de Seminario?* para los
calculos de las constantes de fuerza.

Después de combinar los archivos de enzima y sustrato, se solvataron los diferentes
complejos proteina-sustrato con una caja ortorrombica de aguas TIP3P?® preequilibradas
y su carga total se neutraliz6 anadiendo cationes de sodio mediante el programa tLeap.
Los sistemas resultantes contienen aproximadamente 212000 Atomos, de los cuales
alrededor de 21000 pertenecen a la proteina. El resto de Atomos corresponden a moléculas
de agua y cationes sodio. Todas las simulaciones de MD se calcularon usando el mismo
protocolo con la version AMBER 16 GPU (CUDA) del paquete de programas
PMEMD?2142%_En primer lugar, se someti6 el sistema a 22000 pasos de minimizacion de
energfa usando el método steepest descent para evitar malos contactos. En los primeros
6000 pasos, se aplicaron restricciones armoénicas a los dtomos de proteina y sustrato con
una constante de fuerza de 5.0 kcal mol'! A2, de manera que tnicamente se relajaron el
solvente y los iones. En los siguientes 6000 pasos, se aplicaron restricciones armoénicas a
los atomos pesados del esqueleto proteico y del sustrato con, otra vez, una constante de
fuerza de 5.0 kcal mol! A2 Sin embargo, en los ultimos 10000 pasos no se aplicd
restriccion alguna al sistema. Posteriormente, se realizaron las simulaciones de MD
usando PBC. Los sistemas se calentaron gradualmente de 0 K a 300 K durante un periodo
de 200 ps. A continuacion, se calculdé una simulacién de MD de 1 ns a temperatura y
presion constantes (300 K, 1 bar) para ajustar el volumen de la caja ortorrémbica de
manera que la densidad resultante del sistema se encontrara alrededor de 1 g cm™.
Durante el calentamiento y la etapa isobarica, se aplicaron restricciones armoénicas a los
atomos pesados del esqueleto proteico y del sustrato con una constante de fuerza de 5.0
keal mol! A2, mientras que no se aplicaron restricciones al resto del sistema. La
temperatura se control6 por medio de dindmica de Langevin?!6, mientras que la presion
se ajustd6 mediante el bardstato de Berendsen?!”. Después, se realiz6 una etapa de
equilibraciéon de 10 ns a temperatura (300 K) y volumen constantes. Finalmente, se
calculé un periodo de producciéon de 100 ns dentro del mismo colectivo isotérmico-
isocorico. Se usd un time step de 2 fs a lo largo de la totalidad de la trayectoria de MD.
Todos los enlaces y angulos que contenian atomos de hidrégeno se restringieron por medio
del algoritmo SHAKE?". Se calcularon las interacciones no enlazantes aplicando un cutoff
de 9 A. El analisis de las simulaciones de MD se realizé6 con AmberTools18, mientras que
la, visualizacion de éstas se llevo a cabo con los programas VMD?™ y UCSF CHIMERA.
Para el sistema del mutante GIn596Ala, la estructura apo del dimero primero se minimizo
y equilibré (con un periodo de produccion de MD de 20 ns). A continuacion, para el
mutante GIn596Ala con el AA unido al monémero B del dimero de 15-LOX-1 de conejo
se repitié el mismo protocolo de MD empleado para los sistemas wild-type.
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6.3.2 Resultados

6.3.2.1 Mutaciones en GIn596 afectan los pardmetros cinéticos y la

especificidad de productos de la oxigenacion del AA

catalizada por la 15-LOX (Resultados experimentales)

La comparacién de miltiples secuencias de aminoacidos de 15-LOXs de mamiferos
superiores indica que el residuo GInb596 forma parte de una region conservada de la enzima
que involucra la hélice al18 (aminoéacidos 584-597). En general, la GIn596 (nomenclatura
de la 15-LOX-1 de conejo) se preserva en gran medida en los mamiferos superiores (Figura
50), aunque las 15-LOXs de roedores presentan otros aminoacidos en esta posicion (Leu
en la posicion 596 en ratones, His en la posicion 596 en ratas canguro, conejillos de indias,
chinchillas y ratas topo). Se desconoce la relevancia biologica de estas variaciones de

secuencia en los roedores y seria muy interesante explorarla en estudios posteriores.

Human (H. sapiens) *'pnfhgaslgmsitw|g|l grr* NP_001131.3
Chimpanzee (Pan paniscus) “pnfhgasigmsitw|q|l grr* XP_016786758.1
Gorila (Gorila Gorila) “pnfhgaslgmsitwiq|l grr* XP_018868474.1
Orangutan (Pongo abeli) “pnfhgaslgmsitwiq|l grr™ NP_001127349.1
Rabbit (Oryctolagus cuniculus) “Ipnlgsslgmsivw|q|l grd® XP_015292963.1
Rhesus monkey (Macaca mulata) “pnfhgasligmsitw|q|l grr= XP_009187662.1
Baboon (Papio anubis) “*pnfhgaslgmsmtwqll grr* NP_001075751.1
Squirrel monkey (Saimiri boliviensis boliviensis ) “pnlhgssigmsivwiq|l grd® XP_003929174.1
Dog (Canis lupus familiaris) “pnchgasligmsitw|g|l grr® XP_546576.2
Pig (Sus scrofa) “pnfhgaslgmsitw|q|l grc® XP_003483140.1
Bison (Bison bison bison) “pnlhgssigmsivwiq|l grd® XP_010845670.1
White rhinoceros (Ceratotherium simum simum) “pnlhgssigmsivwiq|l grd® XP_004433240.1
California sea lion (Zalophus californianus) “pnfhgasligmsivwiqg|l grr* XP_027424385.1
Walrus (Odobenus rosmarus divergens) “pnlhgssligmsivwiq|l grd® XP_004398616.1
Grizzly bear (Ursus arctos horrobilis) “pnfhgaslgmsivw|q|l grr XP_026376572.1
European hedgehog (Erinaceus europaeus) “pnfhgasligmsitw|qglgrr® XP_007521680.1
Large flying fox (Pteropus vampyrus) “pnlhgssigmsivwiq|l grd® XP_011357989.1
Mouse (Mus muscus) “pnpngstl ginvvwl|l grr* NP_033790.3
Rat (Raftus norvegicus) “pnpngstiginvvwl|l grr* NP_112272.2

Figura 50. Comparaciéon de multiples secuencias de aminoacidos de 15-LOXs de
mamiferos superiores. En la columna derecha se dan los numeros de acceso de las
secuencias en la base de datos Pubmed.

Para comprobar si GInb96 puede ser importante para la unién del sustrato y la
especificidad de productos, primero se ha mutado este aminoacido a los residuos
hidrofébicos Ala y Leu, los cuales difieren entre si por los volimenes de Van der Waals
de sus cadenas laterales. Se expresaron y purificaron la 15-LOX-1 de conejo wild-type, la
15-LOX-1 humana wild-type y sus correspondientes mutantes que sb6lo contenfan una
mutacion en dicha posicion. Posteriormente, se determiné la eficiencia catalitica (cociente
keat/Kn) para estas enzimas usando el AA como sustrato. Como se puede apreciar en la
Tabla 9, la eficiencia catalitica de la 15-LOX-1 de conejo (1.63 s pM!) era 2.5 veces
superior a la de su ortéloga humana (0.60 st pM™1).
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Tabla 9. Parametros cinéticos de las 15-LOXs wild-type y mutantes de conejo y humano.
Se incubaron durante 3 min en un buffer 50 mM de fosfato la 15-LOX-1 de conejo wild-
type y sus mutantes (2.5 pg de proteina de 15-LOX pura) y la 15-LOX-1 humana wild-
type y sus mutantes (15 pg de proteina de 15-LOX pura) con diferentes concentraciones
de AA (volumen de reaccion de 1 ml). Las actividades cataliticas de los diferentes
preparados de enzima se normalizaron a su contenido de hierro. La reaccién se comenzo
por medio de la adicién de la enzima. Se calcularon las constantes cinéticas (K, keat) y
se determinaron los cocientes kcat/Knm como medida de la eficiencia catalitica. Todos los
datos corresponden al valor medio + error estandar de la media (SEM) de tres medidas

independientes (n = 3).

Enzima Mutante Ku (pM) ear (s71) ear/ Kt (s pM-)
15-LOX de conejo  Wild-type-Q596  13.2 + 3.2 21.6 = 2.3 1.63
Q596A 28.6 + 3.4 189 £ 0.9 0.66
Q596L n.d.? <2 n.d.
Q596P n.d.P n.d.P n.d.
Q596E 14.0 £ 2.9 73+ 1.1 0.52
15-LOX humana  Wild-type-Q596 4.4 + 0.8 2.65 + 0.14 0.60
Q596A 9.6 £ 1.4 0.78 = 0.03 0.08
Q5H96L 9.7 £ 1.6 1.0 £ 0.1 0.11
Q5H96P 128 £ 1.9 3.9 £0.3 0.30
QH96E 49+ 1.3 1.5 £ 0.2 0.30

n.d. indica no determinado.

3[nhibicién pronunciada del sustrato.

bInactivacién de la proteina durante su purificacion, la actividad de la fraccion mutante
no purificada constituia un 30% de la actividad correspondiente de la enzima wild-type.

Por otra parte, la introduccién de un pequefio residuo hidrofobico como es la Ala en la
posicion 596 reduce la eficiencia catalitica tanto de la 15-LOX-1 de conejo como de su
ortologa humana (ver Tabla 9). Se observé un efecto similar cuando se introdujo un
residuo mas voluminoso como es la Leu en esta posicion (ver Tabla 9). Para el mutante
GIn596Leu de la enzima de conejo también se observé una gran inhibicion a
concentraciones del 4cido graso superiores a 10 pM (ver paneles A y B de la Figura 51).
Previamente, se habia observado una inhibiciéon similar cuando la Arg403 se muté a Leu
en la 15-LOX-1 de conejo®S. Debido a que GIn596 forma parte de la hélice al8, a
continuacion, se exploro6 si la introduccion de un residuo que favorece la ruptura de las
hélices a como es el residuo Pro puede tener consecuencias en la eficiencia catalitica. En
este caso, se determind que la eficiencia catalitica de la 15-LOX-1 humana se redujo
alrededor del 50% cuando GIn596 se muté a Pro (ke./Kum de 0.30 s uM! para el mutante
GIn596Pro frente a 0.60 s pM-! para la enzima wild-type, ver Tabla 9). Por desgracia,
cuando se purificé el mutante GIln596Pro para la 15-LOX-1 de conejo se produjo una
gran disminucién en la actividad catalitica, de manera que no se pudo cuantificar el
cociente kcqot/Kwm para este mutante. Sin embargo, la actividad catalitica del preparado
bruto de dicho mutante equivalia al 35-40% de la actividad de la enzima wild-type cuando
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Figura 51. Cinética de reaccion y especificidad de productos de los mutantes de 15-
LOX. Efecto de mutaciones puntuales en las propiedades cataliticas de la oxigenacion del
AA catalizada por 15-LOX-1 de conejo wild-type y sus mutantes (panel A) y 15-LOX-1
humana wild-type y sus mutantes (panel B). Se incubaron en PBS la 15-LOX-1 de conejo
wild-type y sus mutantes (2.5 pg) o la 15-LOX-1 humana wild-type y sus mutantes (15
ng) con diferentes concentraciones de AA. Las actividades cataliticas de los diferentes
preparados de enzima se normalizaron al contenido de hierro. La reaccién se inicié por
medio de la adicion del sustrato. Todos los datos estéan representados como media + SEM
de tres medidas independientes (n = 3). Efecto de pH y sal en la especificidad de producto
de la 15-LOX-1 de conejo wild-type (panel C), de la 15-LOX-1 humana wild-type (panel
D) y de sus mutantes GInb96Leu (Q596L). Se incubaron en un buffer de fosfato de 50
mM alicuotas de 15-LOX wild-type o de su mutante GIn596Leu (2.5 pg para enzimas de
conejo y 15 pg para enzimas humanas) con AA (concentracion final de 50 nM) durante
3 min a dos valores diferentes de pH conteniendo concentraciones variables de NaCl.
Todos los datos estan representados como media == SEM de tres medidas independientes
(n = 3).

se normalizaron los dos preparados enzimaticos a un contenido similar de 15-LOX en el
sobrenadante del lisado bacteriano (immunoblotting). Estos resultados indican que la
mutacion GInb596Pro en la 15-LOX-1 de conejo induce inestabilidad estructural, la cual
resulta en una pérdida completa de la actividad enzimatica durante la purificacién de la
proteina. Dado que GIn596 se encuentra en el extremo final de la hélice «18 del dominio
catalitico, la explicacién mas plausible para este resultado es que la mutacion GIn596Pro
desestabiliza la estructura hélice-giro de esta region. Tras todo lo expuesto, se puede
concluir que la mutacion GIn596Pro ateniia la actividad catalitica de la oxigenacion del
AA tanto para la 15-LOX-1 de conejo como para su ortéloga humana. En ultimo lugar,
se exploro si la introduccién de una carga negativa, como la que posee Glu, en la posicion
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596 también afecta a la eficiencia catalitica. En este caso se pudo determinar el cociente
kcat/ Kt para la 15-LOX-1 de conejo (0.52 s'' uM!) y su ortologa humana (0.30 st pM™1).
Estos cocientes eran significativamente mas pequefios que los correspondientes de las
enzimas wild-type.

Tabla 10. Velocidades de conversion relativas de los diferentes sustratos para la 15-
LOX-1 de conejo wild-type y su mutante GIn596Ala. Se incubaron en tampoédn fosfato
salino (PBS) la 15-LOX-1 de conejo wild-type (10-50 pg/ml) y su mutante GIn596Ala
(10-50 pg/ml) con los diferentes sustratos (30 pM de concentracion de sustrato). Después
de un periodo de incubacién de 5 min, se cuantificd el sustrato restante por medio de
reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) y se calculo y
normalizé la velocidad de conversion de sustrato al contenido de proteina. Se realiz6 como
control negativo una incubacion no enzimatica (a la mezcla de incubacion se afiadi6 buffer
en lugar de solucion enzimatica). La velocidad de conversion del AA por medio de la 15-
LOX-1 humana wild-type se defini6 como 100%.

Sustrato Velocidad de conversion relativa (%)

Wild-type GIn596Ala
AA 100.0 £ 2.3 96.3 £ 0.5
19-HETE 9.7 £ 0.1 48.6 + 0.3
15-HETE 3.4 +0.1 21£0.2

Tabla 11. Especificidad de productos de las variantes de 15-LOX de conejo y humana.
Se realizaron ensayos de actividad in witro con las diferentes variantes enzimaéticas.
Después del periodo de incubacion (5 min), se terminé la reaccion por medio de la adicion
de borohidruro de sodio y los productos de reacciéon se analizaron mediante RP-HPLC.
Todos los datos estédn representados como media &= SEM de tres medidas independientes
(n = 3).

Enzima Mutante Productos de reaccion
15-HETE 12-HETE

15-LOX de conejo Wild-Type-Q596  95.30 + 0.19 4.70 £+ 0.19
Q596A 98.92 £+ 0.09 1.08 £ 0.09
Q596L 98.44 £ 0.07 1.56 £+ 0.07
Q596F 98.50 £+ 0.05 1.50 £ 0.05
Q596P 94.40 £+ 0.12 5.60 £ 0.12
Q596E 93.54 £+ 0.08 6.46 + 0.08

15-LOX humana  Wild- Type-Q596  90.23 £+ 0.63 9.77 + 0.63
Q596A 95.51 £ 0.71 4.49 £ 0.71
Q596L 97.72 £ 0.46 2.28 + 0.46
Q596F 98.06 £ 0.06 1.94 £ 0.06
Q596P 75.36 £ 1.04 24.60 £+ 1.04
Q596E 74.46 £+ 2.71 25.54 £+ 2.71
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Por otra parte, para explorar el impacto de la mutacién de GIn596 en la especificidad del
sustrato se realizaron experimentos comparativos con la 15-LOX-1 humana wild-type y
su mutante GIn596Ala empleando AA, 15(S)-HETE y 19(R/S)-HETE como sustratos.
Es bien conocido que 19(R/S)-HETE es un mal sustrato de la 15-LOX que se caracteriza
por una velocidad catalitica baja y un valor de Ku relativamente alto siendo oxigenado
casi exclusivamente a 15(5),19(R/S)-diHETE. Se repitio la caracterizacion cinética para
la oxigenacion de 19-HETE catalizada por la enzima recombinante de 15-LOX-1 humana
y se calcularon las constantes cinéticas (ke = 0.39 £ 0.16 s7!, Kn = 134.5 £+ 10.9 pM).
Estos datos son congruentes con los resultados obtenidos para la 15-LLOX-1 de conejo
wild-type nativa®*®. Para calcular las velocidades de reaccion relativas, se cuantifico el
grado de consumo de sustrato para cada combinacién enzima-sustrato y se fijo la kcat del
AA por la enzima wild-type como 100%. En la Tabla 10 se puede apreciar que el AA
resulta el mejor sustrato tanto para la 15-LOX-1 de conejo wild-type como para su
mutante GIn596Ala. Para la enzima wild-type, 19-HETE (10%) y 15-HETE (3%) se
convierten de una manera mucho menos efectiva. Se observé un comportamiento similar
para el mutante GIn596Ala (Tabla 10). Sin embargo, para este mutante el 19-HETE
resulta ser un sustrato adecuado, ya que su velocidad de conversién es aproximadamente
un 50% de la del AA.

A continuacién, se comparé la especificidad de producto de la 15-LOX-1 de conejo wild-
type y su ortéloga humana wild-type con la especificidad de las enzimas mutantes. En
general, las 15-LLOXs de mamiferos ort6logas muestran especificidades posicionales duales,

359:360 Cuando se

ya que éstas oxigenan al AA a tanto 15-HpETE como 12-HpET
repitieron los experimentos se obtuvieron las siguientes proporciones 15-HpETE/12-
HpETE: 95.3 4+ 0.2 frente a 4.7 + 0.2 para la 15-LOX-1 de conejo recombinante, 91.9 +
0.7 frente a 8.1 £+ 0.7 para la 15-LOX-1 de conejo nativa y 90.2 + 0.6 frente a 9.8 + 0.8
para la 15-LOX-1 humana recombinante. Estos datos son congruentes con los resultados
previamente publicados3?$360:361 " Se observo una disminucion pequefia pero significativa
estadisticamente (test-t apareado) en la proporcion relativa del producto de oxigenacion
menor (12-HpETE) cuando se comparan las ortologas de 15-LOX wild-type con los
correspondientes mutantes GIn596Ala y GInb96Leu (ver Tabla 11). También se
obtuvieron datos similares para el mutante GIn596Phe (ver Tabla 11). En cambio, para
el mutante GIn596Pro de la 15-LOX-1 humana se ha observado un incremento de casi
2.5 veces en la formacion de 12-HpETE (ver Tabla 11). Por otra parte, el efecto de esta
mutacion en la 15-LOX-1 de conejo (ver Tabla 11) fue menos pronunciado, pero todavia
significativo desde un punto de vista estadistico. Cuando GIn596 se mut6é a Glu, un
residuo cargado negativamente, la especificidad de sustrato tanto de la 15-LOX-1 de
conejo como de su ortéloga humana era muy similar a la observada para el mutante
GIn596Pro (ver Tabla 11). Es importante notar que nuestros datos indican que una
mutacion especifica en ortélogos diferentes de 15-LOX puede tener consecuencias
funcionales variables, de manera que es arriesgado predecir las consecuencias funcionales
de una mutacion especifica realizada en otro ortélogo de 15-LOX de mamifero en base a
los resultados obtenidos para la enzima humana. Por otra parte, todos estos datos
expuestos en relacion con los efectos de la mutaciéon en la posicion 596 en los parametros
cinéticos y en la especificidad de productos de la oxigenacién del AA catalizada por la
15-LOX sugieren que dicho residuo puede ser relevante desde un punto de vista de la
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catélisis. Por tltimo, para determinar la composicién enantiomérica de los productos
principales de reaccién, se volvieron a analizar los isémeros HETE mediante chiral-phase
high-performance liquid chromatography (CP-HPLC). Como era de esperar, para todas
las variantes de 15-LOX analizadas se encontr6 que tanto el producto principal de
oxigenacion (15-HpETE) como el minoritario (12-HpETE) estaban presentes como (5)-
enantiomeros.

6.3.2.2 Efecto de pH y sal en la especificidad de productos de la 15-
LOX-1 de conejo wild-type, sus mutantes y los
correspondientes ortologos humanos (Resultados

experimentales)

GIn596 no limita de manera directa la cavidad donde se une el sustrato, pero sus
interacciones hidrofébicas o electrostaticas pueden interconectar este aminoécido con los
residuos que conforman el centro catalitico. En tal caso, seria de esperar que cambios en
el pH y alteraciones de la fuerza ionica del buffer de reacciéon indujeran reorganizaciones
de dichas interacciones, las cuales se verfan reflejadas en modificaciones de las
propiedades cataliticas. Cuando se incubd la 15-LLOX-1 de conejo en un buffer de fosfato
a dos valores diferentes de pH (6.8 y 8.0), se observo un aumento sutil pero significativo
desde un punto de vista estadistico en la formacion del producto de oxigenacion
mayoritario (15-HETE) a valores de pH mayores. Este efecto se observo en presencia y
ausencia de sal (columnas de la izquierda del panel C de la Figura 51). En cambio,
alteraciones de la fuerza iénica del buffer no indujeron cambios significativos. Para la 15-
LOX-1 humana no se observaron cambios en la especificidad de reacciéon a diferentes
valores de pH, pero la formacion de 15-HETE aumenté a fuerzas iénicas mayores con un
pH de 8 (columnas de la izquierda del panel D de la Figura 51). A pH de 6.8 no se observo
este efecto. Aunque estas alteraciones de especificidad observadas eran bastante sutiles,
eran muy significativas desde un punto de vista estadistico. A diferencia de las enzimas
wild-type, ni el pH ni la sal afectaron el patréon de productos cuando se usaron los
mutantes Gln596Leu de conejo y humano (columnas de la derecha de los paneles C y D
de la Figura 51). También se obtuvieron datos similares para el mutante GIn596Ala de
conejo (datos no mostrados). Todos estos datos sugieren que las mutaciones en Gln596
tienen un impacto sobre las propiedades funcionales de la enzima, de manera que debe
existir una conexién entre este aminoacido y los residuos del centro activo.

6.3.2.3 Efecto de la mutacion GIn596Ala en la formacion de los
productos secundarios de  oxigenacién (Resultados

experimentales)

En bien conocido que los ortélogos de 15-LOX transforman su producto primario de
oxigenacion del AA (15-HpETE) a una mezcla de 5,15-diHpETE, 8,15-diHpETE y
productos de hidrolisis de 14,15-LTA4%. Para probar si la mutacion GIn596Ala altera el
patréon de productos de oxigenacidon secundarios, se han analizado estos productos
formados por la enzima wild-type y dicho mutante. Para llevar a cabo esto, se ha incubado
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Figura 52. Analisis por medio de normal-phase high-performance liquid chromatography
(NP-HPLC) de los productos de reaccion formados por la 15-LOX-1 de conejo wild-type
recombinante (grafico B) y su mutante GIn596Ala (grafico A) durante la incubacion de
15(S)-HpETE como sustrato. Se incubaron en PBS las variantes de 15-LOX con 15(5)-
HpETE (concentracion final de 50 pM) durante 15 min. Los productos de oxigenacion se
aislaron por medio de RP-HPLC y se analizaron posteriormente mediante NP-HPLC. El
producto 1 se identifico como (Z,F,Z,E)-8(5),15(S)-diHETE mediante cocromatografia
con un estandar auténtico y por medio de sus propiedades espectrales UV (Apax = 272
nm, ver grafico C). La estructura de este producto sugiere que proviene de la doble
oxigenacion. Los productos 2 y 3 representan diastereoisomeros de 8(R/S),15(S)-diHETE.
Producto 2: (Z,E,E,FE)-8(R),15(S)-diHETE, producto 3: (Z,E,E,E)-8(5),15(5)-diHETE.
Los espectros UV de estos dos productos eran idénticos, pero la Amax = 270 nm estaba
desplazada hacia el azul cuando se comparaba con el producto 1. Estos datos espectrales
UV eran congruentes con la estructura de F,Z, E-trieno del producto 1 y con la estructura
E,E FE-trieno de los productos 2 y 3. Lo mas probable es que los productos 2 y 3 se
originaran via hidroélisis no enzimatica del intermedio 14,15-LTAy4, el cual se formo a
partir de 15(S)-HpETE mediante la actividad leucotrieno sintasa de las variantes de 15-
LOX.

tanto la 15-LOX-1 de conejo wild-type como su mutante Gln596Ala con 15(S)-HpETE y
se han analizado los productos de reacciéon por medio de RP-HPLC. Se observé que con
ambas enzimas se formaron bastantes trienos conjugados. Mediante anéalisis adicionales,
se caracterizaron estos compuestos y se obtuvo mas informacion de su estructura quimica.
Para la 15-LOX-1 de conejo wild-type se formaron tres trienos conjugados diferentes en
cantidades similares (Figura 52). La identidad de estos tres trienos era (Z,E,Z,FE)-
8(9),15(S)-diHETE, (Z,E,E,E)-8(R),15(5)-diHETE y (Z,E,E,E)-8(5),15(5)-diHETE,
donde el primero de los trienos enumerados debe ser el que proviene del producto de
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doble oxigenacion basdndonos en su estructura quimica, mientras que los otros dos trienos
deben provenir de los productos de hidroélisis no enziméatica de 14,15-LTA4, ya que estan
presentes en cantidades similares’. Para el mutante GIn596Ala, se identificaron los
mismos productos, pero el (Z,F,Z,E)-8(5),15(S)-diHETE era el dominante. Estos datos
sugieren que la 15-LOX-1 de conejo wild-type prefiere la formacion de 14,15-LTA4
(actividad leucotrieno sintasa) respecto la oxigenacion de 15(S)-HpETE (actividad de
doble oxigenacion). En cambio, para el mutante Gln596Ala la actividad de doble
oxigenacion es dominante.

6.3.2.4 Efecto de la mutacion de GIn596 en las propiedades alostéricas
de la 15-LOX (Resultados experimentales)

Es bien conocido que las isoformas de las LOXs necesitan la presencia de écidos grasos
hidroperoxidos endogenos, tales como 13(S)-HpODE o 15(S)-HpETE, para alcanzar su
maxima actividad catalitica. Esta activacién enzimatica dependiente de un grupo
peréxido normalmente se explica por medio de la oxigenacién inducida por el grupo
peroxido de la forma ferrosa Fe? -LOX cataliticamente inactiva a una forma férrica Fe3'-
LOX que es cataliticamente activa. Sin embargo, la activaciéon enzimética inducida por
un grupo peréxido es aparentemente més compleja que una simple oxidaciéon de un atomo
de hierro, ya que los peroxidos de los acidos grasos también se han identificado como
reguladores alostéricos*"338. De manera similar a 13(.S)-HpODE, el 13(S)-HODE también
acttia como regulador alostérico, el cual favorece la dimerizacion de la 15-LOX-1 de conejo
nativa®!, pero no puede oxidar el &tomo de hierro unido a la enzima que no forma parte
de un grupo hemo, tal y como si puede hacer el 13(S)-HpODE. Cuando se repitieron los
experimentos con la 15-LOX-1 de conejo recombinante purificada se observé un aumento
significativo en la actividad catalitica tanto con 5 pM de 13(S)-HODE (144 + 12%) como
con 5 uM de 13(S)-HpODE (178 + 14%) actuando como activadores (paneles A y B de
la Figura 53). Un mayor aumento en las concentraciones de efector no alter6 mas la
actividad catalitica. Curiosamente, la activaciéon enzimética era menos pronunciada a
concentraciones de sustrato superiores. Dado que 13(S)-HODE no puede cambiar el
estado de oxidaciéon del a&tomo de hierro, se puede suponer que el efecto activante de
13(S)-HODE puede estar relacionado con una activacion alostérica ademas de con una
oxidacion de la enzima.

Para cerciorarse de esta hipotesis, se selecciono otro sustrato de 15-LOX, 19(R/S)-HETE,
para el cual se ha observado previamente una inactivacién reversible de la 15-LOX
asociada con la formacion de la enzima ferrosa cataliticamente inactiva. Cuando se
compararon los efectos tanto de 13(S)-HpODE como de 13(S)-HODE en la oxigenacion
de 19(R/S)-HETE, se observo que estos ligandos inducian un aumento significativo en la
velocidad de oxigenacion de 19(R/S)-HETE catalizada por la 15-LOX-1 de conejo
recombinante. Es necesario subrayar que a diferencia del AA (paneles A y B de la Figura
53), la activacion maxima se alcanzo a 10 pM de 13(S)-HpODE y a concentraciones de
sustrato superiores (200 pM). De hecho, empleando dicha concentracion de efector se
determino que el efecto activador de 13(S)-HODE (287 + 11%) so6lo constituia una tercera
parte del de 13(S)-HpODE (823 + 30%) (paneles C y D de la Figura 53). Es importante
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Figura 53. Impacto de los activadores en la oxigenaciéon de los acidos grasos catalizada
por la 15-LOX-1 de conejo wild-type y sus mutantes. La 15-LOX-1 de conejo wild-type
recombinante se preincubd con etanol o con 5 pM o 10 pM de 13(S)-HpODE durante 30
s y después se inici6 la reaccion por medio de la adicion de AA (paneles A y B; 15 0 30
pM) o 19-HETE (paneles C y D; 100 o 200 pM) considerando los diferentes valores de
K para los dos sustratos®®. Efecto de 13(S)-HpODE en la velocidad de oxigenacion del
AA (60 pM) catalizada por la 15-LOX-1 de conejo wild-type y sus mutantes (panel E).
Efecto de 13(S)-HpODE en la velocidad de oxigenacion del AA (30 o 60 pM) y del 19-
HETE (50, 100 o 200 nM) catalizada por el mutante GIn596Ala de conejo (paneles F y
G, respectivamente). Se preincub6 el mutante GIn596Ala recombinante (83 nM) con
etanol o con 13(S)-HpODE durante 30 s a las concentraciones indicadas y se inici6 la
reaccion mediante la adicién de diferentes concentraciones de sustrato. La actividad de
las enzimas se normaliz6 al contenido de hierro. Todos los datos estan representados como
media + SEM de tres medidas independientes (n = 3). 13(.5)-HpODE no exhibi6 ningin
efecto activador en la actividad catalitica del mutante GIn596Ala.
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notar que la activacion de 13(S)-HODE era dos veces superior para 19(R/S)-HETE que
para AA. Estos datos son congruentes con nuestra propuesta de que la oxidacién inducida
por un grupo perdxido de la forma ferrosa de 15-LOX no es el tinico mecanismo de
activacién. De hecho, la activacion alostérica inducida por un ligando también puede
contribuir.

De entre las variantes enziméticas probadas, se observéd que el mutante GIn596Leu de la
15-LOX-1 de conejo era el que presentaba el efecto alostérico més pronunciado. Para la
enzima wild-type y su mutante GIn596Glu, el efecto activador de 13(S)-HpODE era
mucho menor (panel E de la Figura 53). Sorprendentemente, la mutacion GIln596Ala
eliminaba totalmente la sensibilidad de la enzima respecto de la activacién por medio de
13(S)-HODE (datos no mostrados) y 13(S)-HpODE (paneles F y G de la Figura 53). De
manera interesante, la k.. para esta enzima mutante respecto la oxigenacion de 19(R/S)-
HETE era un orden de magnitud superior respecto de la enzima wild-type. De hecho,
para esta enzima mutante la velocidad de oxigenacion de 19(R/S)-HETE (8.2 + 0.8 1)
era comparable a la del AA. A concentraciones bajas de 19(R/S)-HETE (50 y 100 pM)
incluso se observo una ligera inhibicion de la actividad catalitica por parte de 13(S5)-
HpODE.

6.3.2.5 Dependencia con la temperatura de las estructuras secundaria
y terciaria de la 15-LOX-1 de conejo wild-typey sus mutantes
GIn596Ala/Leu (Resultados experimentales)

Debido a que los mutantes GIn596Ala y GIn596Leu muestran diferentes comportamientos
de activacion respecto 13(S)-HpODE, se ha explorado el efecto de estas mutaciones en la
estructura proteica global. Se ha monitorizado la estructura secundaria de la 15-LOX-1
de conejo mediante espectroscopia CD. La mutacién GInb96Leu tnicamente induce
deformaciones sutiles pero significativas en la estructura secundaria. En cambio, se
observan cambios mas drasticos en el mutante Gln596Ala. Para extraer conclusiones més
cuantitativas de las alteraciones estructurales, se proceso el espectro CD con el programa
BeStSel?2363, De acuerdo con los datos obtenidos, el contenido de hélices o para la 15-
LOX-1 de conejo wild-type a 20 °C era de un 38%, mientras que para los mutantes
GIn596Leu (35%) y Glnb96Ala (28%) se obtuvieron valores inferiores (Tabla 12). Para
el mutante GIn596Ala, la disminucién en el contenido de hélices o fue paralela a un
aumento significativo en el contenido de laminas B y giros § (un incremento del 8%
cuando se compara con la enzima wild-type) tanto a 20 °C como a 37 °C.

En un segundo conjunto de experimentos basados en medidas de fluorescencia dindmica
se exploraron las alteraciones inducidas por las mutaciones en la estructura terciaria. A
partir del tratamiento de estos datos, se ha podido concluir que ambos mutantes muestran
una heterogeneidad estructural méas pronunciada a todas las temperaturas y que el
mutante GIn596Leu presenta una mayor flexibilidad estructural, todo esto en

comparacion con la enzima wild-type.
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Tabla 12. Anélisis de la estructura secundaria de las variantes wild-type y mutantes de
la 15-LLOX de conejo a diferentes temperaturas. A temperaturas mas elevadas se observo
una pérdida del contenido de hélice o para todas las muestras.

Estructura 15-LOX Q596L Q596A
secundaria wild-type

T=20°C T=37°C T=20°C T=37°C T =20°C T=37°C
o (%) 38 34 35 31 28 25
B (%) 36 37 36 38 43 45
Otros (%) 26 29 29 31 29 30

6.3.2.6 Simulaciones de MD de los complejos enzima-sustrato

Para explorar la base estructural de las diferencias cinéticas observadas entre las
diferentes variantes de la enzima, primero se realizaron estudios de docking de los
sustratos. Se observo que el AA podia adoptar diferentes poses en el centro activo del
conformero B. En estos complejos, el grupo carboxilato del sustrato interacciona con
GIn596 (sistema GIn596  AA) o con Arg403 (sistema Arg403 AA). Se selecciono la mejor
pose del docking para cada modo de unién como las coordenadas iniciales de una
simulaciéon de MD de 100 ns del complejo dimérico 15-LOX-1-AA. A continuacion, se
emple6 el mismo protocolo de docking para encontrar un modelo estructural de la
interaccion entre 19-HETE y 15-LOX-1 donde, otra vez, se utilizo el conférmero B de la
15-LOX-1 de conejo. En las mejores soluciones de docking para este sustrato, su grupo
carboxilato interaccionaba tanto con GIn596 (sistema Gln596 19-HETE) como con
Arg403 (sistema Arg403 19-HETE). De manera similar al sustrato anterior, se
emplearon las coordenadas de estos complejos para realizar las simulaciones de MD. A lo
largo de dichas simulaciones para los dos sustratos se analizaron los puentes de hidrégeno
que establecia GIn596 del monémero B (Tabla 13).

Las conclusiones mas relevantes desde un punto de vista funcional extraidas a partir de
nuestras simulaciones se pueden resumir como sigue: 1) los dtomos tanto del esqueleto
como de la cadena lateral de GIn596 forman puentes de hidrégeno con otros aminoécidos
durante una parte significativa de la trayectoria; 2) cuando el AA actuaba como sustrato,
los puentes de hidrogeno entre GIn596 y el Atomo de oxigeno del esqueleto de Ser592, por
un lado, y entre GIn596 y la cadena lateral de Arg599 de la hélice a18 del conférmero B,
por otro, mostraban una alta ocupacion (Tabla 13). En cambio, esta ocupacion disminuia
considerablemente o desaparecia empleando 19-HETE como sustrato (Figura 54); 3)
cuando el AA actuaba como sustrato en el sistema Arg403 AA, un puente de hidrégeno
entre GIn596 y el atomo de oxigeno del esqueleto de Aspl74 (24% de ocupacion) era
visible (panel B de la Figura 54). Dicho Asp forma parte de la hélice o2 del conféormero
B; 4) en la trayectoria correspondiente al sistema Arg403 19-HETE, el grupo carboxilato
del sustrato permanece unido a la Argd03. Ademés, existen puentes de hidrogeno directos
entre GInb96 y Aspl74 (45% de ocupacion), por un lado, y entre GIn596 y Ser178 (39%
de ocupacion), por otro. Otra vez, ambos residuos forman parte de la hélice a2 del
conférmero B (panel D de la Figura 54); 5) cuando el AA actuaba como sustrato en el
sistema GInb96 AA, también se formaba un puente de hidrogeno entre GInb596 y el
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Tabla 13. Anélisis de los puentes de hidrogeno de GInb596 del conférmero B con el
sustrato (AA o 19-HETE) y con otros residuos de la enzima. Los nimeros indican el
porcentaje de la trayectoria de MD en que el puente de hidrogeno considerado esté
formado (ocupacion del puente de hidrogeno) para los cuatro sistemas wild-type.

GIn596(B) Par Monémero WT 15-LOX_AA WT 15-LOX_19-HETE

GIn596 AA Argd03 AA  GIn596_  Argd03
19HETE 19-HETE

54% 58% 11% 9%
- - - 5%
OEl (sc)* Aspl74-HN - - - 45%
Argh99-sc? 55% 74% - -
NH2 (sc)* 19-HETE- ] ] ; 62% ;
COO
[1e593-O -
Ser178-0G 39%
Ser592-O - - - 13%
Ser191-O A 33% - - -
AA-COO- - 4% - - -
Aspl74-0 B ]
Arg599-HN B - 10% - -

HN Ser592-0O
I1e593-0

s ios v Rvs]

W ww

agc significa cadena lateral.

atomo de oxigeno del esqueleto de Ser191 (33% de ocupacion) donde dicha Ser forma
parte de la hélice o2 del conférmero A (panel A de la Figura 54). Estos resultados indican
que las hélices o de los dos mondémeros que forman la interfase del dimero pueden
interaccionar entre si via GIn596; 6) cuando 19-HETE actuaba como sustrato, no se
detecté puente de hidrégeno alguno entre GInb96 y cualquiera de los residuos que
constituyen la hélice a2 del conféormero A; 7) para el sistema GIn596 AA, el grupo
carboxilato del AA soélo interacciona con GIn596 en el 4% de los frames de la simulacion
de MD. En cambio, para el sistema GIn596 19-HETE, nuestra simulacién de MD indica
(panel C de la Figura 54) que la interaccion entre el grupo carboxilato de 19-HETE y
GIn596 se conserva a lo largo de todo el periodo de la simulacion (62% de ocupacion).
Comparando la k.ot de 19-HETE en la 15-LOX-1 de conejo wild-type con la de su mutante
GInb96Glu, se determiné que la velocidad de conversion de 19-HETE se redujo
enormemente (sélo 3.6 £ 2.2% de la velocidad de conversion de 19-HETE medida para
la enzima wild-type) al emplear el mutante GIn596Glu como catalizador. Este resultado
es consistente con las predicciones realizadas en base a nuestras simulaciones de MD; 8)
en todas las simulaciones de los sistemas, GIn596 se encuentra siempre solvatada pero el
grado de solvatacion depende del sistema (Tabla 14). Sorprendentemente, el grado de
solvatacion de GIn596 era mayor cuando interaccionaba con el grupo carboxilato de 19-
HETE (sistema GIn596 19-HETE) (panel C de la Figura 54) y cuando interaccionaba
con Argh99 (sistema GIn596 AA) (panel A de la Figura 54); 9) en la trayectoria del
sistema GIn596 19-HETE, el grupo carboxilato de 19-HETE interacciona con GIn596
(ver punto 8), que a su vez interacciona con el &tomo de oxigeno del esqueleto de Ser178,
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que forma parte de la hélice a2 del conformero B (panel C de la Figura 54). De esta
manera, en presencia del sustrato, GIn596 interacciona de manera indirecta con la hélice

o2 del conféormero B.
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Figura 54. Representacion de los puentes de hidrogeno (indicados con lineas negras)
mas poblados de GInb96 a lo largo de las diferentes simulaciones de MD: sistema
GIn596 AA (panel A); sistema Argd03 AA (panel B); sistema Gln596 19-HETE (panel
C); sistema Arg403 19-HETE (panel D).

Tabla 14. Namero de puentes de hidrégeno promedio entre GIn596 del conférmero B y
moléculas de agua para los diferentes sistemas.

Sistema Numero de puentes de hidrégeno promedio
GIn596 19-HETE 2.22
Arg403 19-HETE 1.07
GInb96  AA 2.13
Argd03 AA 1.40
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Figura 55. Representacion del entorno alrededor del extremo hidrofébico del sustrato
para los sistemas estudiados. Entorno alrededor del extremo hidrofobico del AA para el
sistema GIn596 AA (panel A); Entorno alrededor del extremo hidrofobico del AA para
el sistema Arg403 AA (panel B); Entorno alrededor del extremo hidrofébico del 19-
HETE para el sistema GIn596 AA (panel C); Entorno alrededor del extremo hidrofobico
del 19-HETE para el sistema Argd03 AA (panel D). Se ha representado el sustrato (AA
o 19-HETE), la esfera de coordinacion del Fe y los residuos que se encuentran a menos
de 3 A del extremo hidrofobico del sustrato por medio de sticks. La esfera de coordinacion
del Fe se ha resaltado en verde, mientras que los residuos que se encuentran a menos de
3 A del extremo hidrofobico del sustrato se han resaltado en lila.
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Las principales diferencias locales que se pueden observar entre el AA (paneles A y B de
la Figura 55) y el 19-HETE (paneles C y D de la Figura 55) alrededor de sus extremos
hidrofobicos son que el 19-HETE interacciona con GIn548 del monémero B (GIn548B)
por medio de su grupo hidroxilo. Hay también algunas moléculas de agua adicionales
alrededor de los &tomos que estdn involucrados en dicha interaccién, las cuales
permanecen cerca del grupo hidroxilo a lo largo de las simulaciones de MD que involucran
al 19-HETE como sustrato. Debido a que 19-HETE estd unido mediante puentes de
hidrogeno tanto por su extremo hidrofobico (con GIn548B) como por su extremo
hidrofilico (con GIn596) en la mayor parte de la trayectoria correspondiente al sistema
GInb96 19-HETE, dicho sustrato se encuentra mas rigidamente unido que el AA.
Ademas, su interaccion con GIn596 parece evitar interacciones directas entre las hélices
al8 y a2 del conférmero B, constituyentes de la interfase, via GIn596, todo esto al menos
en comparacion con los otros tres sistemas (Tabla 13 y Figura 54). Este modo de unién
més rigido sugiere que en promedio el Cig y el Ci3 de 19-HETE distan més del 4tomo de
hierro catalitico que los correspondientes atomos de carbono del AA. De hecho, un anélisis
de distancias comparativo de los metilenos bisalilicos de AA (Tablas 15y 16) y 19-HETE
(Tablas 17 y 18) que contienen los atomos de carbono Cio y Ci3 en relacion al cofactor
Fe(III)-OH- lo corrobora. Este resultado es congruente con la menor actividad de 19-
HETE como sustrato de la 15-LOX en comparacion con el AA, ya que dichas distancias
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Tabla 15. Distancias promedio del Cip y sus atomos de hidréogeno Hiopror ¥ Hiopros del
AA junto con el porcentaje de estructuras con al menos un dtomo de hidrégeno bien
orientado para su abstraccion y el porcentaje de estructuras precataliticas.

Sistema  d(Ci10-OH)  d(Hiopor-OH) d(Hiopros-OH) Estructuras Estructuras

(A) (A) (A) con al menos  precataliticas
un H bien (%)
orientado (%)
GInb96 AA 4.01 3.90 4.18 63.8 38.3
Argd03 AA 3.64 3.81 3.05 95.8 75.0

Tabla 16. Distancias promedio del Ci3 y sus atomos de hidrogeno Hizpror v Hizpros del
AA junto con el porcentaje de estructuras con al menos un dtomo de hidrogeno bien

orientado para su abstraccion y el porcentaje de estructuras precataliticas.

Sistema  d(Ci3-OH) d(Hizpror-OH) d(Higpros-OH)  Estructuras  Estructuras

(A) (A) (A) con al menos precataliticas
un H bien (%)
orientado (%)
GInb96 _ AA 4.90 5.05 4.90 82.8 4.5
Argd03 AA 5.19 4.85 5.47 97.8 3.4

Tabla 17. Distancias promedio del Cip y sus atomos de hidrégeno Hiopror v Hiopros del
19-HETE junto con el porcentaje de estructuras con al menos un atomo de hidrégeno
bien orientado para su abstraccién y el porcentaje de estructuras precataliticas.

Sistema d(C10-OH) d(Hiopror-OH) d(Hiopros-OH) Estructuras Estructuras
(A) (A) (A) con al menos precataliticas
un H bien (%)
orientado
(%)
GIn596 19-HETE 5.16 5.44 6.05 21.7 0.1
Arg403 19-HETE 6.41 5.61 6.97 96.5 0.0

Tabla 18. Distancias promedio del Ci3 y sus atomos de hidrogeno Hispror v Hizpros del
19-HETE junto con el porcentaje de estructuras con al menos un atomo de hidrégeno
bien orientado para su abstracciéon y el porcentaje de estructuras precataliticas.

Sistema d(C13-OH) d(Hi3pror-OH) d(Hi3pros-OH) Estructuras Estructuras

(A) (A) (A) con al menos precataliticas
un H bien (%)
orientado

(%)
GIn596 19-HETE 5.70 6.39 5.82 23.1 11.7
Arg403 19-HETE 6.92 5.98 6.97 100.0 0.0
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permiten hacer una estimacién de la probabilidad con la que se producira la abstraccién
de hidroégeno del correspondiente dtomo de carbono. A partir de las Tablas 15 y 16 se
puede apreciar que en los sistemas donde el AA es el sustrato y la 15-LOX-1 de conejo
wild-type es la enzima, la distancia promedio C1-OH es méas pequeiia que la distancia
C13-OH. Ademas, uno de los dos atomos de hidrogeno estd en promedio mas cerca del
atomo de oxigeno del cofactor Fe(IIl)-OH- que el correspondiente atomo de carbono,
mientras que el otro a&tomo de hidrégeno se encuentra mas lejos. También se puede ver
que cuando el grupo carboxilato del sustrato esta interaccionando con Arg403 (sistema
Arg403 AA), aumenta la proporcién de estructuras donde al menos uno de los dos
adtomos de hidrégeno esta bien orientado para el proceso de abstraccién en relaciéon con
el sistema GInb596 A A donde el grupo carboxilato del sustrato se encuentra inicialmente
interaccionando con GIn596. Por otra parte, para el sistema GIn596 AA, la distancia
entre Cio/13 y el &tomo de oxigeno del cofactor Fe(IIT)-OH- flucttia méas que para el sistema
Arg403 AA y en ambas simulaciones de MD para dichos sistemas hay snapshots donde
el Ci3 se encuentra mas cerca del atomo de oxigeno del cofactor Fe(III)-OH- que el Cio y
viceversa (paneles A y B de la Figura 56). Si se analizan las estructuras precataliticas,
las cuales vienen definidas por los dos siguientes criterios: 1) d(Cio/13-OH) < 3.0 A; 2)
d(Hio/13-OH) < d(Cio/13-OH) de manera que queda asegurado que el correspondiente
enlace C-H esta adecuadamente orientado para la abstracciéon de hidrégeno, se puede
apreciar que el Cio del AA parece ser mas reactivo que el Ci3. Este resultado es similar
al que se obtuvo en unas simulaciones previas de nuestro grupo para el complejo entre
AA y la 15-LOX-1 de conejo donde solo se empleaba el monémero B en el modelo?™. A
pesar del hecho de que ambas abstracciones de hidrogeno parecen ser viables, este
resultado estd aparentemente en desacuerdo con la regioselectividad experimental de la

15-LOX-1 de conejo wild-type. Sin embargo, a partir de dichos célculos previos?’!

se
determiné que la abstraccion de Hig esta desfavorecida en comparacion con la abstraccion
de Hiz debido al impedimento estérico producido por las voluminosas cadenas laterales
de Leub97 y/o Ile663. Dichos residuos dificultan significativamente la evolucion
geométrica que el AA necesita experimentar a lo largo de la abstraccién de Hig, pero no
tienen efecto alguno cuando se transfiere el His. Esto origina barreras de energia potencial
algo mayores para la abstraccion de Hip en comparacién con la abstraccion de His,
explicando asf la estricta regioespecificidad del primer paso de la hidroperoxidacion del
AA catalizada por la 15-LOX-1 de conejo wild-type. Por otra parte, para el 19-HETE, se
puede apreciar que, a diferencia del AA, su Cio no es reactivo en lo més minimo, mientras
que su Ci3 Unicamente muestra algo de reactividad cuando el grupo carboxilato esta
interaccionando con GIn596.

A diferencia de los datos obtenidos para los complejos formados entre el AA y la 15-
LOX-1 de conejo wild-type, en las simulaciones de MD del sistema mutante Q596A AA,
el Ci3 del acido graso se aproxima més al atomo de hierro catalitico del cofactor Fe(III)-
OH- que el Cio. De hecho, el promedio de la distancia d(Ci3-OH) es de 3.78 A, mientras
que el promedio de la distancia d(Ci-OH) es de 6.03 A cuando se calcula sobre la
totalidad de la trayectoria de 100 ns o de 5.50 A cuando se calcula sobre los tltimos 50
ns donde el sistema ya esta estable (Figuras 56 y 57). Aunque ambas distancias promedio
presentan algunas fluctuaciones (panel C de la Figura 56), el Ci3 se encuentra mas cerca
del atomo de hierro catalitico del cofactor Fe(III)-OH- durante la mayor parte de la
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simulacion de MD. A pesar de que el modelo mutante del sistema Q596A AA no refleja
todas las alteraciones observadas en la estructura secundaria para el mutante GIn596Ala,
los datos obtenidos todavia estan cualitativamente de acuerdo con el aumento en la
produccion de 15-HETE determinado experimentalmente (Tabla 11).

10 T T T
d(Cyp-OH) B 19 JiC1y-0H
A 05 a(C3-OH) —— . SR —

8(C,~OH) (A)
UC,-OH) (A)

diC1o-OH)'
G(C9-OH) ——

dIC,-OH) (A)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100
Time (ns)

Figura 56. Distancias entre Cig/13 del AA y el atomo de oxigeno del cofactor Fe(III)-
OH- en funcion del tiempo para los sistemas GIn596 _ AA (panel A), Argd03 AA (panel
B) y GIn596Ala_AA (panel C).

i -

-

Figura 57. Comparacion entre un snapshot del complejo WT 15-LOX AA (en marrén)
y un snapshot del complejo mutante GIn596Ala_AA (en azul). El Ci esta representado
en verde, mientras que el Ci3 estd representado en amarillo. Por claridad, no se han
incluido los atomos de hidrégeno del AA.
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6.3.2.7 Consecuencias de la estructura del sustrato en la geometria de

la interfase en el dimero de 15-LOX

Para explorar si las diferencias entre los modos de uniéon de los dos sustratos (AA y 19-
HETE) afectan a la geometria de la interfase del dimero de 15-LOX, se han calculado
para los cuatro sistemas diferentes las RMSDs del esqueleto de los elementos de la
estructura secundaria involucrados en la dimerizacion de la proteina (hélices o2 y «18 de
los conférmeros A y B). Los resultados més relevantes se obtuvieron al comparar los
calculos de las RMSDs del esqueleto de la hélice a2 del conférmero B en los sistemas con
AA y 19-HETE como ligandos (Figura 58). Los valores de las RMSDs indican un
movimiento relativo del esqueleto de la hélice a2 del conférmero B cuando se compara el
sistema GIn596 AA con el sistema GIn596 19-HETE en cada paso de la trayectoria de
MD. Se observo una diferencia similar cuando se compararon los sistemas Argd03 AA 'y
Arg403 19-HETE. De manera interesante, se observo que el movimiento de la hélice o2
del conférmero B depende de la estructura del sustrato. Ademas, las diferencias entre los
dos complejos enzima-sustrato alrededor de la hélice o2 del conférmero B eran maés
pronunciadas cuando las trayectorias de MD se habfan iniciado con el grupo carboxilato
unido a GIn596.
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Figura 58. RMSDs para el esqueleto de la hélice a2 del conférmero B entre las
trayectorias de los sistemas GIn596 AA y GIn596 19-HETE (panel A) y entre las
trayectorias de los sistemas Arg403 AA y Arg403 19-HETE (panel B).

En los sistemas GIn596 19-HETE y Arg403 19-HETE, el clister hidrofébico formado
entre Leul79/Leul83 del monémero A y Leul88/Leul92 del monémero B adopta una
conformaciéon que guarda parecido con un motivo zipper, el cual también estd presente
en la estructura cristalografica dimérica de la 15-LOX-1 de conejo con un inhibidor dentro
del monomero B (PDB code 2POM)*. En cambio, en los sistemas GIn596 AA y
Arg403 AA, las cadenas laterales de Leul79/Leul83 del monémero A y de
Leul88/Leul92 del monémero B estan enfrentadas entre si en la region de la interfase
(Figura 59). Estos datos sugieren que la naturaleza del acido graso del centro activo
puede alterar la geometria de la interfase. Mas concretamente, éstos sugieren que cuando
el AA estd unido al centro activo del conférmero B, las hélices a2 y a18 de los dos
monémeros interaccionan directamente entre si. En cambio, cuando el 19-HETE esta
unido al centro activo del conférmero B, el clister hidrofébico de la interfase adopta una
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conformacién diferente de manera que la interaccién entre las hélices o2 y o18 de los dos

mondémeros es minima.

A «2B B a2B
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|_ Leu 188 PLe;> L,: -, -—
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Leu 179 fi, 8

Leu 179 . 4~

Figura 59. Representacion de la conformaciéon del clister hidrofébico para los cuatro
sistemas estudiados: Superposicion de los sistemas GIln596 AA (azul) y GIn596 19-
HETE (marrén) (panel A); Superposicion de los sistemas Arg403 AA (azul) y
Arg403 19-HETE (marrén) (panel B). La hélice a2 de los conféormeros A y B ha sido
representada mediante ribbons, mientras que las cadenas laterales de Leul79(A),
Leul83(A), Leul88(B) y Leul92(B) han sido representadas por medio de sticks.

6.3.3 Conclusiones

GInb96, la cual se conserva en gran medida en la mayoria de ortélogos de 15-LOX de
mamiferos superiores, no contribuye directamente a la geometria del centro activo, ni
estd involucrada en la union del AA a éste, sin embargo, sus interacciones indirectas no
pueden ser descartadas. De hecho, nuestros estudios por medio de simulaciones de MD
(Tabla 13) sugieren que tales interacciones indirectas de GIln596 se dan con residuos que
constituyen el centro activo. Ademés, se ha observado que la introducciéon de un
aminoacido hidrofobico en esta posicion induce ciertas alteraciones funcionales (cinética
de reaccion, selectividad de sustrato, especificidad de reaccion), cosa que indica que
GInb96 afecta de manera indirecta a la geometria del centro activo, ayuda a determinar
la especificidad de reaccion de la enzima y es importante para el cardcter alostérico de la
oxigenacion del AA catalizada por la 15-LOX. Por otra parte, la mutacion GIn596Ala
induce una pérdida parcial del contenido de hélices o de la 15-LOX-1 de conejo y elimina
el caracter alostérico de la enzima. Finalmente, estudios de docking de los sustratos y
simulaciones de MD utilizando diferentes acidos grasos como sustrato corroboran que
GIn596 puede estar involucrada en la regulacion alostérica de la enzima.
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6.4 Mecanismo de accion de N-Substituted 5-(1H-Indol-2-
yl)-2-methoxyanilines que son inhibidores alostéricos
de la actividad oxigenasa del LA de las 15-LOX de

mamifero

6.4.1 Metodologia

En relacion con los estudios de docking, éstos se realizaron con el programa GOLD5.8.0%48.
Respecto a los inhibidores 8a y 8b (ver Figura 62), estos calculos se restringieron a la
cavidad del monémero A de la 15-LOX-1 de conejo, considerando como receptor la
estructura cristalografica dimérica de dicha enzima (PDB code 2POM)3". Antes de iniciar
el protocolo de docking, se eliminé el ligando unido al centro activo del monémero B de
la estructura cristalografica. Se generaron las coordenadas de los dtomos de hidrogeno
con el servidor web H+ 4246247 empleando un pH de 6.0 para los residuos titulables. En
cambio, para AA y LA, los calculos de docking se restringieron a la cavidad del monémero
B de la 15-LOX-1 de conejo, considerando como receptores los complejos relajados 15-
LOX-8a(A)-empty(B) y 15-LOX-8b(A)-empty(B). El lugar de union utilizado en los
calculos de docking es una esfera de 20 A de radio centrada en el dtomo de hierro del
mondémero A, cuando los inhibidores 8a y 8b actiian como ligando, o en el dtomo de
hierro del monémero B cuando AA o LA acttian como ligando. El receptor se mantuvo
rigido, pero se le confiri6 total flexibilidad al ligando durante la exploracién
conformacional. Se activé la opcion de GOLD que considera las interacciones de ligandos
orgénicos con iones metalicos en metaloenzimas pero limitando dichas interacciones a las
que consideran geometrias hexacoordinadas del atomo de hierro. Se empled el GA més
eficiente para asegurar una exploracion conformacional extensiva de todos los ligandos.
Para hacer una estimacion de las energias de Gibbs de unién de los ligandos se utilizé la
funcion fitness ChemScore.

En relacién con las simulaciones de MD, los diferentes sistemas se montaron utilizando
el procedimiento recomendado por el paquete de programas AMBER?*. Para los 4tomos
de proteina se utilizo el force field ff14SB?°. Los parametros de force field para el AA3?,
el LA y el atomo de hierro con su primera esfera de coordinacion®® (His361, His366,
Hisb41, Hisb45, 11e663 y el grupo OH") se recuperaron de trabajos previos, mientras que
para este estudio se desarrollaron parametros especificos de los inhibidores 8a y 8b. Los
calculos para generar dichos parametros especificos se realizaron siguiendo el protocolo
estandar de AMBER con los médulos Antechamber y Parmchk2, aunque como ambos
inhibidores difieren sustancialmente de los sustratos comunes empleados en AMBER, se
tuvo que emplear un procedimiento desarrollado por MacKerell et al.?6* para subsanar
los problemas que presentaban algunos pardmetros de los angulos diedros. Se usé6 la
libreria GAFF2249:251 como fuente para estos parametros. Para optimizar las estructuras
de los inhibidores 8a y 8b se empled el nivel de teoria B3LYP/6-31G(d) y sus cargas
atomicas se asignaron utilizando el procedimiento RESP?%? de Merz y Kollman. Ademas,
los estados de protonacion para todos los ligandos se establecieron a mano para asegurar
que éstos coincidian con el estado de protonacion en condiciones fisiologicas.
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Todas las simulaciones de MD siguieron el mismo protocolo, las tinicas diferencias fueron
la longitud del periodo de produccién y las estructuras de partida. Después de combinar
los archivos de enzima y sustrato, los diferentes complejos enzima-sustrato se solvataron
con una caja ortorrombica de aguas preequilibradas TIP3P*° y su carga total se
neutraliz6 afiadiendo cationes sodio mediante el programa tLeap. Los sistemas resultantes
contenian alrededor de 200000 &tomos, de los cuales unos 21000 pertenecian a la enzima.
Los atomos restantes representan moléculas de agua y cationes sodio. Todas las
simulaciones de MD se calcularon con la version AMBER 18 GPU (CUDA) del paquete
de programas PMEMD?4%56, En primer lugar, el sistema se sometié a 22000 pasos de
minimizacién de energia utilizando el método steepest-descent para evitar malos
contactos. En los primeros 6000 pasos, se aplicaron restricciones armoénicas a los 4tomos
de proteina y sustrato con una constante de fuerza de 5.0 kcal molt A-2, de manera que
solo se relajaron el solvente y los iones. En los siguientes 6000 pasos, se aplicaron
restricciones armonicas a los dtomos del esqueleto proteico y a los atomos pesados del
sustrato con una constante de fuerza de 5.0 kcal molt A2. En los tltimos 10000 pasos,
todo el sistema se mantuvo libre de restricciones. Después de esto, se realizaron
simulaciones de MD usando PBC. El sistema se calent6 gradualmente de 0 K a 300 K
durante un periodo de 200 ps. A continuacion, se ha calculado una simulacién de MD de
1 ns a temperatura y presion constantes (300 K, 1 bar) para ajustar el volumen de la caja
ortorrémbica de manera que la densidad del sistema alcanzara un valor préoximo a 1 g
cm3. A lo largo del calentamiento y la etapa isobérica, se aplicaron restricciones
armonicas a los dtomos del esqueleto proteico y a los atomos pesados del sustrato con
una constante de fuerza de 5.0 kcal molt A2, mientras que no se aplico restriccion alguna
al resto del sistema. La temperatura se controld6 por medio de dinamica de Langevin?!6,
mientras que la presiéon se ajusté mediante el baréstato de Berendsen?!”. Después, se
realizé una etapa de equilibracion de 10 ns a temperatura (300 K) y volumen constantes.
En ultimo lugar, se calculd un periodo de producciéon dentro del mismo colectivo
isotérmico-isocorico. A lo largo de toda la trayectoria de MD se empled un time step de
2 fs. Todos los enlaces y angulos que contenia atomos de hidrégeno se restringieron
mediante el algoritmo SHAKE?®. Las interacciones no enlazantes se calcularon
empleando un cutoff de 9 A. La mejor pose de docking de 8a y 8b en el monémero A se
utiliz6 como estructura de partida para las simulaciones de MD de los complejos 15-LOX-
8a(A)-empty(B) y 15-LOX-8b(A)-empty(B), respectivamente. La longitud del periodo de
produccién para estas dos trayectorias de MD fue de 200 ns para permitir la relajacion y
adaptacion del sistema a la presencia del inhibidor. La ultima estructura de estas dos
simulaciones de MD se emple6 como receptor para el docking del AA y el LA en el
monomero B de los complejos 15-LOX-8a(A)-empty(B) y 15-LOX-8b(A)-empty(B). A
continuacién, la mejor pose de docking del AA en el monomero B se selecciondé como
estructura de partida para las simulaciones de MD de 15-LOX-8a(A)-AA(B) y 15-LOX-
8b(A)-AA(B). Por otra parte, la mejor pose de docking de LA se emple6 para iniciar la
simulacion de MD de los complejos 15-LOX-8a(A)-LA(B) y 15-LOX-8b(A)-LA(B). En
estos casos, se calculé un periodo de produccién de 100 ns excepto para el sistema 15-
LOX-8a(A)-LA(B) que necesit6 100 ns adicionales para equilibrarse. Para poder
comparar, se han incluido los resultados de la simulacion de MD del complejo 15-LOX-
empty(A)-AA(B) (es decir, sin ningtn inhibidor) de un estudio previo®. Ademas, para el
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presente trabajo, se ha calculado una simulacién de MD de 100 ns para el sistema 15-
LOX-empty(A)-LA(B) con el objetivo de poder comparar con las simulaciones que
incluyen un inhibidor y el LA. El mutante Leul83Glu+Leul92Glu se ha construido a
partir del modelo dimérico de 15-LOX wild-type utilizando el programa USCF
CHIMERA?". Con el objetivo de relajar el sistema que contiene esta doble mutacion, se
calculé un periodo de producciéon mas largo, concretamente, de una longitud de 200 ns.
Los analisis de las simulaciones de MD se llevaron a cabo con AmberTools18, mientras
que la visualizacion de estas trayectorias se realizé con los programas VMD?"6 y USCF
CHIMERA?™. Por ultimo, las superficies de las cavidades se calcularon con el servidor
web CavityPlus3%.

6.4.2 Resultados

6.4.2.1 Targeted drug design y relaciéon estructura-actividad (SAR)

(Resultados experimentales)
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Figura 60. Estructuras seleccionadas de los inhibidores de 15-LOX especificos y no
especificos de sustrato.

Como se ha mencionado anteriormente, en solucion acuosa, la 15-LOX-1 de conejo exhibe
heterogeneidad conformacional®® y a concentraciones de sal fisiologicas esta presente en
un equilibrio dinamico entre las fracciones monomeéricas y diméricas®. Aunque el caracter
alostérico de la 15-LOX se conoce desde hace mas de una década3?”, el mecanismo preciso
de regulacién alostérica de la enzima sigue sin estar claro. De esta manera, es imposible
crear inhibidores alostéricos potentes empleando los métodos convencionales de disefio
racional de farmacos. Por otra parte, una busqueda bibliografica de inhibidores de la 15-
LOX ha revelado que s6lo para un nimero limitado de compuestos se ha determinado el

151



cociente IC50(LA)/ICs50(AA)3473%, Para este estudio, se ha cuantificado el valor de ICs
de isobutyl  (N-(5-(5,6-difluoro-1H-indol-2-yl)-2-methozxyphenyl)sulfamoyl)carbamate
para la oxigenacion del LA y el AA catalizada por la 15-LOX-1 humana recombinante
pura (Figura 45) y se obtuvo un cociente de 0.03 (panel A de la Figura 60). El compuesto
basado en imidazol N-(2-(5-(4-methoxyphenyl)-2-(pyridin-2-yl)-1H-imidazole-4-yl)ethyl)-
4-pentylbenzenesulfonamide (panel B de la Figura 60)3*® exhibi6 un grado similar de
inhibicién especifica de sustrato para la 15-LOX-1 de conejo. De manera interesante, la
sustitucion en la posicion 3 del anillo indol (panel C de la Figura 60) redujo el grado de
selectividad de sustrato del inhibidor para la 15-LOX-1 de conejo y la ausencia del grupo
metoxiarilo elimin6é completamente la inhibicion especifica de sustrato3®3. Basandonos en
estos datos, se podria concluir que el grupo 2-metoxianilina unido en la posicién Co del
nicleo farmacoforo desempeiia un papel crucial en el grado de inhibicion especifica de
sustrato de la actividad oxigenasa de la 15-LOX para el LA. Cuando se realizaron estudios
de docking del sulfamoilocarbamato representado en el panel A de la Figura 60 en la
cavidad del monémero A del dimero de 15-LOX-1 de conejo (PDB code 2POM), se obtuvo
que el inhibidor en su mejor pose de docking estaba colocado en la cavidad del monémero
A con su grupo 5-(1H-indol-2-yl)-2-methozryaniline por delante (Figura 61). El grupo
éster del acido carbamico se encontraba préoximo a la entrada de la cavidad del monémero
A y parcialmente interconectado a los dos monémeros de la enzima dimérica, ya que los
atomos de oxigeno de dicho grupo formaban dos puentes de hidrogeno: 1) entre un dtomo
de oxigeno carboxilico y la cadena lateral de Arg403 (monoémero A); 2) entre el otro
atomo de oxigeno carboxilico y la cadena lateral de Asn193 (monoémero B). El atomo de
oxigeno del esqueleto de Argd03 forma puentes de hidrégeno con ambos grupos NH de la
sulfonamida. La cadena lateral de GIn596 (monémero A) esta dirigida hacia el interior
de la cavidad del monomero A y su grupo NH» forma dos puentes de hidrogeno con uno
de los atomos de oxigeno del grupo sulfonamida. Por otra parte, el grupo metoxilo del
inhibidor se encuentra entre Phel75 y Leul79, que forman una especie de pinza alrededor
de su grupo CHs. Aunque ambos residuos se encuentran préximos al grupo metoxilo,
Phel75 esta a una distancia mas corta. Los grupos NH2 de Arg599 y Arg403 interaccionan
electrostaticamente con el &tomo de oxigeno del grupo metoxilo y el grupo NHa de GIn596
forma un puente de hidrégeno con este mismo adtomo de oxigeno. Finalmente, merece la
pena mencionar que uno de los dos atomos de flior presenta interacciones electrostaticas
desfavorables con Glu357 (Figura 61). Este modo de union sugiere que la naturaleza
quimica de los sustituyentes I, II y III (panel A de la Figura 60) puede tener una
relevancia crucial para las propiedades alostéricas del inhibidor. Basandose en esto, se
han propuesto tres lineas de modificacion del inhibidor: 1) debido a que el grupo OCH3
perteneciente al grupo metoxianilina puede limitar la movilidad de este ligando dentro
del centro activo, se sustituyo este residuo por un pequeno atomo de hidrogeno; 2) el
modo de unién del inhibidor que se identifico con los calculos de docking ofrece suficiente
espacio alrededor de la cola del grupo éster del acido carbamico para la modificacion
quimica del sustituyente II. Por consiguiente, se razoné que la incorporacién de un grupo
éster de cadena alifatica larga en esta posicion podia incrementar el caracter lipofilo de
este sustituyente y, por lo tanto, podia mejorar la afinidad de unién del inhibidor al
entorno hidrofébico de la cavidad del monémero A. Ademéas, la introduccion de un grupo

éster alilo podria inducir interacciones n-r adicionales entre el inhibidor y los aminoécidos

152



aromaéaticos del centro activo y, por lo tanto, se podria fortalecer la interacciéon enzima-
inhibidor; 3) dado que la fluoracion del anillo indol puede no s6lo mejorar la estabilidad
metabolica del farmacoforo respecto la oxidacion, sino que también podria ser importante
para la alineacién del inhibidor en el centro activo de la enzima, se prepararon también
los derivados no fluorados y monofluorados en la posiciéon Cs del inhibidor.

Arg
\‘ ]
/. GIn 596
NWA

Figura 61. Mejor pose de docking de (N-(5-(5,6-difluoro-1H-indol-2-yl)-2-
methozyphenyl)sulfamoyl)carbamate en el monémero A del dimero de 15-LOX-1 de conejo
(PDB code 2POM). Asnl93 esta resaltado con un asterisco para indicar que pertenece al
monoémero B.

6.4.2.2 Sintesis quimica de N-(3-(1H-indol-2-yl)phenyl)sulfamoyl

carbamates sustituidos (Resultados experimentales)

Para comprobar la validez de nuestras predicciones in silico, se ha sintetizado un conjunto
de nueve derivados 2-ariloindol que involucran los siguientes precursores: 1) 3-(1H-indol-
2-yl)aniline (5a); 2) 5-(1H-indol-2-yl)-2-methozyaniline (5b); 3) el derivado
monohalogenado de 5b (5c). La preparacion de 5a-c tanto por la via de la sintesis de
indol de Fischer en un procedimiento de una sola etapa como por la via que aisla las
hidrazonas intermedias 4a-c (Figura 62, path B) conduce a la formacion de mezclas
complejas de productos con rendimientos pobres para los compuestos objetivo. Sin
embargo, utilizando acido polifosforico (PPA)366, se consigui6 sintetizar los compuestos
5a-c con buenos rendimientos (50-60%) empleando temperaturas bastante moderadas
(120-130 °C) y tiempos de reaccion cortos (15-30 min) (Figura 62, path A). En ultimo
lugar, los indoles resultantes 5a-c se transformaron posteriormente a los derivados 6-8
por medio de la reaccion con clorosulfonilo isocianato y el correspondiente alcohol en
presencia de dietilamina®. Cabe destacar que todos los compuestos obtenidos, tanto

productos finales como intermedios, se caracterizaron para comprobar su identidad.
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Figura 62. Ruta sintética de los compuestos 6-8. A continuacion se detallan reactivos
y condiciones: i) 10% Pd/C, HCOONH,, EtOH, reflujo; ii) PPA, 130 °C, 0.5 h; iii) AcOH,
EtOH, reflujo; iv) ZnCly, 180 °C, 2 h; v) CISO2NCO, HN(CyHs)2, alcohol isobutilico,
alcohol alilico o alcohol octilico, rt.

6.4.2.3 Potencia inhibidora de los N-(3-(1H-indol-2-yl)phenyl)sulfamoyl
carbamates sustituidos (6-8) respecto la 15-LOX (Resultados

experimentales)

Durante la primera serie de experimentos, se determinaron los valores de 1Csp para los
nueve compuestos 2-ariloindol derivados de la seccién anterior utilizando la 15-LOX-1 de
conejo recombinante pura como enzima. La inhibiciébn se midi6 empleando los
experimentos espectrofotométricos estandar que monitorizan la velocidad de formaciéon
de dienos conjugados cuando AA o LA se usan como sustratos. Los valores de ICsg oscilan
entre 0.04 pM para el LA y > 50 pM para el AA (Tabla 19 y Figura 63). De esta manera,
se observo una pronunciada inhibicién enzimatica especifica de sustrato. La comparacion
de los datos indica que la presencia del grupo metoxilo en Caz del grupo anilina (indoles
tipos b y ¢) es importante no sélo para la potencia inhibidora, sino que también para la
selectividad de sustrato del efecto inhibidor (cociente ICs50(LA)/ ICs0(AA) < 0.05). La
sustitucion del grupo butilo (compuestos 6b/c) por un grupo alilo (compuestos 7b/c)
resulta en un cambio moderado de la potencia inhibidora de los compuestos. En cambio,
la introduccién de un sustituyente con un caracter mas lipofilo como es el octilo
(compuestos 8b/c) aumento la potencia inhibidora en 10 veces. La fluoracion del anillo
indol en Cs (compuestos 6¢-8c) mejord de forma moderada la potencia inhibidora contra
ambos acidos grasos, pero no tuvo ningun efecto en la selectividad de sustrato de la
inhibicion. Por otra parte, los compuestos 8b (panel A de la Figura 64) y 8c, con valores
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de ICsp de 0.04 pM, parecen ser igual de potentes que los mejores inhibidores de 15-LOX
descritos hasta el momento®®. Es importante notar que las condiciones experimentales
empleadas en los diferentes estudios que aparecen en la literatura y en nuestros
experimentos no son estrictamente comparables (preparados enziméticos diferentes,
concentraciones de sustrato diferentes, uso de detergentes) y, por lo tanto, la comparacion
directa de los valores determinados para ICsy puede ser engafiosa. Sin embargo, lo més
interesante es que los compuestos 6¢, 7b/c y 8b mostraron un alto grado de selectividad
de sustrato con cocientes IC50(LA)/ ICs0(AA) oscilando entre 0.014 y <0.030 (Tabla 19
y Figura 63). Ademaés, se observo una tendencia similar para la inhibicion especifica de
sustrato cuando se prob6 8b con la 15-LOX-1 humana recombinante (panel B de la
Figura 64).

Tabla 19. Actividad inhibidora de los 2-ariloindolsulfocarbamatos 6-8 respecto a la 15-
LOX-1 de conejo.

R-|
O ; O 02 0 R,=H
N , M=

a Ry=H
H HN— “_N‘JL‘O‘Ra b R.-l|= H, Rz= OMe
E) H ¢ Ri=F, Ry= OMe
6. Rs= -CH>-CH(CHz)» 7, Rs= -CH-CH=CH>» 8, Rs= (CH»)7-CHgs
Indole ICs0(LA) ICs50(AA) ICs0(LA)/ ICso(LA)  ICs0(AA) ICs0(LA)/ ICs0(LA), ICso(AA), ICs(LA)/
Type  (uM)e (uM)*  ICw(AA)  (uM)® (uM)*  ICp(AA)  (uM)® (rM)*  ICs0(AA)
ratio ratio ratio
a 29.97+12.20 =50 =>0.60 15.384+10.20 =50 =0.30 1.55+0.34 2.79+1.53 0.565
b 1.45+0.27 =50 =0.030 0.63£0.32 43.34+13.09 0014 0.0404£0.001 2.06==0.14  0.020
c 0.4240.03 20.82+2.12 0.020 0.5440.06 23.264£3.46  0.023  0.04740.001 1.08£0.06  0.043

2Los datos se han obtenido en base a las curvas dosis-respuesta de los experimentos
espectrofotométricos para determinar la actividad de la 15-LOX-1 de conejo purificada
(ver Figura 63). Todos los datos estan representados como media + SEM de tres medidas

independientes (n = 3).

La actividad de los diferentes inhibidores puede depender de su estado de agregacion en
soluciones acuosas debido a su solubilidad limitada en agua3®’. Para descartar esta
posibilidad, se realizaron estudios espectrofotométricos adicionales utilizando una
pequeiia fraccion de solubilizador (panel C de la Figura 64). Se observo que en presencia
de detergentes la inhibicién especifica de sustrato de 15-LOX seguia produciéndose
(cociente LA/AA < 0.1). Debido a que los compuestos tensoactivos pueden afectar
también la estructura enzimética, se evitéd utilizarlos en los siguientes experimentos.

A continuacién, se exploro si la 15-LOX de ratén también exhibia una inhibiciéon selectiva
de sustrato similar (panel D de la Figura 64). Sin embargo, para dicha 15-LOX no se
pudo detectar selectividad de sustrato, cosa que sugiere que 8b presenta una pronunciada
inhibicién especifica de ortélogo de 15-LOX. Es importante notar que la enzima de ratéon
carece de Gln en la posicion 596, la cual se conserva en numerosos ortélogos de 15-LOX

de mamiferos superiores incluyendo conejos y humanos, y en su lugar presenta una Leu.
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Debido a que se ha determinado que GIn596 contribuye a las propiedades alostéricas de
la 15-LOX-1 de conejo?8, podria ser que el intercambio de aminoacidos en esta posicion
que se produce en la enzima de raton afecte a sus propiedades alostéricas, modificando el

efecto inhibidor de 8b en dicha enzima.
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Figura 63. Curvas dosis-respuesta de los compuestos 6-8 obtenidas a partir de
experimentos espectrofotométricos que median la actividad de la 15-LOX-1 de conejo
recombinante purificada.
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En dltimo lugar, se comprob6 si la inhibicién especifica de sustrato de la 15-LOX-1
humana se podia también demostrar en sistemas celulares. Aunque se requirid
concentraciones de inhibidor algo mayores para inhibir la actividad celular de la 15-LOX,
se observo inhibicion preferencial de la actividad oxigenasa del LA para 8b (cocientes
LA/AA 0.14-0.18) (panel E de la Figura 64). Por otra parte, el inhibidor estandar de
LOXs y COXs acido 5,8,11,14-eicosatetraenoico (ETYA) no mostré un grado mayor de
selectividad de sustrato (panel F de la Figura 64). Considerandolo todo, estos datos
indican que el efecto inhibidor especifico de sustrato de 8b respecto a la 15-LOX-1

humana se puede observar también para la enzima intracelular.
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Figura 64. Curvas dosis-respuesta para la inhibicién de la actividad oxigenasa de LA y
AA mediante el compuesto 8b para la 15-LOX-1 de conejo recombinante pura (panel A)
y la 15-LOX-1 humana recombinante pura (panel B). Efecto del detergente (Tween 20)
en la potencia inhibidora de 8b para la 15-LOX-1 de conejo (panel C). Inhibicién de
diferentes ortologos de 15-LOX de mamifero mediante 8b (panel D). La actividad
lipoxigenasa de la muestra que carecia de inhibidor se defini6 como 100%. Finalmente,
se calcularon los cocientes de actividad residual de la oxigenacion de LA frente a la
oxigenacion de AA (formacion de 13-HODE frente a formacion de 15-HETE) como
medida adecuada para la selectividad de sustrato del efecto inhibidor. Inhibicién de la
15-LOX-1 humana intracelular por medio de 8b (panel E). La actividad lipoxigenasa de
la muestra que carecia de inhibidor se definié como 100%. Como medida adecuada para
la selectividad de sustrato del efecto inhibidor de 8b, se calcularon los cocientes de
actividad residual de la oxigenacion de LA frente a la oxigenacion de AA (formacion de
13-HODE frente a formacion de 15-HETE). Inhibicion de la 15-LOX-1 humana
intracelular mediante 5 pM de ETYA (panel F). El experimento se realiz6 bajo
condiciones estrictamente comparables a las empleadas con 8b. Todos los datos estan
representados como media + SEM de tres medidas independientes (n = 3).

157



6.4.2.4 Mecanismo de inhibiciéon (Resultados experimentales)

Para explorar el mecanismo de inhibicion especifica de sustrato de la actividad oxigenasa
del LA para la 15-LOX, se realizaron experimentos cinéticos exhaustivos empleado los
compuestos 6¢ y 8b, los cuales exhiben un cociente I1Cs50(LA)/IC50(AA) bajo, y la 15-
LOX-1 de conejo recombinante pura. Se evaluaron las constantes cinéticas para esta

enzima sin inhibidor y se obtuvieron los valores que aparecen a continuacion: ke* =

32.5 £ 1.0 st K™ = 24.5 £ 5.0 pM; keo™ = 21.9 &+ 2.0 s1; Ky = 13.2 &£ 2.0 pM
para LA y AA, respectivamente. Estos datos son congruentes con estudios previos3*38,
Utilizando LA como sustrato, ambos compuestos (6¢c y 8b) produjeron una marcada
disminucion de k.qt pero los valores de Ky permanecieron practicamente inalterados. Se
ajustaron los datos de estos inhibidores a diferentes modelos de inhibicién y se obtuvieron
los mejores ajustes para un modelo de inhibicién no competitiva de la oxigenaciéon de LA
con una Ki de 21.9 + 0.5 nM (R? = 0.977) para 8b y una K; de 0.29 + 0.08 pM (R? =
0.985) para 6¢. Estos datos sugieren que la uniéon del LA como sustrato de oxigenacion
y la unién del inhibidor son procesos independientes, pero el complejo ternario (ESIM)
no puede ser cataliticamente productivo. Dicho esto, es posible tanto que 8b se una al
complejo formado entre la enzima y el LA (ES™) dando lugar al complejo no productivo
ESIM como que 8b se una primero a la enzima dando lugar al complejo EI que tampoco
serfa productivo (mecanismo A de la Figura 65). Utilizando AA como sustrato, 6¢ y 8b
provocaron un descenso marcado de los valores de tanto k.. como K. Se obtuvo el mejor
ajuste para los datos experimentales con un modelo de inhibicién anticompetitiva con
una K; de 0.95 + 0.06 uM (R? = 0.989) para 8b y una K; de 6.53 £+ 0.49 pM (R? = 0.979)
para 6c¢. La reduccion del valor de Ky comentada anteriormente sugiere una mejor union
entre enzima y sustrato debido a un agotamiento constante del complejo ESAA tras la
unién del inhibidor formando el complejo no productivo ESIAA, Estos datos sugieren que

SAA aunque si se une a la

el inhibidor puede unirse preferencialmente al complejo E
enzima formando el complejo EI, el AA podria no ser capaz de unirse a dicho complejo

debido a restricciones conformacionales (mecanismo B de la Figura 65).
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Figura 65. Representacion esquematica de los mecanismos de accién propuestos para
8b.
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Por otra parte, la inhibiciéon de ambos sustratos por el compuesto 8a puede ser descrita
mediante un modelo de inhibicion mixto (R? = 0.977) con una K; de 0.79 £+ 0.02 pM (o
= 6.6) y una K; de 3.13 £+ 0.40 pM (o = 7.9) para el LA y el AA, respectivamente. En
este caso, los cocientes de las constantes de disociacion K¢y KqP! eran de 0.075 y 0.153
para LA y AA, respectivamente. Esto sugiere una mayor afinidad de unién de 8a respecto
a la enzima (E) en vez de respecto al complejo enzima-sustrato (ES).

A continuacion, se probo la reversibilidad de la inhibicion mediante 8b de la oxigenacion
de LA catalizada por 15-LOX. Se concluyé que 8b presenta un modo de acciéon reversible
y que en promedio una molécula de dicho compuesto se une a una molécula de enzima.
Se obtuvieron datos similares para el compuesto 6c.

En general, los sulfamoilocarbamatos pueden degradarse en soluciones acuosas acidas en
presencia de Fe?". Esta reacciéon se asocia a la reducciéon de los iones férricos Fe3t a la
forma ferrosa divalente Fe?". Se pueden excluir las reacciones de descomposicion
especificas de sustrato del inhibidor, ya que no ocurre degradacion alguna del inhibidor
durante la catélisis enzimatica con ambos sustratos (AA o LA). Ademas, la preincubacion
del complejo 15-LOX-8b con grandes cantidades de perdxidos orgénicos (13-HpODE, 20
nM) no afect6 a la actividad inhibidora. Estos datos excluyen la posibilidad de que la
inhibicién enziméatica especifica de sustrato pueda estar relacionada con las propiedades
redox de los inhibidores.

Teniendo en cuenta todo lo expuesto, los datos indican que los compuestos 8b y 6¢
inhiben la oxigenacion de LA y AA catalizada por la 15-LOX-1 de conejo de manera
reversible mediante diferentes mecanismos alostéricos. En cambio, 8a tiende a competir

con ambos sustratos por la unién al centro activo.

6.4.2.5 Efecto de los inhibidores en el patréon de productos de la 15-
LOX (Resultados experimentales)

Las 15-LOXs humana y de conejo exhiben una especificidad de reaccion dual donde el
AA es convertido por estas dos enzimas a una mezcla de 15-HETE y 12-HETE (90:10
para la enzima humana y 95:5 para la enzima de conejo). Dicho esto, se explor6 si 8a y
8b alteraban la especificidad de reaccion de la enzima de conejo. Se observo que ambos
inhibidores no modificaban el patréon de productos de la oxigenacion de AA incluso a
altas concentraciones de inhibidor. Independientemente de la concentracién de inhibidor,
siempre se cuantifico en la mezcla del experimento una proporcion 15-HpETE /12-HpETE
de 95.5 £ 0.2%/4.5 + 0.2% (grafico de la izquierda de la Figura 66). Previamente, se
habia reportado un patrén de productos similar para esta enzima en ausencia de cualquier
inhibidor®!. Sin embargo, 8b produjo alteraciones sutiles en la especificidad de producto
de la oxigenacion de LA. Cuando se utilizdé el mutante Ile418Ala de la 15-LOX-1 de
conejo que oxigena al AA en posicion 12 para realizar experimentos comparativos (grafico
central de la Figura 66), se confirmé que esta variante de la enzima oxigena al AA
predominantemente a 12-HpETE y tnicamente se detecté una proporciéon menor de 15-
HpETE (25%). La presencia de 8a no alterd este patréon de productos, sin embargo, 8b
redujo la proporcion relativa de 12-HpETE en comparaciéon con el control que no contenia
inhibidor (grafico central de la Figura 66). Otra vez, las alteraciones inducidas por el
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inhibidor en la especificidad de productos eran bastante sutiles pero significativas desde
un punto de vista estadistico. Con 15-LOX-1 humana como catalizador, se observo que
tanto 8a como 8b reducian la proporcién relativa del producto de oxigenaciéon
mayoritario (15(S)-HpETE) en comparacion con los controles que no contenian inhibidor
(grafico de la derecha de la Figura 66). Es decir, la presencia de 8a o 8b hace que la
enzima humana permita al AA adoptar en el centro catalitico una conformacion diferente,
la cual favorece ligeramente la oxigenacion del AA en la posicion 12. Las diferencias
observadas entre la 15-LOX humana y la 15-LLOX de conejo pueden deberse a diferencias
estructurales entre ambas enzimas, las cuales provendrian del hecho de que las secuencias
de aminoacidos de estas enzimas no son totalmente idénticas, sino que comparten un 71%
de identidad. Teniendo todo en cuenta, estos datos muestran que algunos de nuestros
inhibidores provocan alteraciones bastante sutiles pero significativas desde un punto de
vista estadistico en la especificidad de productos de 15-LOX, las cuales pueden ser

consideradas como una indicacion de la interaccién entre enzima e inhibidor.
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Figura 66. Efecto del inhibidor en la especificidad de productos de la 15-LOX-1 de
conejo (grafico de la izquierda), su mutante Ile418Ala (grafico central) y la 15-LOX-1
humana (grafico de la derecha).

6.4.2.6 Efecto de la doble mutaciéon Leul83Glu-+Leul92Glu en la

oxigenacion del LA

En un estudio previo de nuestro grupo?!, se ha mostrado que Leul83 y Leul92, las
cadenas laterales de las cuales estan orientadas hacia fuera en la enzima monomérica, son
importantes para la integridad de la interfase del dimero de 15-LOX-1 de conejo
observado en la estructura cristalografica (PDB code 2POM). La mutacion de estos
residuos a glutamatos cargados negativamente (mutante Leul83Glu+Leul92Glu) afecta
al modo de autoasociaciéon de la enzima, cosa que modifica sus propiedades cataliticas
(inhibicion de sustrato por encima de 10 pM). En esta tesis, se ha creado un modelo
estructural in silico para el doble mutante Leul83Glu+Leul92Glu de la 15-LOX-1 de
conejo y se ha realizado una simulacion de MD de 200 ns con éste. Los resultados
muestran que His585(A), Trpl181(B) y His585(B) forman una red de interacciones n-t,
aunque ésta es bastante débil. El claster de aminoacidos hidrofobicos que estabiliza la
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interaccion intermonémero de la enzima wild-type se ha desmontado. En el doble
mutante, Leul88(B) se ha apartado y apunta hacia afuera. Leul79(A) también se ha
apartado, pero todavia apunta hacia dentro de la interfase. Glul83(A) y Glul92(B)
forman un puente salino con Lys189(B). Trpl81(A) se ha movido hacia fuera de la
interfase y no va a contribuir més a la interacciéon intermonémero. En el dimero de 15-
LOX-1 de conejo wild-type, las hélices a2(A) y o2(B) son paralelas entre si, mientras que
en el doble mutante Leul83Glu+Leul92Glu estas hélices dejan de estar dispuestas de
manera paralela (paneles A y B de la Figura 67).

Residual activity, %

@

Inhibitor concentration, yM

Figura 67. Representacion de la interfase del mutante Leul83Glu+Leul92Glu (panel
A) frente a la de la enzima wild-type (panel B). Inhibicion por parte de 8a y 8b de la

actividad oxigenasa de LA y AA catalizada por el mutante Leul83Glu+Leul92Glu (panel
C).
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Para explorar si el efecto de la uniéon de 8b a uno de los monémeros de 15-LOX puede
ser trasmitido al otro monémero donde se encontraria unido el LA mediante la interfase
que une a ambos, se ha comparado la eficiencia inhibidora de los compuestos 8a y 8b en
las actividades oxigenasas de LA y AA para la 15-LOX-1 de conejo wild-type y su doble
mutante Leul83Glu+Leul92Glu. Si en el modo de accién de 8b estan involucrados
mecanismos alostéricos, la doble mutacién Leul83Glu+Leul92Glu deberia inducir un
desplazamiento hacia la derecha de la curva dosis-respuesta de 8b, acercandola a la que
presenta el compuesto 8a. Cuando se llevd a cabo este experimento, se observd que las
curvas dosis-respuesta de la inhibicién de LA y AA mediante 8b eran préximas entre si
(panel C de la Figura 67) con valores de ICs0 de 4.95 £+ 0.38 pM y 7.02 £ 0.91 pM para
AA y LA, respectivamente. De hecho, las curvas dosis-respuesta de 8b(LA) y 8a(LA)
son practicamente idénticas. Estos datos sugieren que la integridad estructural de la
interfase del dimero de 15-LOX wild-type juega un papel crucial en la inhibicién especifica
de sustrato de los ortdlogos de 15-LOX por medio de 8b (Figura 67).

6.4.2.7 Simulaciones de MD de los complejos enzima-inhibidor-

sustrato

Para explicar la observacién de que el compuesto 8b produce inhibiciéon enzimatica
selectiva de sustrato pero 8a no (Figura 64), se ha planteado como hipotesis que la union
del inhibidor a uno de los monémeros del dimero de 15-LOX puede inducir alteraciones
conformacionales en el otro monémero, modificando la alineaciéon del acido graso en el
centro activo. Para comprobar esta hipétesis, primero de todo, se ha explorado si la unién
de los inhibidores 8a y 8b en el centro activo del monémero regulatorio (monoémero A)
afecta a la estructura del monomero catalitico (monoémero B). Esto se ha llevado a cabo
realizando estudios de docking in silico de los inhibidores 8a y 8b en la cavidad del
monodmero regulatorio, dejando la correspondiente cavidad del mondémero catalitico vacia.
La pose energéticamente mas favorable de cada inhibidor se ha seleccionado para realizar
una simulacién de MD. En los paneles A y B de la Figura 68 esta representado el centroide
del cluster mas representativo de la trayectoria de MD correspondiente a los sistemas 15-
LOX-8a(A)-empty(B) y 15-LOX-8b(A)-empty(B). A diferencia de la pose del isobutyl
(N-(5-(5,6-difluoro-1H-indol-2-yl)-2-methoxyphenyl)sulfamoyl) carbamate, el esqueleto de
anillos de carbono de 8a y 8b penetra mas profundamente en la cavidad del monoémero
A, de manera que se establece a lo largo de toda la trayectoria de MD un puente de
hidrogeno entre el grupo NH del anillo indol y el grupo OH- del cofactor Fe(III)-OH-. Por
un lado, para el complejo 15-LOX-8a(A)-empty(B), también se observo una interaccion
de los atomos de oxigeno del grupo sulfonamida de 8a con el grupo NHz de la cadena
lateral de GIn596, la cual a su vez forma con su grupo carbonilo de la cadena lateral dos
puentes de hidrogeno con Arg599 que son estables durante toda la simulacion de MD.
Parece que, en este complejo, GIn596 hace de puente entre 8a y Arg599 (panel A de la
Figura 68). Argh99 interacciona con la cadena lateral de Serl77 y el esqueleto de Phel75,
donde ambos residuos pertenecen a la hélice a2 del monémero A. Finalmente, Arg403
parece encontrarse cerca del grupo carbonilo de 8a. Por otro lado, para el complejo 15-
LOX-8b(A)-empty(B) se conservan los puentes de hidrogeno entre GIn596 y ambos
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atomos de oxigeno del grupo sulfonamida. Ademas, también se forma un puente de
hidrogeno entre GIn596 y el grupo metoxilo de 8b. Argh99 interacciona también con
dicho grupo de 8b y forma puentes de hidrégeno con GIn596 y Ser177, la cual pertenece
a la hélice a2 del monoémero A. Argd03 forma un puente de hidrégeno con el grupo
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Figura 68. Simulaciones de MD de los complejos enzima-inhibidor. La conformacion
mas representativa de 8a en el complejo 15-LOX-8a(A)-empty(B) (panel A) y de 8b en
el complejo 15-LOX-8b(A)-empty(B) (panel B). Se obtuvieron los modos de unién
mediante la generacién de clusteres de las estructuras de 8a y 8b a lo largo de la
simulacion de MD con una RMSD de 0.5 A para los atomos pesados. Los puentes de
hidrégeno entre el inhibidor y los residuos de la proteina estén indicados por lineas
discontinuas negras. Superposicion de los complejos 15-LOX-8a(A)-empty(B) (en verde)
y 15-LOX-8b(A)-empty(B) (en azul) mostrando la region de la interfase (panel C).
Entorno de Arg599 y Arg403 del monomero B en los complejos 15-LOX-8a(A)-empty(B)
(panel D) y 15-LOX-8b(A)-empty(B) (panel E). La posicion de Leul95 esta marcada con
un asterisco para destacar que se encuentra en el extremo final de la hélice o2 del

monomero A.
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metoxilo de 8b, aunque no es muy fuerte. Tanto uno de los 4tomos de oxigeno del grupo
sulfonamida como el grupo carbonilo interaccionan con el grupo NH del esqueleto de
Leud08. Considerandolo todo, 8b parece estar méas rigidamente enlazado mediante
puentes de hidrogeno a la enzima y es su grupo metoxilo el que le confiere més rigidez en
comparacion con 8a. Otro resultado relevante obtenido de las simulaciones de MD de los
complejos enzima-inhibidor fue la observacién que la hélice a2 en el sistema 15-LOX-
8b(A)-empty(B) se reorganizo en comparacion con el complejo 15-LOX-8a(A)-empty(B)
(panel C de la Figura 68). Si en el sistema 15-LOX-8a(A)-empty(B) la hélice o2
permanece cercana a la posicion observada en la estructura cristalografica (PDB code
2POM), en el sistema 15-LOX-8b(A)-empty(B) adopta una conformacion arqueada que
es claramente diferente de la conformacion del complejo 15-LOX-8a(A)-empty(B). La
posicién de las hélices a2 en ambos sistemas se correlaciona con la posicién de la hélice
a18 del monomero catalitico. La hélice 18 en el sistema 15-LOX-8b(A)-empty(B) esta
desplazada cuando se compara con su posicion en el complejo 15-LOX-8a(A)-empty(B).
La posiciéon de las hélices a2 en ambos sistemas también se correlaciona con la posicion
de Leul95 en el extremo de la hélice o2. En el complejo 15-LOX-8a(A)-empty(B) (panel
D de la Figura 68) existe una cavidad vacia alrededor de los residuos Arg403 y Arg599,
la cual ofrece una gran cantidad de espacio para anclar el grupo carboxilato del sustrato.
En cambio, en el complejo 15-LOX-8b(A)-empty(B) (panel E de la Figura 68), 1le173 y
Phel75 han penetrado en la cavidad para bloquear el acceso a dichas argininas.

Posteriormente, se realizaron simulaciones de MD empleando un modelo estructural en
el cual los inhibidores 8a y 8b se colocaron dentro de la cavidad del conformero A (se
recupero la pose de estos inhibidores del tltimo snapshot de la simulacién de MD de los
sistemas 15-LOX-8a(A)-empty(B) y 15-LOX-8b(A)-empty(B)), mientras que por medio
de célculos de docking se colocé LA y AA en la cavidad del conférmero B (complejos 15-
LOX-8a(A)-LA(B), 15-LOX-8a(A)-AA(B), 15-LOX-8b(A)-LA(B) y 15-LOX-8b(A)-
AA(B)) donde la pose energéticamente méas favorable de estos sustratos se seleccion6
para iniciar la correspondiente simulacion de MD. Cuando LA se encontraba unido en el
conférmero B en el complejo 15-LOX-8a(A)-LA(B), la interaccion méas estable a lo largo
de la simulaciéon de MD entre 8a y la enzima era un enlace de hidrégeno de la cadena
lateral de Arg403 con el grupo carbonilo de 8a. También era visible otro enlace de
hidrogeno entre el dtomo de oxigeno del esqueleto de Arg403 y el grupo NH del grupo
anilina sustituido de 8a. Ademés, se observd un tercer enlace de hidrogeno estable entre
el grupo NH del grupo carbamato de 8a y el a&tomo de oxigeno del esqueleto de Gly407.
Por otra parte, en el complejo 15-LOX-8b(A)-LA(B), el LA esta extendido en el centro
activo del conférmero B (panel A de la Figura 69). Su grupo carboxilato interacciona con
la enzima mediante dos puentes de hidrogeno con las cadenas laterales de Argd03 y
Argh99. Ambas interacciones se mantienen durante la totalidad de la simulacion de MD.
El extremo hidrofébico de LA se encuentra proximo al fondo de la cavidad que esta
formado por Ile418, Met419 y 11593, tal y como sugiere el concepto de triada?®. Por otra
parte, la presencia del inhibidor 8b en la cavidad del conférmero A modifica la forma del
centro activo del conféormero B, como pasaba en el complejo 15-LOX-8b(A)-empty(B).
Ahora, en el complejo 15-LOX-8b(A)-LA(B), Argd03 y Arg599, que anclaban el grupo

carboxilato del acido graso, estdn bloqueadas. Por consiguiente, se altera el modo de
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uniéon de LA y su grupo carboxilato forma nuevos puentes de hidrégeno con Argd05 y
Asnl152. El
independientemente de si 8a o 8b estd presente en la cavidad del conférmero A. Para

extremo hidrofébico de LA permanece en una posicion similar
una mejor visualizacion de las diferencias globales entre los complejos 15-LOX-8a(A)-
LA(B) y 15-LOX-8b(A)-LA(B), se muestra la superficie de la cavidad del conférmero B

para ambos complejos en los paneles C y D de la Figura 69.
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Figura 69. Efecto del inhibidor en la unién del sustrato. El modo de unién més
representativo de LA en los complejos 15-LOX-8a(A)-LA(B) (en verde) y 15-LOX-
8b(A)-LA(B) (en lila) (panel A). El modo de unién més representativo de AA en los
complejos 15-LOX-8a(A)-AA(B) (en verde) y 15-LOX-8b(A)-AA(B) (en lila) (panel B).
Estan representados los centroides del cluster mas representativo de LA de los complejos
15-LOX-8a(A)-LA(B) y 15-LOX-8b(A)-LA(B) y de AA de los complejos 15-LOX-8a(A)-
AA(B) y 15-LOX-8b(A)-AA(B). Se ha realizado el proceso de generacion de clisteres
utilizando una RMSD de 0.5 A para los atomos pesados del sustrato. Superficie de la
cavidad del monomero B en los complejos 15-LOX-8a(A)-LA(B) (panel C) y 15-LOX-
8b(A)-LA(B) (panel D).

De manera interesante, se observd que 8a a lo largo de la simulaciéon de MD del complejo
15-LOX-8a(A)-AA(B) adopta una conformacion diferente a la que adoptaba en la
simulacion de MD del complejo 15-LOX-8a(A)-LA(B). Por lo tanto, el inhibidor 8a
puede encontrarse en el conféormero A en dos poses diferentes, dependiendo de la
naturaleza del sustrato que se encuentra en el centro activo del conférmero B. Dado que
8b presenta el mismo modo de union en los tres complejos estudiados (15-LOX-8b(A)-
empty(B), 15-LOX-8b(A)-LA(B) y 15-LOX-8b(A)-AA(B)), parece que la estructura del
complejo enzima-inhibidor es mas rigida cuando 8b se encuentra unido al centro activo
del conféormero A. Cabe destacar que se alcanzé la misma conclusién analizando los
puentes de hidrégeno que establecian 8b y 8a con la enzima cuando el conférmero B se
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encontraba vacio. Siguiendo con el complejo 15-LOX-8a(A)-AA(B), el grupo carboxilato
del AA interacciona con Arg599 mediante dos puentes de hidrogeno (panel B de la Figura
69), los cuales se mantienen a lo largo de toda la simulacion de MD. El extremo
hidrofébico del AA se mueve a lo largo de la trayectoria pero permanece en el fondo de
la cavidad rodeado por los residuos Ile418, Met419 y 1leb93, como sugiere el concepto de
triada?®. En cambio, en el complejo 15-LOX-8b(A)-AA(B), la presencia del inhibidor 8b
en el conformero A modifica la forma de la cavidad del conférmero B bloqueando el acceso
a Argd03 y Argb99. Aunque el modo de unién de AA cambia en relaciéon con su grupo
carboxilato (se forman nuevos puentes de hidrogeno entre éste y Argd05, Asnl52 y
Lys146), su extremo hidroféobico permanece en la misma zona observada para el complejo
15-LOX-8a(A)-AA(B).

Por otra parte, en los complejos 15-LOX-8a(A)-LA(B) y 15-LOX-8b(A)-LA(B), el LA
adopta diferentes conformaciones, cosa que se ve reflejada en el nimero de estructuras
bien orientadas (aquellas con el enlace Ci1-Hiipox bien orientado para la abstraccion de
hidrogeno) en ambos sistemas (Tabla 20). Cuando 8b esta presente en el sistema, se
puede apreciar una clara reduccién en el niimero de estructuras donde el LA se encuentra
bien orientado en comparacién con el ntimero de estructuras bien orientadas obtenidas
para el sistema 8a. En la simulaciéon de MD del sistema 15-LOX-8a(A)-LA(B), se ha
encontrado que un 79% del numero total de snapshots seleccionados corresponde a
estructuras bien orientadas para la abstraccion de hidrogeno del Cii, mientras que en el
caso del sistema 15-LOX-8b(A)-LA(B) tnicamente hay un 34% (Tabla 20 y paneles A y
B de la Figura 70). Estos datos indican que el LA est4d enlazado a 15-LOX en una
conformaciéon menos reactiva en relacién con la orientacion de los atomos de hidrégeno
unidos a Ci1. Para el AA, la situacién es algo diferente, ya que el numero de estructuras
bien orientadas (aquéllas con el enlace Ci3-Hizprox bien orientado para la abstraccion de
hidrogeno) para los complejos 15-LOX-8a(A)-AA-(B) (88.5%) y 15-LOX-8b(A)-AA-(B)
(88%) es similar (Tabla 21 y paneles C y D de la Figura 70).

Tabla 20. Distancias promedio del Ci1 y sus dtomos de hidrogeno del LA respecto del
atomo de oxigeno del grupo OH- del cofactor Fe(III)-OH- para los sistemas sin inhibidor,
con 8a y con 8b junto con el porcentaje de estructuras bien orientadas para la abstracciéon

de hidrégeno.

Sistema d(C11-OH) d(Hi1pros-OH)  d(Hi1pror-OH)  Estructuras con
(A) (A) (A) al menos un H
bien orientado
(%)
sin inhibidor? 4.6 4.7 4.6 90.09
8aP 5.6 5.8 5.6 78.89
8b 5.5 6.2 5.6 34.00

aEstos resultados corresponden a la simulacion de MD del complejo 15-LOX-empty(A)-
LA(B).

"En el sistema 15-LOX-8a(A)-LA(B), los promedios se calcularon para el segundo periodo
de 100 ns de la trayectoria de MD.
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Tabla 21. Distancias promedio del Ci3 y sus atomos de hidrogeno del AA respecto del
atomo de oxigeno del grupo OH- del cofactor Fe(III)-OH- para los sistemas sin inhibidor,
con 8a y con 8b junto con el porcentaje de estructuras bien orientadas para la abstraccion
de hidrégeno.

Sistema d(C13-OH) d(Hi3pros-OH)  d(Hispror-OH)  Estructuras con
(A) (A) (A) al menos un H
bien orientado
(%)
sin inhibidor® 5.2 4.8 5.5 97.78
8a 5.4 4.9 6.0 88.47
8b 6.4 6.0 7.0 87.90

aEstos resultados corresponden a la simulacion de MD del complejo 15-LOX-empty(A)-
AA(B).
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Figura 70. Distancia C11-OH en funcion del tiempo para los complejos 15-LOX-8a(A)-
LA(B) (panel A) y 15-LOX-8b(A)-LA(B) (panel B). Distancia Ci13-OH en funcion del
tiempo para los complejos 15-LOX-8a(A)-AA(B) (panel C) y 15-LOX-8b(A)-AA(B)
(panel D). Cabe destacar que para el complejo 15-LOX-8a(A)-LA(B) se necesitaron 100
ns adicionales para conseguir una correcta equilibracion del sistema. Se seleccion6é un
frame cada 10 ps.

6.4.3 Conclusiones

En esta tesis se ha descrito la caracterizacion funcional de nuevos inhibidores especificos
de sustrato de 15-LOX. Mas concretamente, éstos inhiben selectivamente la actividad
oxigenasa del LA para la 15-LOX-1 de conejo y humana con valores de ICsp en el rango
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nanomolar, afectando ligeramente la velocidad de oxigenacion del AA. Por otra parte, se
ha sugerido que estos compuestos ejercen su actividad inhibidora mediante un mecanismo
alostérico, ya que como 15-LOX-1 muestra afinidades de unién comparables para LA y
AA36:368 yun modo de inhibicién convencional predeciria que la oxigenacion de ambos
sustratos deberia ser inhibida en una extension similar a una concentracién de inhibidor
dada. Este mecanismo de accién alostérico se basa en nuestras observaciones previas de
que 15-LOX puede formar dimeros transitorios en solucién acuosa, de manera que la
unién del inhibidor en la cavidad de uno de los mondémeros podria inducir cambios
conformacionales en el centro catalitico del otro monémero. Por otra parte, el grupo 2-
metoxianilina unido al nucleo del farmacoforo parece ser crucial para la inhibicion
selectiva de sustrato de 15-LOX.
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Capitulo 7

Diseiio racional de inhibidores
especificos de la COX-2 que incorporen

un fotointerruptor tipo azobenceno

7.1 Introduccion

Como se coment6 en la secciéon 1.3.5.4, la familia de inhibidores selectivos de la COX-2
(COXIBs) es ideal para introducir un fotointerruptor tipo azobenceno (AB), ya que la
gran mayoria de estos inhibidores son compuestos diarilheterociclos (contienen tres anillos
donde al menos dos son de benceno). Debido a su gran potencia antiinflamatoria y otras
propiedades interesantes desde un punto de vista farmacologico (como su utilidad para
tratar ciertos tipos de cancer), se ha escogido el celecoxib (ver Figura 72) como compuesto
de partida para introducir dicho fotointerruptor. Es importante recordar que el objetivo
detras de la introducciéon de un fotointerruptor es la supresion de los efectos secundarios
del farmaco original, manteniendo su eficacia (ver seccion 1.3.5.4).

El primer paso serfa estudiar el modo de uniéon del celecoxib en el centro activo COX de
la COX-2 (aunque se disponen de diferentes estructuras cristalograficas de éste con la
COX-2, ver seccion 1.3.5.2, es interesante comprobar mediante simulaciones de MD si su
modo de union en estas estructuras se conserva cuando la enzima se encuentra en solucion
acuosa) para determinar en qué posiciones del farmaco se puede introducir un grupo azo
en conformacion cis(Z) alterando lo minimo posible la forma de la superficie de contorno
de dicho farmaco (ver Figura 72). Cabe destacar que las posiciones de introduccion del
grupo azo obtenidas para el celecoxib se pueden transferir en gran medida a los COXIBs
que son diarilheterociclos, ya que estos presentan una estructura quimica (esqueleto de
tres anillos) y una forma de la superficie de contorno muy similares a las del celecoxib.
De hecho, un farmaco para el cual seria especialmente interesante poder transferir estas
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zonas de introduccion del grupo azo debido a sus enormes propiedades antiinflamatorias
es el rofecoxib (ver Figura 72), ya que por culpa de sus efectos secundarios severos ligados
a su gran selectividad respecto a la COX-2 ha tenido que ser retirado del mercado por
completo a pesar de ser uno de los antiinflamatorios més potente de esta familia de
compuestos.

Una vez determinadas dichas posiciones, ya se estd en condiciones de proponer
compuestos derivados que contengan el grupo azo y conserven la forma de la superficie
de contorno lo méximo posible del farmaco original cuando el grupo azo se encuentra en
su conformacion cis(Z). Una vez diseniados, es de vital importancia comprobar que el
conférmero trans(E) de estos compuestos no inhibe a la COX-2, mientras que su
conformero cis(Z) si, ya que en caso contrario la introducciéon del grupo azo no surtiria
el efecto deseado. La forma mas directa de realizar dicha comprobacion es determinando
para un compuesto derivado dado que el conféormero trans(E) no cabe en el centro activo
COX de la COX-2, mientras que el conférmero cis(Z) adopta una conformacion similar
al fAarmaco de partida.

Es importante notar que debido a que el centro activo COX de la COX-1 tiene unas
dimensiones menores que él de la COX-2 (ver seccion 1.3.1), en principio, es muy probable
que los compuestos derivados que incorporan el grupo azo no sean inhibidores de la COX-
1, ya que este grupo azo los hace ligeramente mas voluminosos que el farmaco original.
Sin embargo, podria ser que estos compuestos derivados adoptaran una conformacion que
pudiera aprovechar algtn espacio del centro activo COX de la COX-1 que el farmaco
original no ocupa. Por todo esto, una vez determinada la inhibicion del conférmero cis(Z)
del compuesto derivado respecto a la COX-2, seria interesante comprobar si pueden
también inhibir la COX-1, cosa que se realizara en trabajos posteriores a la presente tesis.
Por otra parte, si para un compuesto derivado dado ya se ha comprobado que su
conférmero trans(E) no se puede alojar dentro del centro activo COX de la COX-2, es
muy poco probable que dicho conférmero pueda caber dentro del centro activo COX de
la COX-1 por las cuestiones de espacio que se han comentado en este mismo parégrafo.
Para terminar, cabe destacar que se estd realizando una colaboracién con dos grupos
experimentales con el objetivo de probar la potencia inhibidora de estos compuestos
derivados respecto a la COX-2, donde uno de estos grupos experimentales se encarga de
sintetizar dichos compuestos derivados y hacer pruebas de irradiacién de los mismos
(grupo del Dr. Jordi Hernando, Dr. Ramoén Alibés y Dr. Félix Busqué del departamento
de quimica de la UAB) mientras que el otro se encarga de realizar los experimentos
necesarios para determinar la capacidad inhibidora respecto de la COX-2 de los dos
conformeros de dichos compuestos (grupo del Dr. Pau Gorostiza de I'Institut de
bioenginyeria de Catalunya).

7.2 Metodologia

En relacion con la enzima, la COX-2 se ha modelizado a partir de la estructura
cristalografica del homodimero de la COX-2 humana (h-COX-2; PDB code: 5F1A)3%.
Dicha estructura se ha procesado de manera que se ha eliminado su monémero B, los
diferentes agentes cristalizantes que se encuentran unidos al monémero A y las aguas
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cristalograficas que contiene dicho monémero A. Ademas, se ha asignado el estado de
protonacion a la estructura resultante mediante el servidor web H-++246:247 donde se ha
empleado un pH de 7.5 para los residuos titulables. Sin embargo, el estado de protonacién
correspondiente al grupo hemo y a la His388 (residuo al cual se encuentra coordinado el
grupo hemo) se ha asignado manualmente para asegurar una correcta descripcion de
éstos. Por otra parte, el grupo hemo se encontraba complejado a un Co3*, el cual fue
sustituido por un Fe?', que es el ion que realmente se encuentra complejado a dicho
grupo. Finalmente, Tyr385 (residuo responsable de realizar la abstraccion de hidrégeno
de los diferentes sustratos de la COX-2) se ha modelado como radical para dejar el centro
activo COX lo mas libre posible.

En relaciéon con los estudios de docking, éstos se realizaron con el programa GOLD?,
Respecto a los diferentes compuestos derivados que incorporan el grupo azo (ver Figuras
74 y 76) y al rofecoxib (ver Figura 72), estos célculos se restringieron al centro activo
COX del monomero A de la h-COX-2 resultante del procedimiento anterior. Durante la
exploracion conformacional se ha considerado a la enzima como un receptor rigido,
mientras que el ligando disponia de flexibilidad completa. Por otra parte, se empled el
algoritmo genético (GA) para realizar la exploracion conformacional de los diferentes
inhibidores y el lugar de union de éstos se definié como una esfera de 20 A de radio
centrada en el Cy de la Arg513 (residuo que se encuentra en el sidepocket y que es
caracteristico de la COX-2). En los casos donde el conférmero trans(E) de los compuestos
derivados adoptaba una conformaciéon muy extendida, se repiti6 el calculo de docking
empleando un radio de 26 A para la esfera anterior con el objetivo de asegurar que dicho
conférmero no se podia alojar en el interior del centro activo COX de la h-COX-2. Se
hizo una estimaciéon de las energias de Gibbs de unién mediante la funciéon de fitness
ChemScore.

En relaciéon con las simulaciones de MD, los diferentes sistemas se montaron utilizando
el procedimiento recomendado por el paquete de programas AMBER?*. Para los 4tomos
de proteina se utilizo el force field ff14SB?Y. Los parametros de force field para el grupo
hemo, la Tyr385 y la His388 se recuperaron de trabajos previos!>133™ mientras que para
este estudio se desarrollaron parametros especificos para el celecoxib, el rofecoxib y los
diferentes compuestos derivados que contenian el grupo azo. Los célculos para generar
dichos parametros especificos se realizaron siguiendo el protocolo estandar de AMBER
con los modulos Antechamber y Parmchk2, aunque como todos estos compuestos difieren
sustancialmente de los sustratos comunes empleados en AMBER, se tuvo que emplear
un procedimiento desarrollado por MacKerell et al.?* para subsanar los problemas que
presentaban algunos parametros de los angulos diedros de dichos compuestos. Ademas,
el force field de AMBER no describe correctamente el grupo azo, permitiendo que la
isomerizacion cis(Z)-trans(E) tenga lugar con demasiada facilidad, cosa que se subsané
empleando los parametros desarrollados para dicho grupo a nivel QM por Duchstein et
al.3™. Se uso la libreria GAFF2249:21 como fuente para el resto de parametros de los
ligandos. Para optimizar las estructuras del celecoxib, el rofecoxib y los diferentes
compuestos derivados que contenian el grupo azo se empled el nivel de teoria B3LYP /6-
31G(d) y sus cargas atomicas se asignaron utilizando el procedimiento RESP de Merz y
Kollman?2. Ademas, los estados de protonaciéon para todos los ligandos se establecieron
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a mano para asegurar que éstos coincidan con el estado de protonaciéon que se encontraria
en condiciones fisiologicas.

Todas las simulaciones de MD siguieron el mismo protocolo, las tinicas diferencias fueron
la longitud del periodo de produccién y las estructuras de partida. Después de combinar
los archivos de enzima y sustrato, los diferentes complejos enzima-sustrato se solvataron
con una caja ortorrombica de aguas preequilibradas TIP3P?% y su carga total se
neutralizé6 afiadiendo aniones cloruro mediante el programa tLeap. Los sistemas
resultantes contenian alrededor de 70000 &tomos, de los cuales unos 9000 pertenecian al
complejo enzima-ligando. Los atomos restantes representan moléculas de agua y aniones
cloruro. Todas las simulaciones de MD se calcularon con la version AMBER 18 GPU
(CUDA) del paquete de programas PMEMD?!425%6, En primer lugar, el sistema se sometio
a 22000 pasos de minimizacién de energia utilizando el método steepest-descent para
evitar malos contactos. En los primeros 6000 pasos, se aplicaron restricciones armoénicas
a los atomos de proteina y sustrato con una constante de fuerza de 5.0 kcal mol! A2 de
manera que s6lo se relajaron el solvente y los iones. En los siguientes 6000 pasos, se
aplicaron restricciones armoénicas a los atomos del esqueleto proteico y a los atomos
pesados del sustrato con una constante de fuerza de 5.0 kcal mol' A-2. En los tltimos
10000 pasos, todo el sistema se mantuvo libre de restricciones. Después de esto, se
realizaron simulaciones de MD usando PBC. El sistema se calent6 gradualmente de 0 K
a 300 K durante un periodo de 200 ps. A continuacion, se ha calculado una simulacién
de MD de 1 ns a temperatura y presion constantes (300 K, 1 bar) para ajustar el volumen
de la caja ortorrémbica de manera que la densidad del sistema alcanzara un valor préximo
a 1 gcm3. A lo largo del calentamiento y la etapa isobérica, se aplicaron restricciones
armoénicas a los atomos del esqueleto proteico y a los atomos pesados del sustrato con
una constante de fuerza de 5.0 kcal mol! A2, mientras que no se aplico restriccion alguna
al resto del sistema. La temperatura se control6 por medio de dindmica de Langevin?'S,
mientras que la presion se ajustd mediante el baréstato de Berendsen?!”. Después, se
realizé una etapa de equilibracion de 10 ns a temperatura (300 K) y volumen constantes.
En ualtimo lugar, se calculd un periodo de producciéon dentro del mismo colectivo
isotérmico-isocorico. A lo largo de toda la trayectoria de MD se empled un time step de
2 fs. Todos los enlaces y angulos que contenia atomos de hidrégeno se restringieron
mediante el algoritmo SHAKE?"®. Las interacciones no enlazantes se calcularon
empleando un cutoff de 9 A. Debido a que todos los calculos de docking para el celecoxib
fueron infructuosos (ninguno de éstos colocaba al celecoxib dentro del centro activo
COX), éste se colocod de manera manual en el centro activo COX del monémero A de la
h-COX-2 resultante del procedimiento descrito més arriba imitando la pose observada
para éste en la estructura cristalografica de COX-2 de raton (PDB code 3LN1)37? y en
uno de los articulos tedricos de Aqvist et all. Para relajar el sistema que contiene el
celecoxib colocado de manera manual en el monéomero A de la h-COX-2 basto el calculo
de un periodo de produccién de 100 ns. Por otra parte, la mejor pose de docking del
rofecoxib y de los diferentes compuestos derivados clasificados como candidatos
prometedores de mayor potencial (ver seccion 7.3.4) en el monémero A de la h-COX-2
relajado (que resulta de eliminar el celecoxib en la dltima estructura de la simulacion de
MD del complejo h-COX-2-celecoxib anterior) se utiliz6 como estructura de partida para
las simulaciones de MD de los complejos entre COX-2 y dichos compuestos. Para permitir
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la relajacion y la adaptacion del sistema a la presencia del compuesto introducido, se
calcul6 una simulaciéon de MD con un periodo de producciéon de 100 ns para el conférmero
cis(Z) de estos compuestos derivados, mientras que para el rofecoxib dicho periodo fue
de 200 ns. En cambio, para los conférmeros trans(E) de estos compuestos derivados se
alargo la longitud del periodo de produccion hasta determinar que la capacidad inhibidora
de éstos respecto a la h-COX-2 era despreciable. Los analisis de las simulaciones de MD
se llevaron a cabo con AmberTools18, mientras que la visualizacion de estas trayectorias
se realiz6 con los programas VMD?" y USCF CHIMERA?™.

7.3 Resultados

7.3.1 Simulacién de MD para el complejo h-COX-2-celecoxib

Con el objetivo de comprobar si la pose establecida de manera manual para el celecoxib
dentro del centro activo COX de la h-COX-2 era estable, se ha calculado una simulacion
de 100 ns para el complejo h-COX-2-celecoxib donde el celecoxib presentaba la pose en
cuestion. Visualizando la simulacion de MD, se ha podido apreciar que la pose del
celecoxib apenas ha variado a lo largo de ésta, confirmando asi que dicha pose era estable.
Por otra parte, los rasgos mas caracteristicos de la pose que adopta el celecoxib dentro
del centro activo COX de la h-COX-2 (ver Figura 71) son los siguientes: 1) su grupo
sulfonamida se encuentra en el sidepocket (ver Figura 11 de la seccion 1.3.1) formando
dos fuertes puentes de hidrogeno con el grupo cetona de la cadena lateral de GIn192 y
con el atomo de oxigeno del esqueleto de Leu352. Estas dos interacciones parecen ser las
que mantienen sujeto el grupo sulfonamida dentro del sidepocket. Ademés, Argh13 forma
un puente de hidrégeno mas débil que los anteriores con uno de los dtomos de oxigeno
de dicho grupo sulfonamida y His90 interacciona electrostaticamente de manera favorable
con este mismo atomo de oxigeno de este grupo; 2) Argl20, que se encuentra en la entrada
del centro activo COX, interacciona electrostédticamente de manera favorable con el
heterociclo y el grupo CF3 del celecoxib. Durante una parte de la simulaciéon de MD, el
heterociclo y la cadena lateral de Argl20 estan orientados paralelamente entre si; 3) el
grupo tolueno del celecoxib se encuentra en el canal principal del centro activo COX,
cosa que hace que sea muy dificil ocupar el recoveco hidrofébico de dicho centro activo
por un sustrato. Es bastante claro que en esta pose (ver Figura 71), el celecoxib dentro
del centro activo COX de la h-COX-2 ejerce un efecto inhibidor, ya que evita la unién
de cualquier sustrato a este centro activo.
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Figura 71. Representacion desde una perspectiva frontal (panel A) y vertical (panel B)
del modo de unién del celecoxib dentro del centro activo COX de la h-COX-2. Se han
indicado los residuos més caracteristicos del centro activo COX, los residuos que
interaccionan de manera més intensa con el celecoxib y los residuos més destacados que
se encuentran entre el anillo de benceno que contiene el grupo sulfonamida y el grupo
tolueno del celecoxib para hacer notar que en esta region de la enzima hay poco espacio
libre disponible. Los puentes de hidrégeno se han indicado con lineas negras discontinuas.
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Respecto a la introduccion de un grupo azo, pareceria claro que la posicion mas favorable
para introducir dicho grupo es entre el grupo tolueno y el heterociclo del celecoxib (ver
Figura 71). Ademas, la zona que se encuentra entre el anillo de benceno que contiene el
grupo sulfonamida y el heterociclo también parece ser una posiciéon bastante favorable,
aunque hay menos espacio que en caso anterior y podria ser que se estableciera alguna
interaccion desfavorable entre los residuos que conforman la entrada y el grupo azo a
introducir (ver Figura 71). Finalmente, la posicion entre el anillo de benceno que contiene
el grupo sulfonamida y el grupo tolueno seria la mas desfavorable de todas, ya que la
introduccién de un grupo azo en esa posicion lo colocaria en una region de la enzima que
se encuentra bastante poblada por cadenas laterales de los residuos de ésta, de manera
que seria bastante probable que se produjesen malos contactos entre la enzima y el
compuesto derivado. Ademaés, la introducciéon de este grupo en dicha posicion
distorsionaria enormemente la forma de la superficie de contorno del conférmero cis(Z)
del compuesto derivado resultante respecto de la del celecoxib original. Considerandolo
todo, la introduccién del grupo azo en sustituciéon del enlace C-C que une el heterociclo
con el grupo tolueno (ver Figura 72) deberia ser la méas favorable de todas, ya que la
forma de la superficie de contorno seria practicante la misma para el celecoxib y el
conformero cis(Z) del compuesto derivado. Ademas, el grupo azo quedaria en una region
de la enzima donde no deberia interaccionar con ningtn residuo de ésta de manera
intensa. Antes de presentar los resultados obtenidos para este primer compuesto derivado
del celecoxib, al que vamos a denominar candidato 0, se van a mostrar los resultados
correspondientes al rofecoxib para determinar si su modo de unién es similar al del
celecoxib. En caso de ser asi, se podrian extrapolar a éste las conclusiones sobre la
introducciéon de un grupo azo obtenidas para el celecoxib y, ademaés, se podria utilizar
también como esqueleto para disefiar nuevos compuestos que contuvieran un
fotointerruptor tipo AB.

! 4 HC— o it
H.N—S N 3C—
T — T N\
o) ) 0
Celecoxib Rofecoxib

Figura 72. Estructura quimica de celecoxib y rofecoxib donde se ha indicado con flechas
las diferentes posiciones donde se puede introducir el grupo azo generando el
fotointerruptor correspondiente. El color de estas flechas indica la bondad de la posicion
del compuesto respecto a la introduccién del grupo azo segiin nuestras simulaciones de
MD para estos dos compuestos, donde el verde indica la mejor posicién, el naranja la
posicién intermedia y el rojo la peor posicién.
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7.3.2 Calculos de docking y simulaciéon de MD del complejo h-COX-

2-rofecoxib

Para cerciorarse de que el rofecoxib realmente se une al centro COX de la h-COX-2 de
manera similar a céomo lo hace el celecoxib, se calculd en este caso particular una
simulacién de MD de 200 ns, ligeramente més larga que las calculadas para el conféormero
cis(Z) de los compuestos derivados, para el complejo h-COX-2-rofecoxib. Es necesario
destacar que la mejor pose de docking, que es con la que se inici6 la simulacién de MD,
y el modo de unién que se observa a lo largo de la simulaciéon de MD para el rofecoxib
son muy parecidos entre si. Por lo tanto, lo que se va a exponer a continuaciéon se puede
aplicar en gran medida a esta mejor soluciéon de docking para el rofecoxib. Los rasgos mas
caracteristicos del modo de unién que adopta el rofecoxib dentro del centro activo COX
de la h-COX-2 a lo largo de la simulacion de MD del complejo h-COX-2-rofecoxib son
los siguientes (ver Figura 73): 1) su grupo metanosulfonilo se encuentra dentro del
sidepocket formando dos puentes de hidrégeno, uno entre un dtomo de oxigeno de dicho
grupo y el grupo NH del esqueleto de Phe518 y el otro, entre el otro 4&tomo de oxigeno
de este grupo y uno de los grupos NH2 de Arg513, siendo este ultimo puente de hidrogeno
el méas fuerte de los dos. Ademés, His90 interacciona electrostaticamente de manera
favorable con el mismo &tomo de oxigeno que forma el puente de hidrégeno con Arg513;
2) el heterociclo del rofecoxib forma dos puentes de hidrogeno mas débiles que los
anteriores con su grupo cetona, uno con el grupo NH del esqueleto de Leub531 y el otro
con el grupo OH de la cadena lateral de Ser530; 3) el anillo de benceno que esté unido al
heterociclo y que no esta sustituido se encuentra a lo largo del canal principal del centro
activo COX, cosa que, como se ha expuesto para el caso del celecoxib, dificulta la
ocupaciéon del recoveco hidrofébico del centro activo COX por parte de un sustrato
cualquiera.

Teniendo todo esto en cuenta, es claro que el rofecoxib también presenta un efecto
inhibidor respecto a la h-COX-2 donde Argh13 podria desempenar un papel crucial en la
mayor selectividad del rofecoxib en relaciéon con dicha enzima en comparacion con el
celecoxib, ya que la interaccién con este residuo, la cual no puede darse en la COX-1, es
la més intensa de las que presenta y ademés es la principal responsable de que el grupo
metanosulfonilo se mantenga unido al sidepocket. Por otra parte, debido a que el modo
de unién de rofecoxib y celecoxib son muy similares entre si, se pueden extrapolar al
rofecoxib las conclusiones sobre la introducciéon de un grupo azo obtenidas para el
celecoxib y es viable utilizar el esqueleto del rofecoxib para disefiar nuevos compuestos
que contengan un fotointerruptor tipo AB.
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Figura 73. Representacién desde una perspectiva vertical del modo de unién del
rofecoxib en el interior del centro activo COX de la h-COX-2. Se han indicado los residuos
més caracteristicos del centro activo COX y los residuos que interaccionan de manera
mas intensa con el rofecoxib. Los puentes de hidrégeno se han indicado con lineas negras
discontinuas.

7.3.3 Calculos de docking y simulaciones de MD para el candidato 0

del celecoxib

En relacion con los calculos de docking para el candidato 0 (Figura 74), la mejor pose de
éste para su conformero cis(Z) coloca el grupo sulfonamida en el interior del sidepocket,
el heterociclo ocupando la entrada y el grupo tolueno dificultando el acceso al recoveco
hidrofébico, pero no ocupando el canal principal sino la parte superior del espacio
existente entre Tyr385 y Ser530. En cambio, la mejor pose de los calculos de docking para
el conformero trans(E) coloca a dicho conféormero de manera casi idéntica al modo de
union del celecoxib dentro del centro activo COX de la h-COX-2, es decir, el grupo
sulfonamida se encuentra en el interior del sidepocket, el heterociclo ocupa la entrada y
el grupo tolueno se encuentra a lo largo del canal principal del centro activo COX
dificultando la ocupacion del recoveco hidrofébico. La principal diferencia respecto del
modo de union del celecoxib es que en el presente caso la situacion del grupo tolueno en
el canal principal es méas profunda. Por lo tanto, segun los calculos de docking, ambos
conférmeros inhibirian a la COX-2 y a priori no se podria decir cual de los dos tendria
una potencia inhibidora mayor respecto a esta enzima. De hecho, si se tuviera que escoger
un conférmero como el mas potente, con los resultados que se han expuesto hasta ahora,
lo méas prudente serfa escoger el conférmero trans(E), ya que presenta una conformacion

muy similar a la del celecoxib, la cual se sabe que realmente inhibe.
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Figura 74. Representacion de los conformeros cis(Z) y trans(E) del candidato 0 del
celecoxib. Es necesario subrayar que en la posicién donde se ha introducido el grupo azo,
se ha eliminado el enlace simple que unfa a los dos anillos en el compuesto original.

En relacién con las simulaciones de MD para el candidato 0, cabe destacar que el modo
de unién proveniente del docking con el cual se ha iniciado la simulaciéon de MD apenas
se ve alterado a medida que avanza la simulaciéon de MD para ambos conférmeros de
dicho candidato. Respecto al modo de union del conformero cis(Z) (panel A de la Figura
75), el grupo sulfonamida se encuentra en el interior del sidepocket anclado por tres
puentes de hidrogeno: 1) entre el grupo NHz de la sulfonamida y el grupo cetona de la
cadena lateral de GIn192; 2) entre el grupo NHa de la sulfonamida y el &tomo de oxigeno
del esqueleto de Leu352; 3) entre un atomo de oxigeno del grupo sulfonamida y el grupo
NH del esqueleto de Phe518. Ademaés, His90 interacciona electrostaticamente de manera
favorable con uno de los &tomos de oxigeno del grupo sulfonamida. El grupo CF3
interacciona electrostéticamente de manera favorable con la cadena lateral de Argl20,
mientras que el heterociclo, al cual se encuentra unido el grupo CF3, con sus dtomos de
nitrégeno interacciona electrostaticamente de manera desfavorable con el atomo de
oxigeno del grupo OH de la cadena lateral de Tyr355. Por otra parte, el grupo tolueno
dificulta el acceso al recoveco hidrofébico, pero no ocupando el canal principal sino la
parte superior del espacio existente entre Tyr385 y Ser530. Es importante notar que por
encima de este grupo tolueno todavia queda algo de espacio libre, sin embargo,
dificilmente un sustrato va a caber por éste. De manera similar, respecto al modo de
uniéon del conformero trans(E) (panel B de la Figura 75), las interacciones entre este
conférmero del candidato 0 y la enzima h-COX-2 son las mismas que para el conférmero
cis(Z). Sin embargo, existen dos diferencias notables respecto del modo de union del
conformero cis(Z). La primera es la orientacion del heterociclo, ya que en el conféormero
cis(Z), éste se encuentra practicamente paralelo al plano que contiene la cadena lateral
de Tyr355, mientras que en el conformero trans(E), éste se encuentra préacticamente
perpendicular al plano que contiene la cadena lateral de dicho residuo. A pesar del cambio
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de orientaciéon del heterociclo comentado, las interacciones de éste con la enzima son las
mismas para ambos conférmeros. La segunda es la colocacion del grupo tolueno, ya que
en el conformero cis(Z), éste ocupa la parte superior del espacio existente entre Tyr385
y Ser530, mientras que en el conférmero trans(E), éste ocupa el canal principal siendo su
situacion en dicho canal méas profunda que en el caso del celecoxib. Por lo tanto, las
simulaciones de MD para los dos conférmeros del candidato 0 no hacen més que
corroborar lo que ya indicaban los calculos de docking para dichos conférmeros.
Considerando todos los resultados obtenidos para el candidato 0, se puede concluir que
para el celecoxib, la introduccion del grupo azo en sustitucion del enlace C-C que une el
heterociclo con el grupo tolueno no ha conducido a un compuesto derivado donde el
conformero c¢is(Z) es un inhibidor respecto de la h-COX-2, mientras que el
correspondiente conférmero trans(E) no. De hecho, de los dos conformeros, el trans(E)
es el que presenta un modo de unién més similar al celecoxib, cosa que sugiere que seré
el que presente una potencia inhibidora mayor.
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Figura 75. Representacion del modo de unién dentro del centro activo COX de la h-
COX-2 adoptado por los conformeros cis(Z) (panel A) y trans(E) (panel B) del candidato
0 del celecoxib a lo largo de su respectiva simulaciéon de MD. Para cada conférmero, se
han indicado tanto los residuos més caracteristicos del centro activo COX como los
residuos que interaccionan de manera més intensa con el conférmero del candidato 0
considerado. Los puentes de hidrégeno se han indicado con lineas negras discontinuas.

7.3.4 Obtenciéon de candidatos prometedores mediante calculos de

docking

A partir de los resultados obtenidos para celecoxib y rofecoxib se determiné que la
introduccién de un grupo azo entre el anillo de benceno que contiene el grupo sulfonamida
y el grupo tolueno seria la méas desfavorable de todas las posibles. Esto se corroboro
mediante calculos de docking para algunos compuestos derivados que incorporaban un
grupo azo en dicha posicion, el conformero cis(Z) de los cuales ni tan siquiera era capaz
de alojarse en el interior del centro activo COX de la h-COX-2 en la inmensa mayoria de
casos y cuando era capaz de alojarse, dicho conférmero presentaba un modo de unién que
distaba mucho respecto del que exhibia el farmaco original. Por otra parte, los resultados
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obtenidos para el candidato 0 sugieren que tanto para el celecoxib como para el rofecoxib
la introduccién del grupo azo en sustitucion del enlace C-C que une el heterociclo con el
anillo de benceno, el cual puede estar sustituido o no, que se aloja en el canal principal
no tiene recorrido desde un punto de vista de disenar inhibidores selectivos de la h-COX-
2 que incorporen un fotointerruptor tipo AB.
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Figura 76. Estructura quimica de los seis candidatos prometedores disefiados. Para un
candidato dado, se han representado ambos conférmeros. Es preciso remarcar que en la
posicién donde se ha introducido el grupo azo, se ha eliminado el enlace simple que unia
a los dos anillos en el compuesto original.

Una vez llegados a este punto, se procedié a disefiar un gran nimero de compuestos
derivados que incorporaran el grupo azo teniendo en cuenta las consideraciones que se
han expuesto en el paragrafo anterior y mediante calculos de docking se ha determinado
si éstos eran prometedores o no para inhibir selectivamente la h-COX-2 tnicamente con
su conférmero cis(Z). El criterio utilizado para determinar si un compuesto derivado es
prometedor fue que su conférmero cis(Z) pudiera alojarse en el interior del centro activo
COX de la h-COX-2, mientras que su conférmero trans(E) no pudiera alojarse en el
interior de éste. Aplicando este criterio a los compuestos derivados que fueron diseiiados
teniendo en cuenta las consideraciones que se han expuesto mas arriba, se obtuvo un
total de seis candidatos prometedores (ver Figura 76). Cabe destacar que algunos
candidatos prometedores no contienen ningin heterociclo y en su lugar contienen otro
anillo de benceno (candidatos 2, 3 y 4). La motivacion de esta sustitucion de anillos es
que los fotointerruptores tipo AB que constan de dos anillos de benceno experimentan la
fotoisomerizacion trans(E)-cis(Z) a longitudes de onda mas proximas a la ventana optica
donde los tejidos vivos son moderadamente transparentes en comparacién con los
fotointerruptores tipo AB que constan de un heterociclo y un anillo de benceno. Por lo
tanto, la obtencion de candidatos prometedores que incorporen un fotointerruptor tipo
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AB donde los dos anillos sean de benceno es interesante porque éstos tienen unas
propiedades 6pticas que los hacen mas facilmente aplicables desde un punto de vista
fotofarmacologico.
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Figura 77. Representacion del modo de unién con la h-COX-2 adoptado por los
conformeros cis(Z) (panel A) y trans(E) (panel B) del candidato 1 segtin la mejor solucion
de los calculos de docking realizados para dichos conférmeros. Para cada conférmero, se
han indicado tanto los residuos més caracteristicos del centro activo COX como los
residuos que interaccionan de manera més intensa con el conférmero del candidato 1
considerado. Sin embargo, con el objetivo de representar el modo de unién para el
conformero cis(Z) del candidato 1 (panel A) de la manera méas clara posible, no se ha
representado His90, ya que dificulta mucho la adecuada visualizacion de éste. Los puentes
de hidrégeno se han indicado con lineas negras discontinuas.

En relacion con el candidato 1, la mejor solucion de docking para el conféormero cis(Z) ya
lo coloca dentro del centro activo COX de la h-COX-2 con un modo de unién muy similar
al que exhibia el celecoxib (panel A de la Figura 77). Su grupo sulfonamida se encuentra
en el interior del sidepocket formando cuatro puentes de hidréogeno, un atomo de
hidrégeno del grupo NHa forma dos de estos puentes, uno con el grupo cetona de la
cadena lateral de GIn192 y otro con el &tomo de oxigeno del esqueleto de Leu352, mientras
que uno de los atomos de oxigeno del grupo sulfonamida forma los otros dos puentes, uno
con el grupo NH del esqueleto de I1e517 y otro con el grupo NH del esqueleto de Phe518.
Cabe destacar que el puente de hidrogeno en el cual esta implicada la Leu352 es bastante
méas débil que los otros tres. Ademas, este grupo sulfonamida interacciona
electrostaticamente de manera favorable con His90. El grupo CF3 interacciona
electrostaticamente de manera favorable con Argl20, mientras que los atomos de
nitrégeno del heterociclo interaccionan electrostaticamente de manera desfavorable con
el 4tomo de oxigeno del grupo OH de la cadena lateral de Tyr355, aunque esta tltima
interacciéon es bastante débil. En dltimo lugar, el grupo etilbenceno ocupa el canal
principal, mientras que el grupo CF3 y el heterociclo que lo contiene se encuentran
ocupando la entrada, impidiendo la unién a Argl20 por parte de un grupo carboxilato de
un sustrato, cosa que dificulta que éste pueda ocupar el recoveco hidrofébico, ya que el
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acceso a dicho residuo, el cual suele ser el responsable de la fijacién de los diferentes
sustratos, se encuentra bloqueado. Por otra parte, todas las soluciones de docking para el
conférmero trans(E) lo colocan fuera del centro activo COX. La mejor de estas soluciones
(panel B de la Figura 77) lo emplaza sobre la entrada de dicho centro activo. Esta
disposicion del conférmero trans(E) podria llegar a dificultar la uniéon al centro activo
COX de un sustrato cualquiera y por ende inhibir en caso de ser estable. Dos puentes de
hidrogeno mantienen al conféormero trans(E) en esta disposicion, uno es entre el grupo
NH> de la sulfonamida y el 4&tomo de oxigeno del esqueleto de Leu82, mientras que el
otro es entre el grupo CF3 y el grupo NH3"™ de la cadena lateral de Lys83 donde este
altimo puente de hidrégeno es sustancialmente més débil que el primero.

Figura 78. Representacion del modo de unién con la h-COX-2 adoptado por los
conformeros cis(Z) (panel A) y trans(E) (panel B) del candidato 2 segiin los célculos de
docking realizados para dichos conférmeros. Para el conformero cis(Z) se ha representado
la mejor solucion del quinto mejor de sus clusteres, mientras que para el conférmero
trans(E) se ha representado la mejor de sus soluciones. Para cada conférmero, se han
indicado tanto los residuos mas caracteristicos del centro activo COX como los residuos
que interaccionan de manera més intensa con el conféormero del candidato 2 considerado.
Sin embargo, con el objetivo de representar el modo de uniéon para el conférmero cis(Z)
del candidato 2 (panel A) de la manera mas clara posible, no se ha representado His90,
ya que dificulta mucho la adecuada visualizacion de éste. Los puentes de hidrogeno se
han indicado con lineas negras discontinuas.

En relacion con el candidato 2, de los 38 clusteres formados a partir de las soluciones de
docking para el conformero cis(Z), tnicamente el quinto mejor colocaba a dicho
conférmero en el interior del centro activo COX de la h-COX-2. En la mejor solucion de
este cluster (panel A de la Figura 78), el grupo sulfonamida se encuentra en el interior
del sidepocket, aunque la disposicién de éste es ligeramente diferente respecto de la
disposicion de dicho grupo para el celecoxib, formando cinco puentes de hidrogeno: 1)
entre su grupo NHz y el grupo cetona de GIn192; 2) entre su grupo NH» y el atomo de
oxigeno del esqueleto de Leu352; 3) entre su grupo NHz y el dtomo de oxigeno del
esqueleto de Ser353; 4) entre uno de sus atomos de oxigeno y el grupo NH del esqueleto
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de 11e517; 5) entre el 4tomo de oxigeno anterior de la sulfonamida y el grupo NH del
esqueleto de Pheb18. Ademas, His90 interacciona electrostaticamente de manera
favorable con el grupo sulfonamida. Por su parte, el grupo azo interacciona
electrostaticamente de manera favorable con Argl20. Es preciso destacar que en la mejor
solucion del claster en cuestion, el grupo CF3 y el anillo de benceno que lo contiene se
encuentran ocupando el canal principal mientras que el grupo tolueno se encuentra en la
entrada, impidiendo la unién a Argl20 por parte de un grupo carboxilato de un sustrato,
cosa que dificulta que éste pueda ocupar el recoveco hidrofébico, ya que el acceso a dicho
residuo, el cual suele ser el responsable de la fijacién de los diferentes sustratos, se
encuentra bloqueado. Todo esto hace que el modo de unién que presenta el conférmero
cis(Z) del candidato 2 difiera sustancialmente respecto del que muestra el celecoxib. Por
otra parte, todas las soluciones de docking para el conférmero trans(E) lo colocan fuera
del centro activo COX. La mejor de estas soluciones (panel B de la Figura 78) lo emplaza
con su grupo sulfonamida sobre la entrada, concretamente sobre la Argl20, aunque el
resto del conférmero se encontraria por debajo de dicha entrada, de manera que la unién
de un sustrato al centro activo COX apenas se veria dificultada. En esta disposicion, el
conformero trans(E) forma dos puentes de hidrogeno, uno entre el grupo NHz de la
sulfonamida y el 4tomo de oxigeno del esqueleto de Ser119 y el otro entre el grupo NHs
anterior y el &tomo de oxigeno del grupo OH de la cadena lateral de Ser119. Ademas, el
grupo sulfonamida interacciona electrostaticamente de manera favorable con Argl20. El
grupo azo también interacciona de manera favorable, pero con el grupo NH3" de la cadena
lateral de Lys83. Por tltimo, el grupo CF3 interacciona electrostaticamente de manera
favorable con el grupo NHa de la cadena lateral de Asn43.

Ty

Figura 79. Representacién del modo de uniéon con la h-COX-2 adoptado por los
conformeros cis(Z) (panel A) y trans(E) (panel B) del candidato 3 segin la mejor solucion
de los calculos de docking realizados para dichos conférmeros. Para cada conférmero, se
han indicado tanto los residuos més caracteristicos del centro activo COX como los
residuos que interaccionan de manera més intensa con el conférmero del candidato 3
considerado. Sin embargo, con el objetivo de representar el modo de uniéon para el
conformero cis(Z) del candidato 3 (panel A) de la manera més clara posible, no se ha
representado His90, ya que dificulta mucho la adecuada visualizacion de éste. Los puentes
de hidrogeno se han indicado con lineas negras discontinuas.
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En relacion con el candidato 3, la mejor solucion de docking para el conféormero cis(Z) ya
lo coloca dentro del centro activo COX de la h-COX-2 con un modo de unién muy similar
al que exhibia el celecoxib (panel A de la Figura 79). Su grupo sulfonamida se encuentra
en el interior del sidepocket formando cuatro puentes de hidrogeno: 1) entre su grupo
NH3 y el grupo cetona de la cadena lateral de GIn192; 2) entre su grupo NHs y el atomo
de oxigeno del esqueleto de Leu352; 3) entre uno de sus dtomos de oxigeno y el grupo
NH del esqueleto de Ile517; 4) entre el atomo de oxigeno anterior y el grupo NH del
esqueleto de Pheb18. Ademas, His90 interacciona electrostaticamente de manera
favorable con el grupo sulfonamida. ElI grupo azo también interacciona
electrostaticamente de manera favorable, pero con Argl20. En ultimo lugar, el grupo
tolueno ocupa el canal principal, mientras que el grupo CF3 y el anillo de benceno que lo
contiene se encuentran en la entrada, impidiendo la unién a Argl20 por parte de un
grupo carboxilato de un sustrato, cosa que dificulta que éste pueda ocupar el recoveco
hidrofébico, ya que el acceso a dicho residuo, el cual suele ser el responsable de la fijacién
de los diferentes sustratos, se encuentra bloqueado. Por otra parte, todas las soluciones
de docking para el conférmero trans(E) lo colocan fuera del centro activo COX. La mejor
de estas soluciones (panel B de la Figura 79) lo emplaza bloqueando la entrada de este
centro activo, cosa que dificultaria la unién de cualquier sustrato a dicho centro activo.
En esta disposicion, el conférmero trans(E) forma dos puentes de hidrégeno, uno entre el
grupo NHz de la sulfonamida y el &tomo de oxigeno del esqueleto de Leu82 y otro entre
uno de los atomos de nitrogeno del grupo azo y el grupo OH de la cadena lateral de
Tyrl15.

A

Figura 80. Representacion del modo de uniéon con la h-COX-2 adoptado por los
conformeros cis(Z) (panel A) y trans(E) (panel B) del candidato 4 segtin la mejor solucion
de los calculos de docking realizados para dichos conférmeros. Para cada conférmero, se
han indicado tanto los residuos mas caracteristicos del centro activo COX como los
residuos que interaccionan de manera més intensa con el conférmero del candidato 4
considerado. Sin embargo, con el objetivo de representar el modo de uniéon para el
conformero cis(Z) del candidato 4 (panel A) de la manera méas clara posible, no se ha
representado His90, ya que dificulta mucho la adecuada visualizacion de éste. Los puentes
de hidrégeno se han indicado con lineas negras discontinuas.
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En relacion con el candidato 4, la mejor solucion de docking para el conféormero cis(Z) ya
lo coloca dentro del centro activo COX de la h-COX-2 con un modo de unién muy similar
al que exhibia el celecoxib (panel A de la Figura 80). Su grupo sulfonamida se encuentra
en el interior del sidepocket formando seis puentes de hidrogeno: 1) entre un atomo de
hidrogeno del grupo NHs y el grupo cetona de la cadena lateral de GIn192; 2) entre el
atomo de hidrogeno anterior y el d&tomo de oxigeno del esqueleto de Leu352; 3) entre el
otro atomo de hidréogeno del grupo NH> y el atomo de oxigeno del esqueleto de Leu3b52;
4) entre el atomo de hidrogeno anterior y el atomo de oxigeno del esqueleto de Ser353;
5) entre uno de sus atomos de oxigeno y el grupo NH del esqueleto de Ile517; 6) entre el
atomo de oxigeno anterior y el grupo NH del esqueleto de Phe518. Ademés, His90
interacciona electrostaticamente de manera favorable con el grupo sulfonamida. El grupo
CF'3 interacciona electrostaticamente tanto con Argl20, de manera favorable, como con
Tyr355, de manera desfavorable, aunque la primera de estas interacciones electrostaticas
es la dominante. En tltimo lugar, el grupo CF3 y el anillo de benceno que lo contiene se
encuentran ocupando la entrada, mientras que el grupo etilbenceno se encuentra
ocupando el canal principal. Por otra parte, todas las soluciones de docking para el
conformero trans(E) lo colocan fuera del centro activo COX. La mejor de estas soluciones
(panel B de la Figura 80) lo emplaza con su grupo etilbenceno sobre la entrada,
concretamente sobre la Argl20, mientras que el resto del conférmero se encuentra por
debajo de dicha entrada, de manera que la unién de un sustrato al centro activo COX
apenas se veria dificultada. En esta disposicion, el conférmero trans(E) forma dos puentes
de hidrogeno, uno entre el grupo NHa de la sulfonamida y el d4tomo de oxigeno del
esqueleto de Ser70 y otro entre uno de los 4tomos de oxigeno del grupo sulfonamida y el
grupo NH3z " de la Lys473. Ademas, el grupo sulfonamida interacciona electrostaticamente
de manera favorable con el grupo OH de la cadena lateral de Ser70, mientras que el grupo
NHa de dicha sulfonamida interacciona también electrostaticamente de manera favorable
con las cadenas laterales de GIn42 y Asn43. Por dltimo, el grupo NH3" de la cadena
lateral de Lys83 interacciona de manera favorable tanto con el grupo CF3 como con el
grupo azo.

En relacion con el candidato 5, de los 37 clusteres formados a partir de las soluciones de
docking para el conférmero cis(Z), unicamente el séptimo mejor colocaba a dicho
conférmero en el interior del centro activo COX de la h-COX-2. En la mejor solucion de
este cluster (panel A de la Figura 81), el grupo sulfonamida se encuentra en el interior
del sidepocket formando cinco puentes de hidrogeno: 1) entre uno de los atomos de
hidrogeno del grupo NHa y el grupo cetona de la cadena lateral de GIn192; 2) entre el
otro atomo de hidrogeno del grupo NH» y el atomo de oxigeno del esqueleto de Leu352;
3) entre el &tomo de hidrogeno anterior y el atomo de oxigeno del esqueleto de Ser353;
4) entre uno de los atomos de oxigeno y el grupo NH del esqueleto de 11e517; 5) entre el
atomo de oxigeno anterior y el grupo NH del esqueleto de Pheb18. Cabe destacar que el
tercero de los puentes de hidrogeno que se acaban de enumerar es sustancialmente mas
débil que los demas. Ademés, el otro atomo de oxigeno de la sulfonamida interacciona
electrostaticamente de manera favorable con His90. Por su parte, el grupo azo
interacciona electrostaticamente tanto con Argl20 como con Tyr355, en conjunto estas
interacciones electrostéaticas son favorables. En cambio, el grupo CF3 interacciona
electrostaticamente de manera desfavorable con el grupo OH de la cadena lateral de
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Serb530. Es importante decir que en la mejor solucién del clister en cuestion, el grupo
CF3 y el heterociclo que lo contiene se encuentran ocupando el canal principal, mientras
que el grupo tolueno se encuentra en la entrada, impidiendo la unién a Argl20 por parte
de un grupo carboxilato de un sustrato, cosa que dificulta que éste pueda ocupar el
recoveco hidrofébico, ya que el acceso a dicho residuo, el cual suele ser el responsable de
la fijacion de los diferentes sustratos, se encuentra bloqueado. Todo esto hace que el modo
de union que presenta el conférmero cis(Z) del candidato 5 difiera sustancialmente
respecto del que muestra el celecoxib. Por otra parte, todas las soluciones de docking para
el conformero trans(E) lo colocan fuera del centro activo COX. La mejor de estas
soluciones (panel B de la Figura 81) lo emplaza bloqueando la entrada de dicho centro
activo, cosa que dificultaria enormemente la unién de cualquier sustrato al centro activo
COX. El conférmero trans(E) esta sujeto en esta disposicion mediante dos puentes de
hidrogeno: 1) entre el grupo NHs de la sulfonamida y el &tomo de oxigeno del esqueleto
de Ser119; 2) entre uno de los atomos de oxigeno de la sulfonamida y el grupo NH3" de
la cadena lateral de Lys83. Ademés, el grupo azo interacciona electrostaticamente de
manera favorable con el 4&tomo de hidrogeno del grupo OH de la cadena lateral de Tyr115.
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Figura 81. Representacion del modo de unién con la h-COX-2 adoptado por los
conformeros cis(Z) (panel A) y trans(E) (panel B) del candidato 5 segin los célculos de
docking realizados para dichos conférmeros. Para el conféormero cis(Z) se ha representado
la mejor solucion del séptimo mejor de sus cldsteres, mientras que para el conférmero
trans(E) se ha representado la mejor de sus soluciones. Para cada conférmero, se han
indicado tanto los residuos més caracteristicos del centro activo COX como los residuos
que interaccionan de manera maés intensa con el conférmero del candidato 5 considerado.
Sin embargo, con el objetivo de representar el modo de uniéon para el conférmero cis(Z)
del candidato 5 (panel A) de la manera mas clara posible, no se ha representado His90,
ya que dificulta mucho la adecuada visualizacion de éste. Los puentes de hidrogeno se
han indicado con lineas negras discontinuas.

En relacion con el candidato 6, la mejor solucion de docking para el conféormero cis(Z) ya
lo coloca dentro del centro activo COX de la h-COX-2 con un modo de unién muy similar
al que exhibia el rofecoxib (este es el tinico candidato que esta inspirado en dicho farmaco)

(panel A de la Figura 82). Su grupo metanosulfonilo se encuentra en el interior del
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sidepocket formando dos puentes de hidrogeno: 1) entre uno de sus atomos de oxigeno y
el grupo NH del esqueleto de Ile517; 2) entre el atomo de oxigeno anterior y el grupo NH
del esqueleto de Phe518. Ademas, el grupo metanosulfonilo establece cuatro interacciones
electrostaticas estabilizantes: 1) con el grupo NHa de la cadena lateral de GIn192; 2) con
la cadena lateral de His90; 3) con el grupo NH del esqueleto de Arg513; 4) con la cadena
lateral de Argb13. El grupo azo interacciona electrostaticamente de manera favorable con
Argl120. En dltimo lugar, el heterociclo se encuentra ocupando la entrada, mientras que
el grupo etilbenceno se encuentra ocupando el canal principal. Por otra parte, todas las
soluciones de docking para el conférmero trans(E) lo colocan fuera del centro activo COX.
La mejor de estas soluciones (panel B de la Figura 82) lo emplaza en la parte inferior
izquierda de la entrada, pero sin estar sobre ésta, de manera que la unién de un sustrato
al centro activo COX apenas se veria dificultada. En esta disposicién, el conférmero
trans(E) forma tres puentes de hidrégeno: 1) entre un atomo de oxigeno del grupo
metanosulfonilo y el grupo NHz de la cadena lateral de Asn87; 2) entre el otro atomo de
oxigeno del grupo metanosulfonilo y el grupo NHz de la cadena lateral de Asn87; 3) entre
el atomo de oxigeno del heterociclo y el grupo NH del esqueleto de Lys473.
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Figura 82. Representacion del modo de unién con la h-COX-2 adoptado por los
conformeros cis(Z) (panel A) y trans(E) (panel B) del candidato 6 segiin la mejor solucion
de los calculos de docking realizados para dichos conférmeros. Para cada conférmero, se
han indicado tanto los residuos mas caracteristicos del centro activo COX como los
residuos que interaccionan de manera més intensa con el conférmero del candidato 6
considerado. Sin embargo, con el objetivo de representar el modo de uniéon para el
conformero cis(Z) del candidato 6 (panel A) de la manera més clara posible, no se ha
representado His90, ya que dificulta mucho la adecuada visualizacion de éste. Los puentes
de hidrégeno se han indicado con lineas negras discontinuas.

Finalmente, el analisis de los modos de unién para ambos conformeros de los seis
candidatos prometedores sugiere que los candidatos 1, 3, 4 y 6 son los que tienen mayor
potencial de inhibir selectivamente a la h-COX-2 con su conférmero cis(Z), ya que los
conformeros cis(Z) de dichos candidatos presentan un modo de union al centro activo
COX de la h-COX-2 muy similar al que exhibia el farmaco de partida, mientras que los
conformeros trans(E) de éstos permanecen fuera de dicho centro activo sin impedir la
unién de sustrato. Ademaés, si se compara la mejor solucién de docking que coloca al
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conférmero cis(Z) en el interior del centro activo COX de los diferentes candidatos
prometedores, se puede observar que las soluciones para los candidatos 1, 3, 4 y 6
presentan un mejor ranking dentro de su conjunto de soluciones y un mejor score en
comparaciéon con las soluciones de los candidatos 2 y 5, cosa que apunta en la misma
direccion que el anéalisis de los modos de unién comentado anteriormente.

7.3.5 Simulaciones de MD para los candidatos prometedores de mayor

potencial

Con el objetivo de comprobar la estabilidad del modo de union del conférmero cis(Z)
para los candidatos prometedores de mayor potencial (ver seccion 7.3.4), se ha calculado
una simulacion de MD de una longitud de 100 ns para el conféormero cis(Z) de cada uno
de estos candidatos. Ademaés, para testear la capacidad inhibidora del conférmero
trans(E), también se ha realizado una simulaciéon de MD para dicho conférmero de cada
uno de los candidatos prometedores de mayor potencial, donde la longitud de estas

simulaciones ha dependido del candidato considerado.

!

Figura 83. Representacion del modo de unién dentro del centro activo COX de la h-
COX-2 adoptado por el conformero cis(Z) del candidato 1 a lo largo de su simulacion de
MD. Se han indicado tanto los residuos mas caracteristicos del centro activo COX como
los residuos que interaccionan de manera mas intensa con dicho conférmero del candidato
1. Sin embargo, con el objetivo de representar el modo de unién para el conféormero cis(Z)
del candidato 1 de la manera més clara posible, no se ha representado His90, ya que
dificulta mucho la adecuada visualizacién de éste. Los puentes de hidrogeno se han
indicado con lineas negras discontinuas.
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En relaciéon con las simulaciones de MD para el candidato 1, se puede apreciar que el
conformero cis(Z) a lo largo de su simulacion de MD adopta un modo de unién en el
interior del centro activo COX de la h-COX-2 muy similar al que mostraban los céalculos
de docking para dicho conférmero y al que exhibia el celecoxib (Figura 83). Su grupo
sulfonamida se encuentra en el interior del sidepocket formando tres puentes de hidrogeno:
1) entre su grupo NHa y el atomo de oxigeno del esqueleto de Ser353; 2) entre uno de sus
dos atomos de oxigeno y un grupo NHz de la cadena lateral de Arg513; 3) entre el otro
dtomos de oxigeno y el grupo NH del esqueleto de Phebl18. Este tltimo puente de
hidrogeno es sustancialmente mas débil que el resto que se acaban de enumerar. Ademas,
His90 interacciona electrostaticamente de manera favorable con dicha sulfonamida. Por
su parte, el heterociclo interacciona electrostaticamente de manera favorable con Argl20,
mientras que el grupo CF3 lo hace con Argl20 y Leu531 (grupo NH del esqueleto). En
iltimo lugar, el grupo CF3 y el heterociclo que lo contiene se encuentran ocupando la
entrada del centro activo COX, mientras que el grupo etilbenceno se encuentra ocupando
el canal principal de dicho centro activo. Todo esto, dificulta la unién de cualquier
sustrato al centro activo COX. Por otra parte, se necesitaron 300 ns para que el
conformero trans(E) se separara de la enzima y pasara a formar parte de la solucion
acuosa que envuelve a ésta, es decir, para romper todas las interacciones entre la enzima,
y dicho conférmero. Considerandolo todo, parece bastante claro que el conférmero cis(Z)
del candidato 1 inhibiria selectivamente la h-COX-2, mientras que el conférmero trans(E)
de dicho candidato no tendria ningin efecto inhibidor, ya que se estabiliza mas en
solucién acuosa que interaccionado con la enzima.

En relaciéon con las simulaciones de MD para el candidato 3, se puede apreciar que el
conformero cis(Z) a lo largo de su simulacion de MD adopta un modo de unién en el
interior del centro activo COX de la h-COX-2 que dista bastante respecto al que
mostraban los calculos de docking para dicho conférmero y al que exhibia el celecoxib
(Figura 84). Aunque el grupo sulfonamida se encuentra en el interior del sidepocket, el
grupo CF3 y el anillo de benceno que lo contiene ocupando la entrada y la parte superior
del espacio existente entre Tyr385 y Ser530, cosa que bloquea el acceso al recoveco
hidrofébico, y el grupo tolueno ocupando el canal principal, se puede apreciar que dicha
sulfonamida adopta una disposicion muy diferente en el interior del sidepocket en
comparacion con las que se han observado previamente, ya que ahora no sélo se encuentra
el grupo sulfonamida en el interior de dicha cavidad, sino que también el anillo de benceno
que lo contiene. Esta sobreocupacion del sidepocket induce cambios conformacionales
importantes a la enzima, que se pueden apreciar tanto en dicho sidepocket como en la
entrada, ya que se encuentran considerablemente deformados respecto de la forma que
presentaban anteriormente. Respecto a las interacciones que establece el conférmero
cis(Z) con la enzima, su grupo sulfonamida forma un puente de hidrégeno fuerte, entre
el grupo NHa y el grupo OH de la cadena lateral de Ser353, y un serie de puentes de
hidrogeno débiles, donde los més destacados serian los siguientes: 1) entre uno de sus
atomos de oxigeno y el grupo OH de la cadena lateral de Ser353; 2) entre el mismo atomo
de oxigeno y el grupo NH del esqueleto de Phe518; 3) entre el otro 4tomo de oxigeno y
el grupo NH del esqueleto de Ala527; 4) entre el atomo de nitrogeno del grupo NHz y un
grupo NH> de la cadena lateral de Arg513. El grupo azo interacciona electrostaticamente
de manera favorable con Argl20, mientras que el grupo CF3 presenta una clara repulsion

189



electrostatica con el 4tomo de oxigeno del esqueleto de Ser530. Por todo lo que se acaba
de exponer, aunque el conformero cis(Z) del candidato 3 puede inhibir selectivamente h-
COX-2, no parece que éste sea uno de los candidatos prometedores de mayor potencial
méas adecuado, ya que su conférmero cis(Z) presenta un modo de union en el interior del
centro activo COX muy diferente respecto del que presenta el celecoxib y, ademas,
distorsiona considerablemente la forma del sidepocket y de la entrada de la enzima. Por
otra parte, con el objetivo de comprobar la capacidad inhibidora del conférmero trans(E),
se ha calculado una simulaciéon de MD de 300 ns para éste donde se puede apreciar que
dicho conférmero pasa a formar parte de la solucién acuosa que rodea a la enzima. Por
lo tanto, a pesar de que el conformero trans(E) no poseeria ninguna capacidad inhibidora,
debido a lo que se ha comentado anteriormente en relacion con el confoérmero cis(Z) se
puede concluir que el candidato 3 no posee un gran potencial desde un punto de vista de
su aplicacion fotofarmacologica.
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Figura 84. Representacion del modo de unién dentro del centro activo COX de la h-
COX-2 adoptado por el conférmero cis(Z) del candidato 3 a lo largo de su simulacion de
MD. Se han indicado tanto los residuos mas caracteristicos del centro activo COX como
los residuos que interaccionan de manera més intensa con dicho conférmero del candidato
3. Los puentes de hidrogeno mas fuertes se han indicado con lineas negras discontinuas.
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Figura 85. Representacion del modo de unién dentro del centro activo COX de la h-
COX-2 adoptado por el conférmero cis(Z) del candidato 4 a lo largo de su simulacion de
MD. Se han indicado tanto los residuos mas caracteristicos del centro activo COX como
los residuos que interaccionan de manera més intensa con dicho conférmero del candidato
4. Los puentes de hidrogeno mas fuertes se han indicado con lineas negras discontinuas.

En relaciéon con las simulaciones de MD para el candidato 4, se puede apreciar que el
conformero cis(Z) a lo largo de su simulacion de MD adopta un modo de uniéon en el
interior del centro activo COX de la h-COX-2 muy similar al que mostraban los calculos
de docking para dicho conférmero y al que exhibia el celecoxib (Figura 85). Su grupo
sulfonamida se encuentra en el interior del sidepocket y forma puentes de hidrégeno con
GIn192 y Argb13. Respecto a GIn192, se forman dos puentes de hidrogeno entre el &tomo
de nitréogeno del grupo NHz de la sulfonamida y el grupo NH2 de la cadena lateral de
dicho residuo (uno para cada atomo de hidrogeno). En cambio, respecto a Arg513, se
forma una red de puentes de hidrégeno entre los a&tomos de oxigeno de la sulfonamida y
la cadena lateral de dicho residuo, donde dos de estos puentes de hidrégeno son
sustancialmente mas fuertes que el resto (ver Figura 85). Con el grupo CF3 se tiene una
situacion similar a lo que se acaba de comentar, se establece una red de puentes de
hidrogeno entre dicho grupo y la cadena lateral de Argl20 donde, otra vez, dos de estos
puentes de hidrégeno son sustancialmente més fuertes que el resto (ver Figura 85). Por
altimo, el grupo etilbenceno se encuentra ocupando el canal principal, mientras que el
grupo CF3 y el anillo de benceno que lo contiene ocupan la entrada, impidiendo la unién
a Argl20 por parte de un grupo carboxilato de un sustrato, cosa que dificulta que éste
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pueda ocupar el recoveco hidrofobico, ya que el acceso a dicho residuo, el cual suele ser
el responsable de la fijacion de los diferentes sustratos, se encuentra bloqueado. Por otra
parte, después de una simulacion de MD de 450 ns, el conféormero trans(E) se ha
desplazado por debajo de los tres residuos que conforman la entrada del centro activo
COX (Argl20, Tyr355 y Glub24), pero sigue interaccionando con la enzima. En esta
disposicién, dicho conférmero apenas dificultaria la unién de un sustrato cualquiera al
centro activo COX y, por lo tanto, su capacidad inhibidora seria despreciable. Ademas,
dado que las interacciones que mantienen unido el confoérmero trans(E) a la enzima son
muy débiles, lo més probable es que dicho conférmero se separe de la enzima y pase a la
solucién que la envuelve al alargar esta simulaciéon de MD. Por todo lo expuesto, parece
claro que el candidato 4 es un candidato prometedor que posee un gran potencial, ya que
su conformero cis(Z) inhibiria selectivamente a la h-COX-2, mientras que su conférmero
trans(E) no tendria capacidad inhibidora alguna. Ademaés, dicho candidato contiene un
fotointerruptor tipo AB que consta de dos anillos de benceno, cosa que mejora sus
propiedades Opticas desde un punto de vista de experimentar la fotoisomerizacion
trans(E)-cis(Z) dentro de la ventana optica de los tejidos vivos.

A,

Figura 86. Representacion del modo de unién dentro del centro activo COX de la h-
COX-2 adoptado por el conformero cis(Z) del candidato 6 a lo largo de su simulacion de
MD. Se han indicado tanto los residuos mas caracteristicos del centro activo COX como
los residuos que interaccionan de manera més intensa con dicho conférmero del candidato
6. Sin embargo, con el objetivo de representar el modo de union para el conférmero cis(Z)
del candidato 6 de la manera mas clara posible, no se ha representado His90, ya que
dificulta mucho la adecuada visualizacion de éste. Los puentes de hidréogeno se han
indicado con lineas negras discontinuas.
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En relaciéon con las simulaciones de MD para el candidato 6, se puede apreciar que el
conformero cis(Z) a lo largo de su simulacion de MD adopta un modo de unién en el
interior del centro activo COX de la h-COX-2 muy similar al que mostraban los céalculos
de docking para dicho conférmero y al que exhibia el rofecoxib (Figura 86). Su grupo
metanosulfonilo se encuentra en el interior del sidepocket formando cuatro puentes de
hidrogeno: 1) entre uno de sus atomos de oxigeno y el grupo NHz de la cadena lateral de
GIn192; 2) entre el atomo de oxigeno anterior y el grupo NH del esqueleto de Ile517; 3)
entre el atomo de oxigeno anterior y el grupo NH del esqueleto de Phe518; 4) entre el
otro atomo de oxigeno y uno de los grupos NHz de la cadena lateral de Arg513. Ademas,
His90 interacciona electrostéticamente de manera favorable con uno de los atomos de
oxigeno del grupo metanosulfonilo. El heterociclo también interacciona
electrostaticamente de manera favorable, pero con Argl20. Por 1ltimo, el grupo
etilbenceno se encuentra ocupando el canal principal, mientras que el grupo azo y el
heterociclo que lo contiene se encuentran ocupando la entrada, impidiendo la unién a
Argl20 por parte de un grupo carboxilato de un sustrato, cosa que dificulta que éste
pueda ocupar el recoveco hidrofobico, ya que el acceso a dicho residuo, el cual suele ser
el responsable de la fijacion de los diferentes sustratos, se encuentra bloqueado. Por otra
parte, después de una simulacion de MD de 300 ns, el conférmero trans(E) se ha
desplazado por debajo de los tres residuos que conforman la entrada del centro activo
COX (Argl20, Tyr355 y Glub24), pero sigue unido a la enzima. En esta disposicion, dicho
conférmero apenas dificultaria la uniéon de un sustrato cualquiera al centro activo COX
y, por lo tanto, su capacidad inhibidora seria despreciable. Ademés, dado que las
interacciones que mantienen unido el conférmero trans(E) a la enzima son muy débiles,
lo mas probable es que dicho conférmero se separe de la enzima y pase a la solucion que
la envuelve al alargar esta simulacién de MD. Por todo lo expuesto, parece claro que el
candidato 6 también es un candidato prometedor que posee un gran potencial, ya que su
conformero cis(Z) inhibiria selectivamente a la h-COX-2, mientras que su conférmero
trans(E) no tendria capacidad inhibidora alguna.

Una vez analizadas las simulaciones de MD de los candidatos prometedores de mayor
potencial, se puede concluir que los candidatos 1, 4 y 6 serfan los que tienen mejores
perspectivas, ya que segin nuestros calculos sus respectivos conférmeros cis(Z) inhibirian
selectivamente la h-COX-2 y exhibirian un modo de unién al centro activo COX muy
similar al farmaco de partida, mientras que sus respectivos conférmeros trans(E)
dificilmente tendrian una potencia inhibidora para dicha enzima. De entre los candidatos
que se acaban de enumerar, el candidato 4, debido a sus mejores propiedades 6pticas
desde un punto de vista de ser aplicable en fotofarmacologia, se ha escogido para ser
sintetizado y evaluado como inhibidor selectivo cis(Z)-trans(E) de la h-COX-2.

7.3.6 Conclusiones

Mediante calculos de docking y simulaciones de MD se ha estudiado el modo de unién al
centro activo COX de la h-COX-2 de los farmacos celecoxib y rofecoxib, donde los
resultados obtenidos para el primer farmaco son compatibles con las estructuras
cristalograficas de los diferentes complejos de Michaelis COX-2-celecoxib disponibles.
Este conocimiento sobre el modo de unién de estos farmacos al centro activo COX ha
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permitido determinar qué posiciones de éstos son més favorables para la introduccion de
un grupo azo generando compuestos derivados fotofarmacologicamente activos. De entre
todos los compuestos derivados disefiados, el candidato 4 es el que suscita més interés,
ya que posee unas propiedades Opticas que lo hacen méas viable para poder ser aplicado
dentro de la ventana oOptica de los tejidos vivos y que su conférmero cis(Z) inhibiria
selectivamente a la h-COX-2, mientras que su conformero trans(E) dificilmente inhibiria
a dicha enzima. Por todo esto, dicho candidato ha sido seleccionado para ser sintetizado
y evaluado como inhibidor selectivo cis(Z)-trans(E) de la COX-2 y con él estan
trabajando actualmente los grupos experimentales anteriormente mencionados.
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Capitulo 8

Estudio del mecanismo de formacion
de LTA, en la ruta biosintética de AA

catalizada por la 5-LOX humana

8.1 Introduccion

Probablemente, la 5-LOX humana (h-5-LOX) es el miembro mas relevante y desafiante
de la familia de las LOXs. Su importancia radica en su actividad proinflamatoria y
antiinflamatoria, mas concretamente, cuando su actividad enzimatica no esta acoplada a
otras LOXs, la 5-LOX transforma al AA en leucotrienos, que tienen propiedades
proinflamatorias, mientras que cuando su actividad enzimética estd acoplada a 12/15-
LOX, la 5-LOX puede conducir a la sintesis de lipoxinas, que tienen propiedades
antiinflamatorias, mediante un proceso transcelular®:37:3™, De hecho, se ha propuesto la
conversion de la 5-LOX en una enzima que exhiba su actividad lipoxigenasa en posicién
15 como una estrategia interesante para inducir la sintesis de lipoxinas y, por lo tanto,
para convertir una actividad inflamatoria en una antiinflamatoria?’7%37  Por
consiguiente, comprender los factores que controlan las propiedades cataliticas de las
LOXs, particularmente sus regioselectividades y estereoselectividades, es de vital
importancia para propositos biomédicos y biotecnolédgicos.

Como ya se ha comentado en la seccién 1.2.2.2; se dispone de diversas estructuras
cristalograficas de la h-5-LOX, incluyendo una que tiene el AA como sustrato. Sin
embargo, todas estas estructuras se han obtenido para human Stable-5-LOX (PDB code
308Y)*, un mutante solubilizado y estabilizado de la 5-LOX humana. Por otra parte,
nuestro grupo de investigacién realizdé un estudio teérico del mecanismo catalitico para

este mutante con el AA como sustrato*?, aunque los resultados de éste no se acaban de
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ajustar a los datos experimentales obtenidos para la h-5-LOX. Por todo esto, a lo largo
del capitulo 8 se va a desarrollar para la 5-LOX humana wild-type el primer estudio
computacional de los modos de uniéon y reactividad del AA, el cual es su sustrato natural,
mediante un enfoque multiescala que combina célculos de docking, simulaciones de MD
y calculos QM/MM. Es necesario remarcar que como no se encuentra disponible ninguna
estructura experimental de la h-5-LOX wild-type, se ha utilizado la estructura
proporcionada por AlphaFold (ver seccion 1.2.2.2) para dicha enzima.

8.2 Metodologia

En primer lugar, es importante notar que a lo largo de todo el capitulo 8 se va a utilizar
la numeracién de los residuos correspondiente a la estructura proporcionada por
AlphaFold para la 5-LOX humana wild-type, ya que dicha estructura ha sido la utilizada
para realizar los diferentes calculos que se van a exponer a lo largo de la seccién 8.3.

A la estructura monomérica que proporciona AlphaFold de la h-5-LOX se ha afiadido el
cofactor Fe(III)-OH- del centro catalitico, ya que no lo contenia. Por otra parte, se ha
modificado la disposicién espacial y conformacion de los residuos Val672, Ala673 y Ile674
(residuo terminal) para permitir que el grupo carboxilato terminal de este tltimo residuo
pueda coordinarse al a&tomo de hierro del cofactor Fe(III)-OH . Mediante un solapamiento
de la estructura proporcionada por AlphaFold para la h-5-LOX wild-type con una de las
estructuras cristalograficas disponibles para la human Stable-5-LOX (PDB code 308Y)*,
se han obtenido las coordenadas Cartesianas para el &tomo de hierro y para los dtomos
pesados de Val672, Ala673 y Ile674. Sin embargo, el grupo OH- del cofactor Fe(III)-OH-
se ha colocado de manera manual teniendo en cuenta la posiciéon del resto de integrantes
de la esfera de coordinacién del atomo de hierro. La estructura resultante del
procedimiento que se acaba de exponer se ha protonado con el servidor web H- 246247,
empleando un pH = 7.5 para los residuos titulables. El estado de protonaciéon para la
esfera de coordinacion del atomo de hierro se corrigié a mano para asegurar una correcta
descripciéon de ésta. Se ha utilizado este valor de pH debido a que para éste se dispone
de datos experimentales de la actividad catalitica de la h-5-LOX wild-type con el AA
como sustrato’?.

Se utilizo el programa GOLDS5.8.0%® para realizar los célculos de docking del AA dentro
de la cavidad de la h-5-LOX, donde se empled como receptor la estructura relajada
resultante del procedimiento expuesto en el paragrafo anterior. Se definié el lugar de
unién como una esfera de 20 A de radio centrada en el atomo de Fe. El receptor se
mantuvo rigido, pero se le confiri6 total flexibilidad al ligando durante la exploraciéon
conformacional. Se activé la opcion de GOLD que considera las interacciones de ligandos
orgénicos con iones metalicos en metaloenzimas pero limitando dichas interacciones a las
que consideran geometrias hexacoordinadas del 4tomo de hierro. Se emple6 el GA mas
eficiente para asegurar una exploracion conformacional extensiva del AA. Para hacer una
estimacion de las energias de Gibbs de unién de dicho sustrato se utiliz6 la funcion fitness
ChemScore.

En relaciéon con las simulaciones de MD, los diferentes sistemas se montaron utilizando

el procedimiento recomendado por el paquete de programas AMBER?%. Para los atomos
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de proteina se utilizo el force field ff14SB?°. Los parametros de force field para el AA3?
y el atomo de hierro con su primera esfera de coordinacion (His368, His373, Hisb51,
Asnb55, Tle674 y el grupo OH") se recuperaron de trabajos previos. Se uso6 la libreria
GAFF22499.%1 como fuente para estos parametros. Por tltimo, el estado de protonacion
del AA también se estableci6 a mano para asegurar que éste coincidia con el estado de
protonacién en condiciones fisioldgicas.

Las dos simulaciones de MD realizadas siguieron el mismo protocolo, la tnica diferencia
fue la estructura de partida. Después de combinar los diferentes archivos, los diferentes
sistemas se solvataron con una caja ortorrombica de aguas preequilibradas TIP3P%° y su
carga total se neutralizé6 afiadiendo cationes sodio mediante el programa tLeap. Los
sistemas resultantes contenian alrededor de 107500 atomos, de los cuales unos 10900
pertenecian a la enzima. Los atomos restantes representan moléculas de agua y cationes
sodio. Todas las simulaciones de MD se calcularon con la version AMBER 20 GPU
(CUDA) del paquete de programas PMEMD?!42%. En primer lugar, el sistema se sometio
a 22000 pasos de minimizaciéon de energia utilizando el método steepest-descent para
evitar malos contactos. En los primeros 6000 pasos, se aplicaron restricciones armoénicas
a los atomos de proteina y sustrato (en el caso de que esté presente) con una constante
de fuerza de 5.0 kcal molt A2, de manera que s6lo se relajaron el solvente y los iones. En
los siguientes 6000 pasos, se aplicaron restricciones armoénicas a los a&tomos del esqueleto
proteico y a los dtomos pesados del sustrato (en el caso de que esté presente) con una
constante de fuerza de 5.0 kecal mol'! A-2. En los altimos 10000 pasos, todo el sistema se
mantuvo libre de restricciones. Después de esto, se realizaron simulaciones de MD usando
PBC. El sistema se calent6é gradualmente de 0 K a 300 K durante un periodo de 200 ps.
A continuacién, se ha calculado una simulacién de MD de 1 ns a temperatura y presion
constantes (300 K, 1 bar) para ajustar el volumen de la caja ortorrombica de manera que
la densidad del sistema alcanzara un valor proximo a 1 g cm3. A lo largo del
calentamiento y la etapa isobarica, se aplicaron restricciones armoénicas a los dtomos del
esqueleto proteico y a los dtomos pesados del sustrato (en el caso de que esté presente)
con una constante de fuerza de 5.0 kcal mol A2, mientras que no se aplicé restriccion
alguna al resto del sistema. La temperatura se controlé6 por medio de dindmica de
Langevin?!6, mientras que la presiéon se ajust6 mediante el baréstato de Berendsen?!”.
Después, se realizo una etapa de equilibracion de 10 ns a temperatura (300 K) y volumen
constantes. En tltimo lugar, se calculé un periodo de produccion de 200 ns dentro del
mismo colectivo isotérmico-isocorico. A lo largo de toda la trayectoria de MD se empled
un time step de 2 fs y se ha realizado el analisis de las simulaciones de MD con
AmberTools20?%. Todos los enlaces y angulos que contenia Atomos de hidrogeno se
restringieron mediante el algoritmo SHAKE?!®. Las interacciones no enlazantes se
calcularon empleando un cutoff de 9 A. Se utilizo6 como estructura de partida para la
simulacion de MD del sistema h-5-LOX-empty la estructura de la 5-LOX humana wild-
type proveniente de AlphaFold después de haberle aplicado el procedimiento expuesto en
el primer paragrafo de la presente secciéon. Dicha simulacion de MD tenia el proposito de
relajar el sistema h-5-LOX-empty. La ultima estructura de esta simulacion de MD se
empled como receptor para el docking de AA en la cavidad del sistema h-5-LOX-empty.
A continuacion, la mejor pose de docking del AA en dicha cavidad se seleccioné como
estructura de partida para la simulacién de MD del complejo h-5-LOX-AA.
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Por otra parte, se realizaron los calculos QM /MM utilizando el paquete de programas
modular ChemShell?3427, Para los calculos DFT se us6 TURBOMOLE?® mientras que
para los calculos MM se us6 el médulo DL POLY?* de ChemShell empleando el force
field de AMBER. Para tratar las interacciones electrostaticas entre los subsistemas QM
y MM se empled un esquema de embedding electronico??®. Ademas, se adopto un esquema
de link atoms para describir la frontera QM-MM usando un modelo de desplazamiento
de carga® y no se emplearon cutoffs para tratar las interacciones no enlazantes MM y
QM/MM?%. Se han realizado las optimizaciones QM/MM empleando el algoritmo
limited-memory  Broyden-Fletcher-Goldfard-Shanno  (L-BFGS)?61:262  para  las
minimizaciones de energia. Este algoritmo est4 implementado en la libreria DL FIND
de optimizacion de geometrias de ChemShell?S7. Se seleccionaron algunas estructuras que
parecian adecuadas para experimentar el proceso enziméatico que lleva a cabo la 5-LOX
de la simulacion de MD del complejo h-5-LOX-AA para realizar los calculos QM /MM.
Para cada estructura seleccionada, se eliminaron todas las moléculas de agua que se
encontraban fuera de un volumen de 17 A de radio centrado en la molécula de sustrato.
La regiéon activa se defini6 como todos los residuos y moléculas de agua que se
encontraban dentro de una esfera de 15 A de radio centrada en el Cs del ligando. A esta
region, que contenia alrededor de 2100 atomos, se le permiti®é moverse libremente,
mientras que el resto de &tomos permanecieron fijos. En cada calculo QM /MM se tuvieron
en cuenta aproximadamente 12600 atomos. La region QM se describié mediante el
funcional hibrido B3LYP?%. Para los atomos C, H, O y N se emple6 el conjunto de base
de People 6-31G(d), mientras que para el atomo de Fe se utilizo el conjunto de base
LANL2DZ2™. Este ultimo es un conjunto de base relativamente reducido que combina
un effective core potential (ECP) con un conjunto de base de valencia de calidad doble
zeta. Como norma general, este conjunto de base debe ser usado con precaucion, pero se
ha comprobado que se puede emplear para describir el &tomo de Fe en muchas reacciones

2127 Con respecto a las abstracciones del

de lipoxigenasas con resultados aceptables
hidrogeno pro-S del Cr, se definio la region QM (ver Figura 87) como todos los atomos
del sustrato lipidico que se encuentran entre Cs y C14, 11 4tomos por cada His de la esfera
de coordinacion del dtomo de hierro (His368, His373 y His551), 8 atomos de Asnb55 de
la esfera de coordinacion del d&tomo de hierro, 3 dtomos de la Ile terminal (Ile674) de la
esfera de coordinacion del 4tomo de hierro y el cofactor Fe(IIl)-OH-, mientras que para
el resto de etapas del proceso enzimatico de la h-5-LOX, se ha extendido esta region en
una molécula de oxigeno. En todos los casos se usdé una multiplicidad de sextete donde
la carga neta de la regién QM es 1 u.a. Ademés, se han utilizado siete link atoms, cinco
de los cuales entre los enlaces Cgi-atomo QM de los cinco residuos de la esfera de
coordinacion del atomo de hierro y los dos restantes se encuentran unidos a los dtomos
de carbono alifaticos del sustrato lipidico (colocados entre Cs-Cy y Ci3-Cia).

En ultimo lugar, los canales a través de los cuales puede acceder el oxigeno al interior de
la enzima se han buscado utilizando el plugin Caver3.0.32” de PyMol*" donde se ha
analizado tnicamente la estructura que presentaba una menor barrera de energia
potencial para la abstraccién del hidrogeno pro-S del C; de las estructuras que fueron
consideradas como adecuadas para experimentar el proceso enzimético que lleva a cabo
la 5-LOX. Para el calculo de dichos canales se escogié como punto de partida el Cs del
AA, que es el atomo de carbono que ha de experimentar la oxigenacion, y se selecciond
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el valor por defecto para el resto de parametros, excepto para el radio de prueba minimo
y el radio deseado, que han sido fijados a un valor de 0.6 A y 2 A, respectivamente. Todas
las visualizaciones y representaciones se han realizado con los programas VMD?76 y UCSF
CHIMERA?™,
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Figura 87. Particion QM /MM para la abstraccion de hidrogeno del Cr. Los dtomos QM
estan representados en azul. La frontera entre las regiones QM y MM est4 indicada por
lineas rojas onduladas. Se tiene que afiadir una molécula de oxigeno a la region QM para
el resto de etapas del proceso enzimatico que la h-5-LOX cataliza con el AA como
sustrato.

8.3 Resultados

8.3.1 Comparacion estructural de h-5-LOX wild-type con human
Stable-5-LOX y simulacion de MD de relajacion de h-5-LOX
wild-type

Antes de empezar a realizar calculos con la estructura de h-5-LOX wild-type
proporcionada por AlphaFold es util saber qué diferencias presenta ésta respecto a la
estructura de human Stable-5-LOX. Se ha escogido como estructura cristalografica
representativa de este mutante solubilizado y estabilizado la estructura correspondiente
al PDB code 30Y8%. Debido a que la estructura proporcionada por AlphaFold para la
h-5-LOX wild-type es monomérica, inicamente se ha empleado el monémero A de la
estructura correspondiente al PDB code 30Y8 para llevar a cabo la comparaciéon entre
la estructura de h-5-LOX wild-type y la estructura de human Stable-5-LOX. Si se
superponen ambas estructuras (ver Figura 88), se puede apreciar que éstas son muy
similares entre si donde la diferencia mas notable se encontraria en el dominio N-terminal,
ya que dicho dominio de la estructura de human Stable-5-LOX contiene una lamina 3
adicional, que ayudaria a la cristalizacién de este mutante, respecto del mismo dominio
de la estructura de h-5-LOX wild-type. En relaciéon con el dominio C-terminal, se puede
apreciar que éste es practicamente idéntico para ambas estructuras, incluyendo las hélices
o2 y a8 que exhiben una estructura terciaria particular que es caracteristica tnicamente
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de la isoforma 5-LOX, donde una diferencia interesante entre ambas seria la disposicion
espacial y conformacional de los residuos Val672, Ala673 y Ile674. Esta sutil diferencia
hace que en el caso de h-5-LOX wild-type, la 11e674 terminal no pueda coordinarse al
dtomo de hierro que es responsable de la catalisis enziméatica, cosa que justifica el
procedimiento empleado para dicha estructura (ver seccion 8.2). Es importante notar que
la forma de la cavidad de ambas estructuras es muy similar entre si y esto se debe a la
gran similitud existente entre ambos dominios C-terminales.

Hélices o2 y a8 Esfera de Coordinacién

Figura 88. Superposicion de las estructuras de h-5-LOX wild-type proporcionada por
AlphaFold (en azul) y human Stable-5-LOX (PDB code 30Y8)* (en verde). La lamina
B adicional de human Stable-5-LOX esta representada en naranja, sin embargo, dicha
estructura carece del bucle que une esta lamina 3 con el resto del domino N-terminal y
la unién de estas dos regiones ha sido indicada con una linea negra discontinua. Para una
mayor visibilidad, en el panel de la izquierda se han representado desde otra perspectiva
las hélices o2 y o8, las cuales estan indicadas en lila para h-5-LOX wild-type y en verde
oscuro para human Stable-5-LOX. Por otra parte, el panel de la derecha contiene una
imagen ampliada de la esfera de coordinacion del Fe de ambas estructuras donde se puede
apreciar que Ile674 terminal de h-5-LOX wild-type no puede coordinarse a dicho atomo
de Fe, mientras que el mismo residuo de human Stable-5-LOX si.

A lo largo de la simulacién de MD de relajacion del complejo h-5-LOX-empty wild-type,
se ha podido apreciar como la h-5-LLOX wild-type respiraba y se adaptaba a encontrarse
solvatada. En relacion con la region que contiene tres lisinas consecutivas (residuos 654-
656), las cuales se encuentran en el dltimo giro de la hélice o que precede al grupo
carboxilato de la Ile674 terminal, se puede apreciar que Lys654 y Lys655 compiten por
formar puentes de hidrogeno con el grupo carboxilato de la cadena lateral de Glu651 (ver
Figura 89) a lo largo de dicha simulacién de MD. Cuando el grupo NH3" de la cadena
lateral de Lys654 forma un puente de hidrogeno con el grupo carboxilato de la cadena
lateral de Glu651 (panel A de la Figura 89), el altimo giro de dicha hélice o terminal se
encuentra ligeramente deformado, mientras que cuando el grupo NH3" de la cadena
lateral de Lys655 forma puentes de hidrogeno con el grupo carboxilato de la cadena lateral
de Glu651 (panel B de la Figura 89), el altimo giro de esta hélice o tiene una forma bien
definida. Mayoritariamente Lys654 es quien coordina con el grupo carboxilato de la
cadena lateral de Glu651, mientras que Lys655 queda apuntando hacia el solvente. Por
lo tanto, el ultimo giro de la hélice a terminal se encontrara ligeramente deformado la
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mayor parte del tiempo. Por otra parte, cabe destacar que esta transicién entre estas dos
conformaciones de Lys654 y Lys655 genera una vibraciéon que se propaga por ambos
extremos de la hélice o terminal que contiene estas tres lisinas consecutivas. De hecho, se
puede apreciar como al producirse dicho cambio conformacional la distancia entre el
atomo de oxigeno del grupo carboxilato de la [1e674 terminal que se encuentra coordinado
al atomo de hierro y dicho atomo varia (cuando Lys654 ocupa el grupo carboxilato de la
cadena lateral de Glu651, esta distancia es de 2.00 A, mientras que cuando Lys655 lo
ocupa, esta distancia es de 2.16 A). Asi pues, no es descabellado pensar que el cambio
conformacional que pueden experimentar estas lisinas genere cambios conformacionales
adicionales en el centro activo que puedan afectar al proceso enzimético de h-5-LOX. La
confirmacion de dicha hipotesis sugeriria que estas tres lisinas consecutivas pueden
modular la actividad enziméatica de h-5-LOX. Por ultimo, Lys656 permanece formando
puentes de hidrogeno con el dtomo de oxigeno del esqueleto de Arg652. Estas tres lisinas
son precisamente las que se mutan en human Stable-5-LOX (PDB code 30Y8)* con el
objetivo de aportar estabilidad a dicha enzima con el fin de hacer posible su cristalizacion.
Nuestros resultados de simulaciéon de MD sugieren la razén por la cual la mutacién de
estas tres lisinas permite la cristalizacion de la 5-LOX.

Lys654
Glues1 | )/:r Lys654 ;é =X

7 Glu651
\ \ A \ )
/"”‘\ “\\ ‘

\,}< Ly5655 v
Arg652 /\i )
Lys656 Sa

Figura 89. Representaciéon de las dos conformaciones que exhiben Lys654 y Lys655 de

la hélice o terminal. En el panel A, esta representada la conformaciéon donde Lys654
conecta con el grupo carboxilato de la cadena lateral de Glu651, mientras que en el panel
B, esta representada la conformacion donde Lys655 coordina con el grupo carboxilato de
la cadena lateral de Glu651. Ademés, en dichos paneles también se ha representado la
interaccion entre Arg652 y Lys656. Los puentes de hidrogeno estan indicados con lineas
negras discontinuas.

8.3.2 Calculos de docking de AA

Los calculos de docking de AA dentro de la cavidad de h-5-LOX wild-type después de que
dicha enzima haya sido relajada han producido 6 clisteres, donde el mejor de los cuales
es el mas poblado. Antes de comenzar a analizar los clisteres obtenidos con los calculos
de docking, es preciso remarcar que basandose en los datos cristalograficos disponibles de
la 5-LLOX, se han propuesto dos hip6tesis para explicar el acceso del sustrato al interior

201



\

m—— X

\Phea78 ([

Figura 90. Representacion de la mejor soluciéon de los diferentes clusteres obtenidos con
los célculos de docking de AA en el interior de la cavidad de h-5-LOX wild-type. Por
claridad, no se han indicado los dtomos de hidrégeno de dichas soluciones. Se han
representado la esfera de coordinacion del Fe y los residuos Trpl48, Phel78, Tyrl82 y
Lys410 con el objetivo de poder situar en el centro activo de h-5-LOX wild-type las
diferentes soluciones representadas.

de su cavidad: 1) dicho sustrato accede a través del par de residuos Phel78 y Tyr182, el
cual recibe el nombre de FY-cork; 2) dicho sustrato accede a través de Trpl48, el cual se
encuentra en el lado opuesto a F'Y-cork (ver Figura 90)%°. En la presente tesis no se va a
discutir como entra el sustrato al interior de la cavidad de 5-LOX, pero si como se coloca
dicho sustrato una vez ha entrado. A partir de este punto, la orientacion head/tail-first
se referira a la posicion relativa del grupo carboxilato del AA respecto a Lys410, la cual
se supone que tiene un papel similar a Arg403 y Arg599 en la 15-LOX-1 de conejo respecto
a la fijacion del sustrato?®39:356376.377 " de tal manera que la orientacion tail-first significa
que el grupo carboxilato del AA esta dirigido hacia el extremo de la cavidad donde se
encuentra Lys410, mientras que head-first significa una orientaciéon opuesta a la que se
acaba de comentar. Después de esto, los clisteres obtenidos con los calculos de docking
de AA en el interior de la cavidad de h-5-LOX wild-type (Figura 90) se podrian clasificar
en dos categorias, es decir, clusteres donde el grupo carboxilato de AA se encuentra en el
mismo lado de Trp148 y clisteres donde esto no sucede. De esta primera categoria forman
parte el primer, el segundo, el tercer, el cuarto y el sexto clister, mientras que la segunda
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categoria esta constituida tinicamente por el quinto mejor clister. Es importante notar
que todas las soluciones que pertenecen a esta primera categorfa presentan dos
importantes inconvenientes: 1) el grupo carboxilato del AA no esta sujeto por ningin
puente de hidrogeno fuerte, cosa que sugiere que la pose del AA no es muy estable y va
a presentar una gran flexibilidad; 2) sus distancias de C7, C19 y Ci3 respecto al atomo de
oxigeno del cofactor Fe(III)-OH-, indicadas como d(C7-OH), d(Ci-OH) y d(Ci3-OH),
respectivamente, no son compatibles con la reactividad que exhibe 5-LOX para el AA
(ver Tabla 22). En cambio, en relacion con el clister que constituye la segunda categoria,
su mejor solucion (Figura 91) presenta unas distancias d(C7-OH), d(Ci-OH) y d(Cis-
OH) que si son compatibles con la reactividad que exhibe 5-LOX para el AA. Ademas,
el grupo carboxilato para esta solucién, el cual presenta una orientacion head-first, se
encuentra bien anclado, ya que uno de sus atomos de oxigeno forma un puente de
hidroégeno con el grupo NHz de la cadena lateral de Asn426, mientras que el otro forma
un puente de hidrégeno, algo menos fuerte que el anterior, con el grupo NH del esqueleto
de Val 605 e interacciona electrostaticamente de manera favorable con His601. Es
necesario subrayar que se va a emplear la mejor solucién del claster que constituye esta
segunda categoria para iniciar la simulacién de MD del complejo h-5-LOX-AA debido a
que este cluster es el tnico obtenido que es compatible con la reactividad que exhibe 5-
LOX para el AA. Por tdltimo, cabe destacar que ninguna de las soluciones de docking del
AA dentro de la cavidad de h-5-LOX wild-type ancla el grupo carboxilato de este sustrato
a Lys410, lo cual parece confirmar que la entrada del AA es head-first.

Tabla 22. Distancias de C7, Cip y Ci3 del AA respecto del dtomo de oxigeno del grupo
OH- del cofactor Fe(III)-OH- para la mejor solucion de los 6 clusteres obtenidos de los
calculos de docking del AA en el interior de la cavidad de h-5-LOX wild-type.

Cluster d(Cr-OH) (A) d(C10-OH) (A) d(C13-OH) (A)
1 10.17 7.21 4.21
2 7.66 4.64 3.10
3 5.85 3.12 3.17
4 7.7 4.58 3.34
5 4.23 3.30 5.54
6 6.47 3.29 4.37
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Figura 91. Representacion de la mejor solucion del tnico claster (quinto mejor) que
presenta unas distancias d(Cr-OH), d(C1-OH) y d(C13-OH) que son compatibles con la
reactividad que exhibe h-5-LOX wild-type para el AA. Se han indicado los atomos de

carbono Cr7, Cig y Ci3 y los residuos que interaccionan maéas intensamente con el AA.
Ademaés, se han representado la esfera de coordinacion del Fe y los residuos Trpl48,
Phel78, Tyrl82 y Lys410 con el objetivo de poder situar en el centro activo de la h-5-
LOX wild-type la soluciéon representada con mayor facilidad. Los puentes de hidrogeno
estan indicados con lineas negras discontinuas.

8.3.3 Simulacién de MD del complejo h-5-LOX-A A

Se ha realizado una simulaciéon de MD de 200 ns del complejo de Michaelis h-5-LOX-AA
donde se ha empleado la mejor soluciéon del quinto mejor claster de los célculos de docking
del AA en el interior de la cavidad de la h-5-LOX wild-type (ver seccion 8.3.2 para la
explicacion de esta eleccion). En la etapa de equilibracion, se puede apreciar que el AA
se reorganiza colocando el Cr enfocado hacia el grupo OH del cofactor Fe(III)-OH- con
uno de sus hidrogenos bien orientado para la abstracciéon de éste, mientras que Cio y Ci3
se desplazan, alejandose de dicho cofactor, cosa que dificulta la abstraccion de hidrogeno
de estos atomos de carbono. Por otra parte, dentro de la etapa de produccién se podria
distinguir dos periodos, uno de estabilizacién y otro de consolidaciéon. Durante el periodo
de estabilizacion, el grupo carboxilato y los primeros atomos de carbono del AA presentan
una gran movilidad, aunque la regién del AA donde se encuentran C7, Cio y Ci3, los
dtomos de carbono que son relevantes desde un punto de vista de la reactividad,
permanece bastante més rigida. Dicho periodo se extiende durante los primeros 49 ns de
la etapa de produccién y a lo largo de éste, el grupo carboxilato del AA interacciona con
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un gran nimero de residuos, donde los mas destacados serfan Tyrl182, GIn364, Thr365,
His368, Asn426, Thr428 y GIn558, ya sea formando puentes de hidrégeno o estableciendo
interacciones electrostaticas. Como norma general, estas interacciones son bastante
débiles y de corta duracion, aunque a veces pueden llegar a ser muy intensas. En cambio,
durante el periodo de consolidacion (ver Figura 92), la conformacion del AA es
relativamente rigida y no experimenta fluctuaciones bruscas. Todo esto es debido a que
a lo largo de este periodo el grupo carboxilato del AA se encuentra sujeto por la formacion
de puentes de hidrogeno con la triada Tyrl182 (con el grupo OH de su cadena lateral),
GIn364 (con el grupo NH> de su cadena lateral) y Asn426 (con el grupo NHaz de su cadena
lateral), siendo el segundo de los residuos enumerados el que méas contribuye a dicha
sujecion.

Figura 92. Representacion del modo de uniéon del AA en el centro activo de la h-5-LOX
wild-type durante el periodo de consolidaciéon de la simulacion de MD del complejo de
Michaelis h-5-LOX-AA. Se han indicado los residuos que fijan el grupo carboxilato del
AA y su atomo de carbono Cr, el cual ha de experimentar la abstraccion de hidrégeno en
primer lugar.

Por otra parte, para que el proceso enziméatico de la 5-LOX sobre el AA, el cual consiste
en una hidroperoxidacién seguida de una epoxidacién, pueda evolucionar hasta el
producto final L'TA4, es necesario que primero se produzca la abstraccion de Hrpros, para
que pueda tener lugar la hidroperoxidacion inicial, y que posteriormente se produzca la
abstraccion de Hiopror, para que pueda tener lugar la epoxidacion final (Figura 93). Por
lo tanto, vale la pena analizar la evolucion de las distancias de Cz, Cig, Ci3 y los atomos
de hidrogeno unidos a los dos primeros dtomos de carbono con el dtomo de oxigeno del
cofactor Fe(IIT)-OH" a lo largo de la simulacion de MD del complejo h-5-LOX-AA. Con
respecto a las distancias d(Cr7-OH), d(C10-OH) y d(C13-OH) (ver Figura 94), se puede
apreciar que el Cr se encuentra més cerca del 4tomo de oxigeno aceptor de hidrégeno que
el Cio, mientras que el Ciz se encuentra sustancialmente mas lejos que éstos. Las
distancias promedio d(C7-OH), d(C1-OH) y d(C13-OH) (Tabla 23) también reflejan este
hecho. En base a un criterio de distancias, se puede concluir que tanto la abstracciéon de
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Figura 93. Mecanismo tentativo de reacciéon de la hidroperoxidacion y la epoxidacion
catalizadas por la h-5-LOX wild-type cuando AA actia como sustrato. La etapa de
hidroperoxidacion se desarrolla tras la abstraccion inicial de Hrpros del Cr generando como
producto final 5(S)-HpETE, mientras que la etapa de epoxidacion se desarrolla tras la
abstraccion de Higpror del Cip generando como producto final LTAy
antarafacial de la hidroperoxidacion es bien conocida®™ 38!, sin embargo, Jin et al.?™® han

postulado una disposicion suprafacial para la epoxidacion.
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Figura 94. Representacion en funcion del tiempo e histograma de las distancias d(Cs-
OH) (en azul), d(C10-OH) (en verde) y d(Ci3-OH) (en naranja) correspondientes a la
simulacion de MD de 200 ns del complejo de Michaelis h-5-LOX-AA. OH indica el grupo
OH- del cofactor Fe(III)-OH- de la h-5-LOX.

Tabla 23. Promedio y desviacién estandar de las distancias de interés desde un punto
de vista de reactividad de la h-5-LLOX correspondientes a la simulacion de MD de 200 ns
del complejo de Michaelis h-5-LOX-AA. No se han considerado los 4tomos de hidrogeno
del Ci3 dado que este atomo de carbono se encuentra, en promedio, demasiado lejos del
atomo de oxigeno aceptor de protén como para poder experimentar ninguna abstracciéon

de hidrégeno.

Distancia considerada Promedio y desviacion estandar (en A)
d(C7-OH) 3.92 + 0.48
d(Hrpros-OH) 3.58 £ 0.78
d(Hrpror-OH) 4.82 + 0.62
d(C10-OH) 5.76 £ 0.37
d(Hiopros-OH) 5.49 £ 0.45
d(Hiopror-OH) 5.94 £ 0.45
d(Ci13-OH) 8.59 + 0.39

hidrogeno del C7 como la del Cig son viables, mientras que la del Ci3 no lo seria. Ademas,
la abstraccion de hidrogeno del Cr estaria favorecida en relacion con la del Cio. Todo esto
estd de acuerdo con la reactividad que exhibe h-5-LOX respecto al AA, ya que la
abstraccion de hidrogeno del Ciz no debe producirse, mientras que la abstraccién de
hidrégeno del C7 debe tener lugar antes que la del Cio. Es importante notar que existe
un grupo de estructuras, minoritario pero no despreciable, en que el C7 y el Cip se
encuentran préacticamente equidistantes respecto del atomo de oxigeno del cofactor
Fe(III)-OH-. Este grupo es candidato a poder experimentar abstracciones de hidrégeno
en ambos atomos de carbono. Sin embargo, teniendo en cuenta los d4tomos de hidrégeno
que han de abstraerse para que el producto final resultante de la catalisis enzimética de
h-5-LOX sobre el AA tenga la estereoquimica correcta, no sélo es necesario que primero
se produzca una abstraccion de hidrogeno en el Cr y posteriormente otra en el Cig, sino
que también es necesario que el dtomo de hidrégeno abstraido para el C7 sea el pro-S
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(H7pros) v que el atomo de hidrogeno abstraido para el Cig sea el pro-R (Hiopror)?™®.
Respecto a los dtomos de hidrogeno unidos al Cr (ver grafico A de la Figura 95 y Tabla
23), se puede apreciar que durante casi toda la simulacion de MD el Hrpros se encuentra
mucho més préoximo al &tomo de oxigeno aceptor de hidrégeno que Hrpor. Este resultado
también se ve reflejado en las distancias promedio d(H7pos-OH) y d(H7por-OH). En
cambio, respecto a los atomos de hidrogeno unidos al Cyo (ver grafico B de la Figura 95
y Tabla 23), se tiene una situacion ligeramente diferente. En este caso, ambos atomos de
hidrogeno del Cip se encuentran practicamente a la misma distancia del &tomo de oxigeno
del cofactor Fe(IIT)-OH-, aunque el Hiopros se encuentra ligeramente mas proximo respecto
dicho atomo de oxigeno. Otra vez, este resultado también se ve reflejado en las distancias
promedio d(Hiopros-OH) y d(Hiopror-OH). Asi pues, tanto la abstraccion de Hrpos como
de Hiopror serfan factibles. Considerdndolo todo, se puede concluir que los resultados
obtenidos para la simulacion de MD del complejo h-5-LOX-AA son compatibles con la
reactividad que exhibe dicha enzima en relaciéon con este sustrato. En tltimo lugar, si se
considera como estructura precatalitica aquélla que es capaz de experimentar tanto la
abstraccion de H7pros como de Hiopror, un posible filtro para identificarlas seria que se
cumpliesen las siguientes dos condiciones simultaneamente: 1) d(Hrpos-OH) < 3.0 A y
d(Hrpros-OH) < d(C7-0H); 2) d(Hiopror-OH) < 5.0 A y d(Hiopror-OH) < d(C1-OH). Cabe
destacar que para la abstraccion de hidrégeno del Cip se impone una condiciéon menos
severa que para la del C7 ya que, como se ha dicho mas arriba, el C7 se encuentra més
cerca del atomo de oxigeno aceptor de hidrogeno que el Cigp y que a lo largo de la
hidroperoxidacién, primera reacciéon del proceso enzimético de la 5-LOX, se pueden
producir pequefios movimientos del AA que acerquen al Cig al 4tomo de oxigeno aceptor
de hidrégeno. Aplicando dicho filtro, se ha obtenido un total de 61 estructuras, de las
cuales 3 han sido seleccionadas para intentar llevar a cabo la abstraccién de H7pos, que
representa un 0.31 % de todas las estructuras de la simulaciéon de MD. Esta pequefia
generacion de estructuras precataliticas es congruente con el hecho de que la 5-LOX es
una de las isoformas mas lentas de la familia de las LOXs.
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A d(H'fpch'OH) B d(HmpruS’éH)
d(H7proR'OH) - d 10proR™ -
9 ] 9L
8
< 7 =
T T
g i
o) z
T T
3
2 . . . L 1 L L 2 . . . . . . \
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Time (ns) Time (ns)

Figura 95. Distancia en funcion del tiempo de los a&tomos de hidrogeno pro-S (en verde)
y pro-R (en azul) (en A) de los atomos de carbono C7 (grafico A) y Cio (grafico B)
respecto del atomo de oxigeno del grupo OH- del cofactor Fe(III)-OH- para la simulacion
de MD de 200 ns del complejo de Michaelis h-5-LOX-AA. OH indica el grupo OH- del
cofactor Fe(III)-OH- de la h-5-LOX.
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8.3.4 Calculos QM /MM

Por claridad, se muestra la totalidad del proceso enzimatico que teéricamente la h-5-LOX
cataliza sobre el AA (Figura 93). A lo largo de la presente seccion se van a exponer los

resultados obtenidos para las diferentes etapas estudiadas de dicho proceso enziméatico.

8.3.4.1 Abstracciéon de Hrpros del C7 del AA
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Figura 96. Perfiles de energia potencial de la abstraccion de Hrpos del Crz del AA
correspondientes a los snapshots 914 (panel A), 15204 (panel B) y 19833 (panel C).

Se han escogido aleatoriamente tres estructuras precataliticas (ver seccion 8.3.3) de la
simulacion de MD del complejo h-5-LOX-AA para intentar llevar a cabo la abstraccion
de H7pos del Cr. En cada caso, se seleccion6 el atomo de hidrogeno del Cr que se
encontraba méas préoximo al dtomo de oxigeno aceptor de protén para ser abstraido, el
cual resultdé ser siempre el Hrpros. Aunque el filtro empleado para seleccionar las
estructuras precataliticas no asegura que H7pos sea el dtomo de hidrégeno més proximo
al atomo de oxigeno del cofactor Fe(III)-OH-, si que asegura que el Hrpyos esté bien
orientado para la abstraccién de hidrogeno. Entonces, como es muy poco frecuente que
para una estructura dada ambos atomos de hidrégeno estén bien orientados para su
abstraccion, esta condicion de orientacion pare el Hrpos induce que éste sea el d&tomo de
hidrégeno del Cr mas préximo respecto del &tomo de oxigeno aceptor de protén. Tomando
como punto de partida la geometria optimizada correspondiente a cada estructura
precatalitica seleccionada, se ha calculado el correspondiente perfil de energia potencial
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en funcion de la coordenada de reaccion (Figura 96). Dicha coordenada de reaccion se ha
definido como la diferencia entre la longitud del enlace que se rompe (Cr-Hrpros) y la
longitud del enlace que se forma (H7pos-O). Cabe destacar que para los diferentes perfiles
calculados a lo largo de la seccién 8.3.4, las estructuras de estado de transicion se
aproximaron a los puntos de méxima energia obtenidos, mientras que las estructuras de
reactivo y producto son los correspondientes minimos absolutos de energia. En los paneles
A, By C de la Figura 97 aparecen las estructuras correspondientes al snapshot 15204 de
reactivo, TS y producto, respectivamente. Las barreras de energia potencial resultantes
para las tres estructuras precataliticas escogidas oscilaron entre 23.3 kcal/mol y 30.3
kcal/mol (ver Tabla 24). Ademas, la energia de reaccién de las tres estructuras
precataliticas seleccionadas correspondiente a la abstraccion de Hrpros resulto ser bastante
exoérgica (en el menor de los casos unas -11 kcal/mol, ver Tabla 24). Es significativo
subrayar que aunque pueda parecer que estas barreras exhiben una dispersiéon muy
grande, se han obtenido dispersiones de barreras atin mayores para reacciones
comparables a la que se esta estudiando en la presente seccién, como son las abstracciones
de Hrpros v Hispros del AA catalizadas por la 15-LOX-1 de conejo®?. Estas abstracciones
que se acaban de comentar son comparables a la abstracciéon de Hrpos del Cr, ya que en
todas ellas se abstrae un dtomo de hidrégeno de una unidad 1,4-Z, Z-pentadieno dando
lugar a un radical deslocalizado de cinco atomos de carbono m-pentadienilo. Por otra
parte, analizando las diferentes estructuras obtenidas para los perfiles realizados, se puede
apreciar que el producto de abstracciéon levemente desestabilizado respecto a los demas
correspondiente al snapshot 914 (ver Tabla 24) se debe a que en este snapshot la
abstraccion de hidrogeno Hrpros no esta acoplada a la formacion del radical deslocalizado
m-pentadienilo plano, mientras que en los otros snapshots si (ver paneles C y D de la
Figura 97). En altimo lugar, es interesante comparar los valores obtenidos para la barrera
de energia potencial correspondiente a la abstraccion de Hrpros del Cr catalizada por la h-
5-LOX con la barrera de energia potencial promedio exponencial calculada para la
abstraccion de Hispros del Ci3 del AA catalizada por la 15-LOX-1 de conejo, la cual tiene
un valor de 14.6 kcal/ mol*®2. Las barreras de energfa potencial de la abstraccion de Hrpros
catalizada por la 5-LOX son notablemente mas elevadas que las de la abstraccion de
Hispros catalizada por la 15-LOX-13%2, cosa que estd de acuerdo con los datos cinéticos
experimentales383384,

Tabla 24. Barreras de energia potencial y energias de reacciéon para la abstraccion de

Hr7pros de los diferentes snapshots seleccionados.

Snapshot considerado AE* (kcal /mol) Energia de reaccion (kcal/mol)
914 30.3 -10.9
15204 23.3 -12.7
19833 27.4 -15.8
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Figura 97. Estructuras de reactivo, TS y producto para la abstraccion de Hrpos del
snapshot 15204 (paneles A, B y C, respectivamente) y estructura de producto para la
abstraccion de Hrpros del snapshot 914 (panel D). Se puede apreciar que para la estructura
de producto correspondiente al snapshot 15204 (panel C) se forma un radical s
pentadienilo deslocalizado plano, mientras que para la estructura de producto
correspondiente al snapshot 914 (panel D) no. Este hecho explica la energia de reaccion
menos negativa obtenida para el ultimo snapshot mencionado.

8.3.4.2 Oxigenaciéon del radical m-pentadienilo formado
8.3.4.2.1 Busqueda de los canales de acceso de la molécula de oxigeno

Una vez estudiada la abstraccion de Hrpros del Cr, se va a estudiar la oxigenacion que
involucra la adiciéon de una molécula de oxigeno a Cs o a Cy. Un paso previo necesario
para el estudio de la adicion de la molécula de oxigeno al radical m-pentadienilo obtenido
tras la abstraccion de Hrpros del AA es determinar los canales a través de los cuales la
molécula de oxigeno puede acceder al centro activo de la h-5-LOX desde la superficie de
ésta. Dichos canales han sido calculados para el producto de la etapa de abstraccion de
H7pros correspondiente al snapshot 15204, el cual presenta la barrera de energfa potencial
menor para este proceso de las estructuras precataliticas estudidas y un radical -
pentadienilo totalmente plano donde existe deslocalizaciéon electronica entre Cs y Co. Los
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canales calculados se han agrupado en dos clusteres (Figura 98) donde la porcion méas
interna respecto de la superficie de la enzima de los tiineles representantes para ambos
clasteres coincide. Por lo tanto, se tendrian dos puntos de acceso al interior de la proteina
no equivalentes entre si cuyos caminos convergen cuando éstos se acercan a la cavidad
donde se aloja el sustrato. Cabe destacar que los dos clisteres de tuneles obtenidos
conducen exclusivamente al Cs, lo cual es interesante porque en principio la adicién de
oxigeno podria tener lugar tanto en Cs como en Cg. Ademas, el didmetro del tinel
representante de ambos clisteres se estrecha a medida que éste se acerca al centro activo
de la enzima. De hecho, en la zona mas superficial de ambos tineles representantes, el
didmetro es suficiente como para albergar tanto a la molécula de oxigeno que se va a
adicionar como a diversas moléculas de agua. Los tuneles del mejor clister vendrian
definidos por las cadenas laterales de Trpl48, Phel52, Thr365, Leu369, Ile416, Phed22 y
Val437, ademéas de por el extremo hidrofébico del AA, mientras que los tineles del
segundo mejor claster vendrian definidos por las cadenas laterales de Phel52, 11e293,
Thr365, Leu369, Phed22, Thr428, His433, Vald34, GIn4d35, Met436 y Vald37. Es preciso
destacar que una proporcién importante de residuos coinciden para ambos clisteres, cosa
que es debida a que éstos comparten la porciéon mas interna de sus tuneles respecto de la
superficie de la enzima.

“2XVal437

# Vvala3a

Figura 98. Representacion del tinel representante de los dos clusteres obtenidos (en lila
esta indicado el mejor cluster, mientras que el segundo mejor esta indicado en naranja)
a partir de los canales calculados a través de los cuales una molécula de oxigeno puede
acceder al centro activo de la h-5-LOX desde la superficie de ésta. Se han indicado los
residuos que constituyen los tuneles de dichos clisteres y los atomos de carbono Cs y Cy
del AA. Se puede apreciar que ambos clisteres conducen exclusivamente al Cs.
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8.3.4.2.2 Adicién de la molécula de oxigeno

Una vez se han determinado los canales a través de los cuales puede tener lugar la adicion
de la molécula de oxigeno para el producto de la abstraccion de Hrpros del snapshot 15204,
se ha utilizado dicho producto para colocar una molécula de oxigeno en el tunel
representante del mejor claster (ver Figura 98). Unicamente se ha considerado la
oxigenacion en el Cs; dado que los dos clusteres obtenidos conducen exclusivamente a
dicho atomo de carbono. La molécula de oxigeno se colocé inicialmente a una distancia
de aproximadamente 6.5 A del Cs. Se ha optimizado totalmente a nivel QM/MM el
producto de abstracciéon de hidrogeno mencionado con la molécula de oxigeno, sélo
manteniendo fijada la distancia entre el &tomo de oxigeno mas cercano de la molécula de
oxigeno entrante y el Cs (d(Cs-0)). Se ha empleado esta estructura optimizada como
punto de partida para construir el perfil de energia potencial para el ataque de la molécula
de oxigeno, en el cual se ha empleado d(Cs-O) como coordenada de reaccion. Es
importante notar que la adiciéon de la molécula de oxigeno al Cs se produce de manera
antarafacial respecto del cofactor Fe(II)-OHz (ver Figura 99), dando lugar a un radical
peroxido que exhibe una isomeria de dobles enlaces (Ce=Cr7 trans(E) y Cs=Cy cis(Z)) y
una estereoquimica del Cs (S) compatibles con la estructura experimental de 5(S5)-
HpETE. La molécula de oxigeno penetra en el canal sin barrera hasta alcanzar un minimo
de energia que ha sido optimizado. Se puede apreciar que la estructura resultante de
dicha optimizacion corresponde a la estructura del radical peréxido (d(Cs-0) = 1.50 A;
Figura 99). Es importante subrayar que dicha oxigenacion es altamente exoérgica (-38.8
kcal /mol).

L A [

Figura 99. Estructura de producto correspondiente a la adicion de una molécula de
oxigeno al Cs del AA.

LA
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8.3.4.3 Rotaciéon de uno de los enlaces C-C que contiene el grupo

radical peréxido

Para formar el 5(S)-HpETE tras la adicién de la molécula de oxigeno al Cs, es necesario
que se produzca una retrodonaciéon de hidrogeno al radical peroxido para formar el
correspondiente hidroperéxido.

Debido al hecho de que la molécula de oxigeno ataca al radical n-pentadienilo proveniente
del AA en el Cs antarafacialmente respecto del atomo de Fe, es necesaria una rotacion
de uno de los enlaces C-C que contiene el grupo peréxido para lograr una disposicién
suprafacial y hacer viable la retrodonacion de hidrogeno, el cual provendria del cofactor
Fe(II)-OH2 de la enzima.

Figura 100. Definicion de las dos rotaciones C-C antihorarias (panel A) y horarias (panel
B) consideradas en el producto optimizado de la oxigenacion del AA en el Cs. Estos
sentidos de rotacion estan definidos mirando el sustrato desde su extremo hidrofébico.

Se ha seleccionado el producto optimizado de la oxigenacion del AA en el Cs (Figura 99)
como punto de partida para iniciar la rotaciéon comentada. Se definié la coordenada de
reaccion para alcanzar una disposicion suprafacial del radical peréxido como una rotaciéon
alrededor de uno de los enlaces C-C que contiene dicho grupo. Este movimiento puede
ser descrito por un angulo diedro centrado en los atomos de carbono que definen el enlace
alrededor del cual se lleva a cabo dicha rotacion. De los diferentes angulos diedros que
cumplen lo que se acaba de exponer, se han escogido los angulos diedros <(01-Cj5-Cs-Cr)
y <(01-C5-C4-C3) dado que parecen los mas adecuados para conseguir una disposicion
suprafacial del grupo radical perdéxido sin involucrar barreras de energia potencial
demasiado altas. Ademas, es posible definir dos sentidos de rotacién para cada angulo
diedro, horario y antihorario (estos sentidos de rotacion estan definidos mirando al
sustrato desde su extremo hidrofébico, ver paneles A y B de la Figura 100). Por
consiguiente, hay cuatro posibles rotaciones de angulos diedros para alcanzar dicha
disposicion suprafacial. Ninguna de las rotaciones de <(01-C5-Cg-Cr) consiguieron que el
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grupo peréoxido lograse una disposicion suprafacial. Este resultado pone de manifiesto la
naturaleza flexible del sustrato. Nuestros calculos a lo largo de ambos sentidos de rotacién
para dicho diedro muestran que el radical peréxido apenas puede progresar a una
disposiciéon suprafacial, mientras que el resto de 4tomos del AA son los que se reorganizan
en ambos sentidos de dicha rotacion. En cambio, ambos sentidos de rotacion de <(O1-
C5-C4-C3) consiguieron que dicho grupo logre una disposicion casi suprafacial tras una
importante reorganizacion de los 4tomos de carbono Cs, Cs y Cs del AA. Aunque con
ambos sentidos de rotacion de <(0O1-C5-C4-C3) se podria proseguir para alcanzar una
disposicion totalmente suprafacial del grupo perdxido, inicamente se va a mostrar la del
sentido horario (ver panel B de la Figura 100), ya que a partir de su producto casi
suprafacial (Figura 101) se obtienen barreras de energia potencial menores para los
procesos posteriores que restan. Dicha rotacién exhibe un perfil de energia potencial con
una curva bastante suave. El producto casi suprafacial (Figura 101) aparece a -59.7°
involucrando una barrera de energia potencial de 0.7 kcal/mol y una energia de reaccion
de -11.1 kcal /mol. Por lo tanto, la obtencion de este producto supone superar una barrera
de energia potencial sustancialmente pequefia y una energia de reaccién bastante
exoérgica.
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Figura 101. Estructura de producto correspondiente a la rotacion de <(O1-Cs-Cy-C3)
en sentido horario conduciendo a una disposicién casi suprafacial del radical peroxido del
Cs del AA, donde al 4tomo de oxigeno del radical peréxido que ha de experimentar la
retrodonacion de hidrégeno proveniente del cofactor Fe(IT)-OHz no esté bien orientado
para ésta.
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Figura 102. Definicion del sentido antihorario (panel A) y horario (panel B) de la
rotacion del diedro <(02-01-C5-Cs) considerada en el producto casi suprafacial
optimizado de la rotacion de <(01-C5-Cs-C3) en sentido horario. Estos sentidos de
rotaciéon estan definidos mirando el sustrato en la direccién del enlace Cs-O1, quedando
O1 por delante de Cs.

A partir de la geometria optimizada del producto casi suprafacial de la rotacion en sentido
horario de <(01-C5-Cs-C3), se ha realizado la rotacion del angulo diedro <(02-O1-C5-Cs)
para orientar el dtomo de oxigeno del radical perdoxido que ha de recibir el atomo de
hidrogeno hacia el cofactor Fe(II)-OHa, que es quien lo va a transferir. Como antes, dicha
rotacion puede realizarse en dos sentidos, horario y antihorario (estos sentidos de rotacion
estan definidos mirando el sustrato en la direccién del enlace Cs-O1, quedando O1 por
delante de Cs, ver paneles A y B de la Figura 102). Ambos sentidos de rotacion de <(Oa-
01-C5-Cs) logran orientar al atomo de oxigeno del radical perdxido que ha de
experimentar la retrodonacion de hidrogeno hacia el cofactor Fe(II)-OHz. Ademas, ambos
sentidos exhiben un perfil de energia potencial con una curva bastante suave y una
barrera de energia potencial notablemente pequefia (2.4 kcal/mol para el sentido
antihorario y 0.4 kcal/mol para el sentido horario). Unicamente se va a mostrar el
producto de la rotacion en sentido antihorario de <(02-01-C5-Cs) (Figura 103) dado que
a partir de éste se obtiene una barrera de energia potencial sustancialmente menor para
la subsiguiente retrodonacion de hidrégeno. Dicho producto (Figura 103) aparece a 80.8°
involucrando una barrera de energia potencial de 2.4 kcal/mol, como se ha mencionado
mas arriba, y una energia de reaccion de -1.4 kcal/mol.
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Figura 103. Estructura de productos correspondiente a la rotacion de <(0O2-O1-Cj5-Cs)
en sentido horario el cual muestra al A&tomo de oxigeno del radical peréxido que ha de
experimentar la retrodonaciéon de hidrégeno bien orientado para ésta, es decir, orientado
hacia el cofactor Fe(II)-OHz2. Ademaés, se han indicado las distancias de interés desde un
punto de vista de la posterior retrodonacién de hidrégeno.

8.3.4.4 Retrodonaciéon de un atomo de hidrégeno al grupo radical

peroxido

Una vez el grupo radical peréxido ha alcanzado una disposicidon casi suprafacial y el
dtomo de oxigeno méas externo de dicho peréxido, él que ha de recibir el atomo de
hidrogeno de la retrodonacion, esté orientado hacia el cofactor Fe(II)-OHs, tnicamente
resta aproximar este dtomo de oxigeno hacia uno de los atomos de hidrogeno de dicho
cofactor para que la retrodonacion de un dtomo de hidrégeno tenga lugar. Con el objetivo
de que dicha retrodonacién ocurra, se ha escogido como coordenada de reacciéon la
diferencia entre la longitud del enlace que se rompe (O-H del OH: del cofactor) y la
longitud del enlace que se forma (O-H del grupo hidroperéxido resultante).

Como punto de partida para este perfil de reaccidon, se ha escogido la estructura
optimizada a nivel QM /MM del producto de la rotacion del diedro <(02-O1-C5-Cs) en
sentido horario (ver Figura 103). Este proceso presenta dos barreras de energia potencial.
Por un lado, la primera barrera corresponde a que el grupo radical peréxido adopte una
disposicién totalmente suprafacial y a que su dtomo de oxigeno mas externo se aproxime
lo suficiente al atomo de hidrogeno del cofactor Fe(II)-OHz que sera retrodonado,
quedando éstos enfrentados, de manera que dicha retrodonacion pueda tener lugar (ver
paneles A y B de la Figura 104). Visualizando las estructuras correspondientes a la
primera barrera del perfil de reaccién, se puede apreciar que a fin de que suceda lo
anteriormente descrito, se tiene que producir una importante reorganizaciéon del sustrato,

mas concretamente, de sus diez primeros dtomos de carbono. Todo este proceso sucede
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con una barrera de energia potencial de 21.1 kcal/mol y una energia de reaccion de 9.2

kcal/mol (ver paneles A y B de la Figura 104).
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Figura 104. Estructuras de TS y producto para las dos barreras de energia potencial

que exhibe la retrodonacion de un dtomo de hidrégeno al grupo radical perdxido donde
los paneles A y B corresponden a la primera barrera (estructura de TS y producto,
respectivamente), mientras que los paneles C y D corresponden a la segunda (estructura
de TS y producto, respectivamente). Se puede apreciar que se ha formado el 5(5)-HpETE
en la estructura de producto final de la retrodonaciéon (panel D).

Por otra parte, la segunda barrera de energia potencial corresponde a la retrodonacién
de un atomo de hidrogeno propiamente. Debido a que la curva para esta segunda barrera
del presente perfil de energia potencial no es demasiado suave, se ha calculado un perfil
de energia potencial adicional para determinarla con més exactitud. Para construir este
perfil adicional se ha utilizado la misma coordenada de reaccién, pero se ha usado como
punto de partida la estructura de producto de la retrodonacién de hidrégeno obtenida
con el perfil anterior optimizada a nivel QM /MM (ver panel D de la Figura 104). Este
nuevo perfil (Figura 105), si que muestra una curva suave y la correspondiente estructura
de méxima energia localizada (ver panel C de la Figura 104) involucra una barrera de
energia potencial de 20.7 kcal/mol y una energia de reaccion de 6.0 kcal/mol respecto del
minimo de energfa potencial localizado con este nuevo perfil de reaccion el cual es anterior
a que tenga lugar la retrodonacién de hidrogeno. Como resultado de este proceso, el
radical peroxido es reducido a un grupo hidroperéxido generando el 5(S)-HpETE (ver
panel D de la Figura 104), que es el producto final de la etapa de hidroperoxidacion
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catalizada por la h-5-LOX, y el cofactor Fe(IIl)-OH- se ha regenerado para iniciar un
nuevo ciclo catalitico, el cual deberia conducir a la formaciéon del 5,6-epdxido.
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Figura 105. Perfil de energia potencial correspondiente al perfil adicional calculado para
determinar con mas exactitud la segunda barrera de energia potencial que presentaba el
perfil original de la retrodonaciéon de hidrogeno.

8.3.4.5 Abstracciéon del Hygpror del 5(S)-HpETE

El primer paso de la etapa de epoxidaciéon consiste en la abstraccion de Higpror del Cig
del 5(5)-HpETE resultante de la etapa de hidroperoxidacion para generar un radical
deslocalizado entre los atomos de carbono Cg y Ci2, es decir, un radical n-heptatrienilo.
Se ha escogido como punto de partida para calcular el perfil de energia potencial de dicha
abstraccion de hidrogeno la geometria optimizada del producto final de la retrodonaciéon
de hidrogeno, es decir, del 5(S)-HpETE (ver panel D de la Figura 104) cuyo atomo de
hidrégeno del Cip més cercano al atomo de oxigeno aceptor de hidrogeno del cofactor
Fe(IlI)-OH- es el ya mencionado Higpor, tal y como sugieren los resultados
experimentales®”. La coordenada de reaccién para este perfil de reacciéon se ha definido
como la diferencia entre la longitud del enlace que se rompe (Cio-Hiopor) y la longitud
del enlace que se forma (Hiopror-O). De manera similar al caso de la retrodonacion de
hidrogeno, primero se calcul6 el perfil de reaccidon para la abstraccion de Higpror en sentido
de reactivos a productos. Aunque a partir del minimo de energia obtenido una vez se ha
transferido el Hiopror al cofactor Fe(III)-OH- se ha podido localizar tras una optimizacion
el correspondiente producto de dicha abstraccion (ver panel B de la Figura 106), la
barrera de energia potencial resultante era muy elevada (alrededor de 30 kcal /mol). Antes
de continuar, cabe destacar que dicho producto contiene un sistema plano de siete
electrones deslocalizados sobre siete a&tomos de carbono, concretamente sobre los atomos
de carbono entre C¢ y Ci2 ambos incluidos, es decir, se ha formado el esperado radical
deslocalizado m-heptatrienilo. Por esta razén, se calculd un nuevo perfil de energia
potencial utilizando la misma coordenada de reaccioén, pero ahora escogiendo como punto
de partida el producto correspondiente a la abstraccion de Hiopror (back scan) obtenido
del perfil anterior (ver panel B de la Figura 106). Este nuevo perfil (Figura 107) exhibe
una curva suave y una barrera de energia potencial sustancialmente mas pequeila,

concretamente de 16.0 kcal/mol. Ademas, la energia de reaccion para este nuevo perfil es
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Figura 106. Estructuras de TS (panel A) y producto (panel B) para la abstraccion de
Hiopror del 5(S)-HpETE. En la estructura de producto se puede apreciar que, tras dicha
abstraccion, se forma el radical deslocalizado n-heptatrienilo entre los &tomos de carbono
Cs y Cio.

de -24.2 kcal/mol. Por otra parte, cuanto mayor sea la deslocalizacion del radical
formado, mayor sera la estabilizacion de la abstraccion de hidrogeno a la cual se encuentra
acoplada la formaciéon de dicho radical. De hecho, esto se ha podido comprobar para las
diferentes abstracciones de hidrogeno estudiadas a lo largo de la secciéon 8.3.4, ya que la
barrera de energia potencial para la abstraccién de Hrpros donde se forma un radical s
pentadienilo es mayor que la correspondiente barrera para la abstraccion de Higpror donde
se forma un radical t-heptatrienilo.
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Figura 107. Perfil de energfa potencial para la abstracciéon de Hiopror utilizando como
punto de partida el producto de dicha abstraccion obtenido de un perfil previo.

Debido a limitaciones de tiempo, no se ha podido completar en la presente tesis el estudio
del ultimo paso de la etapa de epoxidacion que consiste en la formacion del 5,6-epoxido,
la cual conduciria al LTA4 final. El mecanismo de este ultimo paso no esta claro en
absoluto, por lo que se requerird un coste de céalculo elevado. Este estudio ya se ha
comenzado, pero no se concluird hasta realizar la etapa postdoctoral que se empezara a

continuacion de esta tesis.
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8.3.5 Conclusiones

Hasta la fecha, no se habfa realizado ningtn estudio mecanistico tedrico del proceso
enzimatico de la h-5-LOX wild-type sobre el AA, el cual es su sustrato natural. Se ha
podido apreciar que todos los pasos estudiados de dicho proceso enzimético son
congruentes con los datos experimentales, ya que los atomos de hidrégeno abstraidos
tenfan la proquiralidad adecuada y que los diferentes productos obtenidos de los diferentes
pasos estudiados presentaban la estereoquimica que se observa experimentalmente, tanto
para los dobles enlaces C=C como para los atomos de carbono quirales. Todo esto sugiere
que el modo de union del AA (head-first) dentro de la cavidad de h-5-LOX wild-type
encontrado es el modo reactivo.

Por altimo, cabe destacar que el estudio de la formacion de LT A4 catalizada por la h-5-
LOX partiendo del AA como sustrato inicial es especialmente interesante debido a que
puede conducir al disefio de farmacos antiinflamatorios que inhibirian selectivamente la
h-5-LOX, lo cual supondria un gran avance, ya que actualmente no se encuentran
disponibles en el mercado este tipo de farmacos.
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Capitulo 9

Conclusiones Generales

Debido a que al final de cada capitulo de resultados ya se ha incorporado un apartado

donde se exponen las conclusiones que se pueden extraer a partir de los resultados que

aparecen a lo largo de dicho capitulo, a continuacién, se van a enumerar brevemente las

conclusiones principales que se pueden derivar de la totalidad de resultados expuestos a

lo largo de la presente tesis:

A partir del estudio a nivel molecular del mecanismo de formacién de lipoxinas
mediante la ruta biosintética de 5(.5),15(5)-diHpETE catalizada por la 15-LOX-1
de reticulocito considerando 5(5),15(S)-diHpETE y 5(5),15(5)-diHETE como
sustratos, se ha podido determinar que teniendo en cuenta exclusivamente la
primera etapa de abstracciéon de hidrégeno del Cip, ambos sustratos podrian
actuar como intermedios de las lipoxinas. Sin embargo, en relacién con la etapa
de adicion de una molécula de oxigeno, se ha podido establecer que para
5(5),15(S)-diHETE dicha adicion no es posible, mientras que para 5(5),15(5)-
diHpETE sélo se produce en su Ci4 de manera antarafacial respecto del cofactor
Fe(II)-OHz, cosa que explica la formacion de tnicamente LXBy tras la accion de

una reductasa.

Es bien conocido que el método més empleado para hacer una estimaciéon de la
barrera de energia de Gibbs de una reaccién enziméatica ha sido el promedio
exponencial. Sin embargo, su justificacion y aplicacion en la practica son
cuestionables. A partir de la teoria de Free Energy Perturbation se ha desarrollado
un protocolo alternativo que también hace uso del promedio exponencial, pero
éste incluye la contribucién tanto de las estructuras no precataliticas como de las

precataliticas y, ademés, no requiere la eleccién arbitraria de ninguna estructura
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particular para calcular un potencial de fuerza media, cuya exploracién entorno a
dicha estructura acostumbra a ser bastante pobre.

Experimentalmente, se ha podido determinar que la 15-LOX en solucién se
encuentra en un equilibrio monémero-dimero donde el dimero esté constituido por
dos conférmeros diferentes. Nuestros estudios tedricos de mutagénesis de
aminoacidos que son importantes para la estabilidad de la interfase de dicho
dimero, junto con algunos experimentos, sugieren que esta heterogeneidad
conformacional es una propiedad intrinseca del dominio catalitico e indican que
estas mutaciones inducen alteraciones estructurales respecto del dimero wild-type
que se propagan hasta el centro catalitico modificando la actividad catalitica de
la enzima. De hecho, se ha observado que la introduccién de cargas negativas en
las posiciones 181 o 585 reduce la eficiencia catalitica de la oxigenacion de LA,
mientras que la aumenta para AA, dandose la situacion opuesta respecto de la
15-LOX-1 de conejo wild-type.

Aunque el residuo GIn596 no contribuye directamente a la geometria del centro
activo, ni estd involucrado en la unién del AA, el cual es el sustrato principal de
las LOXs de mamfifero, a dicho centro activo, se conserva en la mayoria de
ortologos de 15-LOX de mamiferos superiores. En esta tesis hemos determinado
mediante célculos de docking y de MD que dicho residuo afecta de manera
indirecta a la geometria del centro activo de la 15-LOX-1 de conejo, ayuda a
establecer la especificidad de reacciéon de la enzima y, ademaés, es importante para
el caracter alostérico del dimero de la 15-LOX-1.

En relaciéon con los nuevos inhibidores especificos de sustrato de 15-LOX V-
Substituted 5-(1H-Indol-2-yl)-2-methozyanilines, los cuales inhiben selectivamente
la actividad oxigenasa del LA, mientras que la del AA se mantiene practicamente
inalterada, se ha podido determinar que éstos ejercen su actividad inhibidora
mediante un mecanismo alostérico donde el grupo 2-metoxianilina unido al ntcleo
farmacoforo parece ser crucial para su inhibicion selectiva.

La comprension a nivel molecular del modo de unién al centro activo de la COX-
2 de los farmacos celecoxib y rofecoxib ha permitido el disefio racional de
inhibidores prometedores especificos de dicha enzima que incorporan un
fotointerruptor tipo azobenceno, los cuales deberian exhibir una potencia
antiinflamatoria similar a la de los compuestos originales, pero no los efectos

secundarios tipicos de dichos predecesores.

A partir del estudio mecanistico teérico de la formaciéon de LTA4 catalizada por
la h-5-LOX partiendo del AA como sustrato inicial, se ha podido determinar el
modo de union reactivo del AA (head-first) dentro de la cavidad de h-5-LOX wild-
type, ya que todos los pasos estudiados de dicho proceso enziméatico son

congruentes con los datos experimentales.
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