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Estudio in silico e in vitro del compuesto acido 5-{[(2E)-3-bromo-3-carboxiprop-2-enoilJamino}-2-hidroxibenzoico
como posible inhibidor de la fosfolipasa secretora humana.

INTRODUCCION
La inflamacidén es una respuesta protectora de varias células y tejidos dafiados,

teniendo como propdsito la destruccion y remocion de agentes y tejidos dafiados,
con el fin de beneficiar la reparacion del tejido. Sin embargo, cuando esta respuesta
se descontrola se dafan las células y los tejidos, resultando una destruccion del
tejido normal y una inflamacién croénica [1].

Son muchas las enfermedades en las que se involucran procesos inflamatorios,
entre ellas se encuentran la enfermedad de Alzheimer (EA), cancer y obesidad, las
cuales se caracterizan por un desequilibrio redox e inflamacion cronica, siendo ésta
la mayor causa de dafio y muerte celular.

Una caracteristica importante de estas enfermedades es la presencia de especies
reactivas de oxigeno (ERO), las cuales estdan extensamente reconocidas como
mediadores de la supervivencia celular, proliferacion, diferenciacion y apoptosis. Sin
embargo, la produccion excesiva de ERO en la mitocondria, por la NADPH oxidasa
(NOX) entre otras, genera estrés oxidativo [1], en donde existe la alteracién del
metabolismo de los fosfolipidos, la acumulacién de perdxidos de lipidos, la
produccion de ciclooxigenasa (COX-2) y el incremento de la actividad de las
fosfolipasas Az.

Este grupo de fosfolipasas Az, lo conforman la fosfolipasa Az secretora (sPLA2),
fosfolipasa A2 citosodlica (cPLA2), fosfolipasa A2 activador de plaquetas (PAF-AH),
fosfolipasa A2 calcio-independiente (iPLA2), lisosomal (LysPLA2) y adiposo
especifica (AdPLA2) [2], las cuales hidrolizan el glicerofosfolipido en la posicion sn-
2 para producir un acido graso libre, principalmente el acido araquidénico (AA) y un
lisofosfolipido, con actividades pro-inflamatorias importantes, por lo tanto, el
incremento de dichas fosfolipasas se encuentra involucrado en la generacion de
estrés oxidativo a través de la produccion de eicosanoides. La activacién de las
PLA:2 ocurre por dafo en la membrana celular, movimientos intracitoplasmaticos de

calcio y/o mediada por receptores especificos de la membrana celular.
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Hoy en dia existen diferentes inhibidores para cada una de las fosfolipasas A2, sin
embargo, no han sido utilizados como tratamiento para el control de las
enfermedades relacionadas con la produccion de estrés oxidativo, por lo que el
objetivo de este trabajo es realizar un estudio in silico a partir de algunos inhibidores
sintéticos y naturales ya conocidos, con el fin de determinar las caracteristicas
quimicas de los inhibidores selectivos de la fosfolipasa A2. Ademas, se evaluara el
compuesto acido 5-{[(2E)-3-bromo-3-carboxiprop-2-enoillamino}-2-hidroxibenzoico
(Figura 1), el cual en estudios previos, se encontré6 que tiene actividad
antiinflamatoria en un modelo de inflamacion en oreja de ratén inducido con acetato
de tetradecanoilforbo-13-ilo (TPA), sin embargo, se descubrié que el efecto no fue
a través de la inhibicion de MPO como se habia propuesto. En este trabajo se
pretende conocer, si el compuesto es capaz de inhibir la accion de las fosfolipasas
A2y con ello disminuir la inflamacion, ya que al inhibir |a fosfolipasa A2 secretora se
inhibira la liberacidén de acido araquiddnico a partir de los fosfolipidos y con el ello la
produccion de especies pro-inflamatorias. EI AA es un precursor importante de
eicosanoides, debido a esto las PLA2 juegan un papel importante dentro de

enfermedades y procesos inflamatorios.

0
Br
HO NHm/
0O
HO HO S0

Figura 1. Estructura quimica del acido 5-{[(2E)-3-bromo-3-carboxiprop-2-enoillamino}-2-hidroxibenzoico.

La evaluacion del compuesto acido 5-{[(2E)-3-bromo-3-carboxiprop-2-enoillJamino}-
2-hidroxibenzoico se realiz6 mediante estudios in silico e in vitro. La evaluacién in
silico se realiz6 mediante estudios de acoplamiento molecular (Docking) y la

evaluacion in vitro empleando un kit comercial EnzCheck Phospholipase A2 Assay
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Kit, mediante un método fluorométrico, en donde se determind la actividad de la

PLA2 de veneno de abeja, la cual conserva 45% de similitud con la PLA2 humana.

ANTECEDENTES

FOSFOLIPASAS A2

Desde el siglo XIX se ha identificado la actividad litica de las fosfolipasas en veneno
de serpiente; en primer lugar fue caracterizada en veneno de cobra y mas tarde de
veneno de la serpiente de cascabel. A medida que avanzaron las metodologias de
secuenciacion, en la década los 70’s se hizo evidente que estas enzimas tienen un
gran numero de residuos de cisteina, en mas del 10% de los aminoacidos.

En 1988 se presento el primer reporte de secuenciacion y clonacion de la fosfolipasa
Az secretora humana no pancreatica, la cual fue aislada de liquido sinovial de la una
rodilla artritica [3]. En mamiferos se han encontrado mas de 19 isoformas de PLA:2
y se ha visto que participan en eventos fisiolégicos relacionados al dafio celular,
inflamacion y apoptosis [4].

Las fosfolipasas A2 (EC.3.1.1.4) (PLA2) pertenecen a una gran familia de enzimas
capaces de hidrolizar el enlace éster sn-2 de los fosfolipidos, dando como productos
acidos grasos libres y lisofosfolipidos (Figura 2). En sistemas celulares con un
aporte suficiente de ATP y CoASH, los acidos grasos libres liberados, son faciimente
convertidos en acil-CoA y posteriormente se convierten en fosfolipidos de

membrana, mediante lisofosfolipidos aciltransferasas [5].

fosfolipido O hsofosfg)hp»do acido graso libre
C )H,c 0-C-R' H.C-0-C-R'
R H O —= HO-CH O ¢ R2COOH
c-0- P 0-X Hzc-O—g—o-x

/ o (4}

PLA2

Figura 2. Reaccion de hidrolisis en la posicién sn-2 de la union del glicerol. X es cualquier cabeza polar, R y
R?, cadenas de acidos grasos. (Modificada de [3])
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Los acidos grasos liberados, tales como el acido araquidénico (AA) y el acido oleico
(OA) son almacenes de energia y, ademas, actuan como precursores de
eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos), los cuales son

potentes mediadores en las sefiales de la transduccion en la inflamacion [6].

El acido araquiddnico es convertido en mediadores de inflamacién, prostaglandinas,
leucotrienos y tromboxanos (Figura 3) en condiciones normales, sin embargo, no
solo actua en la via de la conversion de los metabolitos inflamatorios, también puede
regular directamente la funcién celular por varios mecanismos, como la alteraciéon
de la fluidez de la membrana y el estado polarizado, activando la protein-cinasa C,
ademas regula los genes de la transcripcion [7].

Por otro lado, los lisofosfolipidos (1-alquil-2-lisofosfolipidos) participan en la
senalizacion celular y en el remodelado fosfolipidico de la membrana, éstos son
precursores inmediatos del factor activador de plaquetas (PAF), otro potente
mediador de la inflamacion [6,7].

Por lo tanto, la regulacion de la actividad de las PLA2 es necesaria para mantener
los niveles basales del AA, lisofosfolipidos y PAF para la funcion normal de la célula,
ya que si hay un aumento de la actividad y en la produccion de mediadores

proinflamatorios, eicosanoides y PAF, éstos pueden potenciar el dafio celular [7].

Un desequilibrio en la produccion de todos estos compuestos pueden conducir al
desarrollo de enfermedades cronicas inflamatorias como artritis reumatoide y asma,

por lo tanto, los inhibidores de la PLA2 pueden reducir los efectos de la inflamacién.

[9]

CARACTERISTICAS DE LAS FAMILIAS DE LAS FOSFOLIPASAS

Algunas de las familias de las fosfolipasas mas importantes reportadas son:
fosfolipasa A2 citosolica (cPLA2), fosfolipasa A2 secretora (sPLA2) y la fosfolipasa
A2 independiente de calcio (iPLA2), en donde cada una de ellas se encuentran en

distintas regiones de la célula. (Figura 4)



Estudio in silico e in vitro del compuesto acido 5-{[(2E)-3-bromo-3-carboxiprop-2-enoillamino}-2-hidroxibenzoico
como posible inhibidor de la fosfolipasa secretora humana.

ACIDO ARAQUIDONICO
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CICLOOXIGENASA 2 CITOCROMO Pasy | NADPH
PROSTAGLANDINA H2  ACIDO HIDROPEROXIEICOSATETRAENOICO 5,6-, 89, 11,12-, 0 14,15-, ACIDOS EPOX!
(PGH2) 2wy (HpETES) \LPomENASA EICOSATRIENOICOS
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Figura 3. Formacion de eicosanoides a partir de acido araquidénico. Modificada de [8]

Figura 4. Localizacion de cada una de las fosfolipasas en la célula. Modificado [25]
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FOSFOLIPASA CITOSOLICA

La fosfolipasa citosélica es una enzima intracelular que se encuentra en el citosol y
tiene un peso aproximado de 85 kDa. Esta familia se conforma de 6 miembros
(cPLA2 —a, -B, -y, -0, -€, -&) que solo son 30% homdlogos y por ende tienen
propiedades enzimaticas diferentes. [15, 17]

Los principales productos de la reaccion catalizada por la cPLA2 son el acido
araquidénico (AA) vy los liso-compuestos (figura 5) Particularmente el AA es
convertido en mediadores de la inflamacidn como prostaglandinas (PG) y
leucotrienos, los cuales pueden actuar directamente en la regulacion de la funcion
celular por la alteracion de la fluidez de la membrana, activando proteinas cinasas

y regulando la transcripcidén genética [10].
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Figura 5. Funcion de la fosfolipasa citosdlica. Modificada [12]
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Los leucotrienos causan la obstruccion aérea en asmaticos a través de la bronco
constriccidn, incrementan la secrecidn de la mucosa y células inflamatorias; las
prostaglandinas incrementan el dolor y el edema que esta asociado con la artritis
[16]. Es por ello que la actividad de la cPLA2 se encuentra regulada con el fin de
mantener los niveles de AA y lisofosfolipidos para una homeostasis celular [10].

La PLA2 GIVA posee actividad de transacetilasa y lisofosfolipasa, donde esta ultima
actividad no depende de la concentracion de calcio, de tal forma que la enzima se
tiene que cambiar a una interfase de fosfolipidos para ser activada.

La union de cPLA2 a la membrana es mediante un mecanismo que involucra 3
pasos: (1) unidn a un segundo mensajero lipidico, (2) fosforilaciéon y (3)
translocacion activada por Ca?*, desde el citosol a la membrana; la concentracion
de calcio necesaria es de 10 a 100 nM [11].

La estructura proteica de cPLAz estad compuesta por un dominio C2, el cual esta
involucrado en la translocacion de la cPLAZ2 del citosol a la membrana dependiente
de calcio, ademas posee un dominio a/B hidrolasa que contiene el sitio activo.
Mediante mutagénesis dirigida se descubrid que el sitio catalitico esta compuesto
por una diada catalitica conformada por S228/D549 (figura 6), que posteriormente
fue confirmado por cristalografia de rayos X. El residuo D549 sustrae un protén del
grupo hidroxilo de la S228 durante el ataque nucleofilico al enlace éster sn-2, para
formar una acil-enzima durante la catalisis de cPLA2 [13 15].

Los grupos amida entre los residuos G197/G198 forman una cavidad denominada
oxianién, la cual esta localizada cerca del residuo de serina 228 y contribuyen a la
estabilizacién del estado de transicion del intermediario tetraédrico por la formacion
de puentes de hidrogeno. La R200 esta localizada en la misma region donde se
encuentra la cavidad oxianion y contribuye en la estabilizacion del intermediario
tetraédrico interactuando con el grupo fosfato del sustrato.

La estructura cristalizada de la GIVA cPLAzrevela una regién anfipatica conocida
como “region Lid”, la cual consta de los residuos 413-457 y bloquea el acceso del
sustrato (fosfolipido) al sitio activo. Por otro lado, los residuos 408-412 y los residuos
433-457, que pertenecen a la regiéon Lid, son regiones altamente flexibles que

10
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permiten que esta region se abra en presencia del sustrato o de algun inhibidor. [13,
15]

stiode union CIP

Figura 6. Estructura del cristal de la PLA2 grupo IVA. El dominio C2 se muestra de color naranja, unido a 2
iones de Ca®* que se muestran en color morado. El dominio catalitico muestra una regién CAP de color amarillo
y una region LID 415-432 de color rosa. Los residuos del sitio activo son S228, D549 y R200, los cuales se
muestran de color rojo. El sitio de unién PIPz se observa de azul fuerte y el sitio de unién C1P se puede observar
de color azul claro. [14]

FOSFOLIPASA SECRETORA

La fosfolipasa secretora, fue una de las primeras enzimas PLA2 descubiertas en su

tipo. Estas fueron encontradas en diversas fuentes como en venenos de varias
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viboras, escorpiones, asi como en los componentes del jugo pancreatico, fluido
sinovial en artritis y en diferentes tejidos de mamiferos [14].

Esta enzima esta caracterizada por tener un bajo peso molecular, el cual oscila de
14 a 18 kDa y estda mayormente asociada con sinaptosomas y a fracciones de
vesiculas sinapticas, esta enzima es sintetizada intracelularmente y posteriormente
es secretada para actuar extracelularmente [13].

Existen multiples isoformas de sPLA2, los cuales incluyen sPLA2-11B, sPLA2-IIA,
SPLA2-1IC, sPLA2-1ID, sPLA2-IIE, sPLA2-IIF, sPLA2-Ill, sPLA2-V, sPLA2-X, sPLA2-
XIIA 'y sPLA2-XIIB; usualmente las isoformas contiene de 5 a 8 enlaces disulfuro.
En particular, la GIIA sPLAz es una enzima de bajo peso molecular (14 kDa) y tiene
7 enlaces disulfuro, y fue clonada en 1989. La estructura cristalizada de la enzima
revela una union a Ca?* altamente conservada y ademas muestra una diada
catalitica que consiste en 2 aminoacidos H47/D91. Ademas, esta estructura
cristalizada de la enzima tiene un sitio activo conservado en una region hidrofébica
cerca del N-terminal [11, 18].

Durante la hidrolisis del sustrato participa una molécula de agua, la cual es activada
por el residuo H47, con el subsecuente ataque nucleofilico al carbono carbonilico
del enlace éster sn-2. Ademas de la histidina, hay un residuo de aspartato (D48),
que junto a G29, G31 y H27 se unen al Ca?* (Figura 7). La sPLA2 requiere
concentraciones mM de Ca?* para su catdlisis. La estructura cristalizada de la
enzima tiene un sitio activo conservado en una region hidrofébica cerca del N-
terminal de la hélice [11, 18].

Los miembros de este grupo tienen un residuo de histidina en el sitio activo, el cual
requiere niveles mM de Ca?* para la catalisis, y no comparte especificidad para
determinados acidos grasos. Recientemente se ha demostrado que la sPLA2 en
presencia de lipopolisacaridos (LPS), es un potente activador de macréfagos
[10,11].

12



Estudio in silico e in vitro del compuesto acido 5-{[(2E)-3-bromo-3-carboxiprop-2-enoillamino}-2-hidroxibenzoico
como posible inhibidor de la fosfolipasa secretora humana.

Figura 7. Estructura del cristal de la sPLA2 hGIIA. PDB 1DB4 [19], en donde en color rojo se observan 2
moléculas de Ca®* y en color amarillo se muestra el residuo del sitio activo H27. El color magenta es el
residuoD48 [19]

FOSFOLIPASA INDEPENDIENTE

La fosfolipasa del grupo VI, hidroliza el enlace éster sn-2 de los fosfolipidos y con
ello libera acidos grasos libres, los cuales pueden ser metabolizados a ecosanoides
proinflamatorios, incluyendo prostaglandinas y leucotrienos.

La fosfolipasa del grupo VI, fue nombrada como fosfolipasa independiente de Ca?*
(i PLA2) después de haber descubierto que su actividad no se incrementa al estar
en presencia de Ca?*, en contraste con las otras PLA2s ya conocidas.

La primera iPLA2 también conocida como iPLA2f3, es de 85 kDa. Posteriormente
fueron después descubiertas diferentes variantes de iPLA2, dando lugar a su
clasificacion en varios subgrupos. A la fecha, se han identificado 6 subgrupos que
incluyen: GVIA (iPLA2 B; PNPLA9), GVIB (iPLA2 y; PNPLAS8), GVIC (iPLA2 §;
PNPLAG), GVID (iPLA2 €; PNPLA3), GVIE (iPLA2 ¢; PNPLA2) y GVIF PLA2 (iPLA2
n; PNPLA4).

Todas las enzimas de este GVI PLA2 contienen un residuo de serina en el sitio
activo, dominio catalitico similar a la patatina.

El GVIiPLA2z es conocido por estar compuesto de un dominio N-terminal regulatorio

que contiene 7 repeticiones de ankirina y tiene un dominio catalitico en el C-terminal
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conteniendo una diada en el sitio activo constituido por S519/D652 (Figura 8) [20,
21].

Figura 8. Estructura de la fosfolipasa independiente de calcio iPLA2. Se encuentran sefalados los aminoacidos
del sitio activo, en color azul se encuentra el ASP 161 y en color amarillo la S45. [20]

IMPORTANCIA DE LAS FOSFOLIPASAS EN DIVERSAS ENFERMEDADES

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo progresivo y
se relaciona con la edad y representa el 50-60% de todos los casos de demencia.
La EA se caracteriza por el deterioro cognitivo irreversible, el cual se manifiesta con
la pérdida de la memoria, asi como la dificultad de lenguaje, déficit visoespacial, la
falta del juicio y dificultad en la toma de decisiones [10].

Dentro de la EA existen marcadores neuropatoldgicos importantes como las placas
seniles (SP) y los ovillos neurofibrilares (NFTs). Las SP se componen

principalmente de péptidos B-amiloides (AR) fibrilares, generados a partir de la
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ruptura proteolitica anormal de la proteina precursora amiloide (APP), una
glicoproteina transmembranal expresada. [10]

Dichos péptidos B-amiloides, se componen de 40 o 42 aminoacidos (AB1-40 y AR2-
42), los cuales son insolubles, de tal forma que el agregado en el tejido cerebral
causa muerte neuronal.

El otro marcador neuropatolégico son aquellos NFTs, que son agregados resultado
de la hiperfosforilacion de la proteina Tau, la cual tiene la propiedad de estabilizar y
puede ser detectada en los microtubulos neuronales y en el nucleo. Existe una
hipétesis que establece que la proteina Tau induce la neurodegeneracion a través
de la formacion de depdsitos filamentosos compuestos de Tau hiperfosfolilada.
Dentro de la fisiopatologia de la EA existe un cambio metabdlico complejo en las
neuronas, en la glia y en las células neurovasculares, junto a un incremento en la
deposicion de las placas amiloides y de los ovillos fibrilares en las neuronas,
ademas del estrés oxidativo, inflamacién de las células de la glia, anormalidades
cerebrovasculares y la mas importante, la pérdida de la sinapsis [10,22].

En esta demencia esta involucrada una via de sefalizacion oxidativa/nitrosativa tras
un dafo progresivo del circuito neuronal y esta asociada con las neuronas
colinérgicas y glutamatérgicas. Se ha demostrado que la estimulacion excesiva de
los receptores de glutamato ionotrépicos, por ejemplo los receptores del acido N-
metil-D-aspartico (NMDA), causa la alteraciéon de la homeostasis del calcio
neuronal, lo que lleva a la activacion de proteasas, nucleasas y fosfolipasas,
ademas de desencadenar las vias de sefalizacién para la produccion de especies
reactivas de oxigeno/nitrégeno (ROS/RNS), que a su vez se convierten en la base
de la disfuncion mitocondrial y la apoptosis neuronal.

Las fosfolipasas (PLA2) son enzimas que hidrolizan acidos grasos de fosfolipidos
de la membrana. Entre muchos tipos de PLA2 conocidos que se producen en el
sistema nervioso central (SNC), la cPLA2 tiene un papel importante dentro de esta
patologia, ya que se encuentra en las neuronas, astrocitos y células de la microglia
[22], en donde la activacion de la cPLA:2 en astrocitos es a través del receptor P2Y2
acoplado a la proteina G.

15



Estudio in silico e in vitro del compuesto acido 5-{[(2E)-3-bromo-3-carboxiprop-2-enoilJamino}-2-hidroxibenzoico
como posible inhibidor de la fosfolipasa secretora humana.

En dicha enfermedad se ven involucradas otros 2 tipos de fosfolipasas, por ejemplo
la iPLA2, que tras su inhibicidn existe una restriccion en la proliferaciéon de las
neuritas y la pérdida de la viabilidad neuronal, y la sPLA2 que se encuentra en el
sistema nervioso central que se involucra en procesos de liberacion y regulacidon de
neurotransmisores, neuritogenesis y apoptosis neuronal. Esta fosfolipasa se ha
considerado como un biomarcador de neuroinflamacion, ya que en pacientes con
Alzheimer, la actividad de esta fosfolipasa se ve incrementada en fluido
cerebroespinal, de tal manera que la alteracion de las PLA2 en la homeostasis

neuronal, puede tener impacto en la memoria. [23]

CANCER

El cancer es una de las principales causas de mortalidad y el numero total de casos
esta aumentando en todo el mundo. Datos de la OMS establecen que el cancer
aumentara un 45% entre 2007 y 2030, es decir aumentara el numero de defunciones
de 7.9 millones a 11.5 millones de personas, esto debido al crecimiento
demografico, asi como al envejecimiento de la poblacion.

Esta enfermedad es la segunda causa principal de mortalidad en aquellos paises
que se encuentran mas desarrollados, siendo la primer causa, las enfermedades
cardiovasculares [24].

La aparicidon de cancer se ha asociado a varios factores de riesgo, como lo son: el
consumo de tabaco, alcohol, el tener una dieta inadecuada vy la falta de actividad
fisica, asi como la exposicidén a carcindgenos tanto en un entorno laboral como en
el medio ambiente, ademas de la exposicion a radiaciones y algunas infecciones,
por ejemplo hepatitis B o alguna infeccién por un virus, como puede ser el virus del

papiloma humano [24].
El cancer es un proceso de crecimiento y diseminacioén incontrolada de células,

donde el tumor formado suele invadir el tejido circundante y con ello provoca

metastasis.
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Dentro de este proceso de crecimiento y de metastasis, se encuentran involucrados
algunos mediadores lipidicos bioactivos derivados de un proceso de hidrolisis, el
cual se rige por la accién de las fosfolipasas, como las fosfolipasas A2 (PLA2).

Las fosfolipasas pueden ser activadas por multiples sefiales extracelulares
incluyendo hormonas, factores de crecimiento y lipidos, a través de la activaciéon
directa de receptores tirosina-cinasa (RTK’s) o receptores acoplados a la proteina
G (GPCR'’S). [25]

La familia de las PLA2 puede promover la progresion tumoral mediante una
regulacion extracelular del microambiente tumoral para activar la migracién y la
invasién celular, sin embargo, también puede tener un efecto que inhibe el

crecimiento celular.

Los productos lipidicos de las fosfolipasas involucrados en la progresién tumoral
son acido lisofosfatidico (LPA) y acido araquiddnico (AA). La generacion de LPA en
el microambiente tumoral puede estar mediado por PLA1 (PLA1-Fosfatidilserina) y
acido fosfatidico selectivo, asociado a membrana (mPA-PLA1), PLA2 (sPLA2-11A) y
autotaxina (también conocida como ENPP2 y lisoPLD). La presencia de LPA en
suero es un indicador de iniciacion tumoral y progresion en cancer de mama, cancer
de ovario y mieloma multiple [25]

Las fosfolipasas y sus mediadores lipidicos inducen diferentes vias de senalizacion
(Figura 9). Ademas, estos mediadores lipidicos son factores importantes que
participan en una variedad de procesos celulares, relacionados con la
tumorogénesis y con la metastasis, tales como la secrecion de metaloproteinasa de
la matriz (MMP), reorganizacion del citoesqueleto de actina, la migracion,

proliferacion, crecimiento celular, inflamacioén y la angiogénesis [25].

OBESIDAD

Datos de la OMS establecen que desde 1980, la obesidad se ha mas que duplicado

en todo el mundo.
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Figura 9. Rutas en donde se encuentran involucradas las fosfolipasas (PLAzs) Modificada [25]
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La obesidad y el sobrepeso se han definido como una acumulacién anormal o
excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud, en donde el indice de
masa corporal (IMC) es un indicador simple de la relacién entre el peso y la talla
que se utiliza frecuentemente para identificar el sobrepeso y la obesidad en los
adultos.

Datos recientes reportados por la OMS establecen que en el afio de 2014, mas de
1900 millones de adultos de 18 o mas afios tenian sobrepeso, de los cuales, mas
de 600 millones eran obesos. Define la OMS que la causa fundamental del
sobrepeso y la obesidad es un desequilibrio energético entre calorias consumidas
y gastadas [26].

Dentro de la obesidad, se encuentran involucrados multiples procesos moleculares
como el incremento de la masa del tejido adiposo blanco (“WAT” por sus siglas en
inglés). La obesidad puede acompanarse del incremento de tamafio del adipocito
como consecuencia del incremento del triacilglicerol (TAG) contenido dentro de la
célula grasa, asi como el aumento del numero de adipocitos resultantes de la
diferenciacion de las células precursoras [27]. Los adipocitos tienen la habilidad
para secretar varias moléculas inflamatorias, incluyendo el factor de necrosis
tumoral a (TNFa) e interleucina 6 (IL-6) y el tejido adiposo suele ser infiltrado con
macrofagos que son la fuente de citocinas proinflamatorias. También existe un
segundo tipo de tejido adiposo conocido como tejido adiposo café (BAT), el cual se
presenta en adultos y se ha establecido que tiene un papel importante en la
progresion de la obesidad [27].

La obesidad se encuentra relacionada con la inflamacion del tejido adiposo.
Recientes estudios han ligado a la PLA2 en el desarrollo de deso6rdenes
metabdlicos, obesidad e inflamacién, debido a su actividad y a biomoléculas
bioactivas como prostaglandinas y leucotrienos. Especificamente se ha identificado
una PLA2 expresada en el tejido adiposo que es dependiente de Ca?* que puede
actuar para regular la obesidad y se ha identificado como PLA2 —adiposo especifica
(AdPLA).

Por otro lado, se han detectado niveles altos de prostaglandinas E2 (PGE-z), sin
embargo, el receptor 3 de prostaglandina E (EP3) se expresa en adipocitos. Otros
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receptores de PGE2, como los receptores EP1, EP2 y EP4, ademas de receptores
de prostaciclinas, se expresan en muy bajos niveles en adipocitos.

Es asi que, Marcia y colaboradores hicieron una hipétesis en donde, en el tejido
adiposo, la PGE2 producida durante en la liberacion de AA catalizado por la AdPLA,
puede actuar a través del acoplamiento EP3/Gia para suprimir la lipdlisis
dependiente a AMPc [27] (Figura 10).
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Figura 10. Papel de la sefalizacién de AdPLA-PGEZ2-EP3 en la regulacion de la lipélisis. Modificada [27]

INHIBIDORES SINTETICOS Y NATURALES PARA LAS FOSFOLIPASAS
Para el tratamiento de enfermedades relacionadas con el desarrollo y progreso de

inflamacion, se han desarrollado farmacos, muchos de ellos enfocados en la
inhibicion de la ciclooxigenasa (COX2) y otros en la inhibicion de las PLA2, los cuales
han resultado un poco mas complicados debido a la enorme familia de proteinas.
Sin embargo, muy pocos de los compuestos hasta ahora conocidos como

inhibidores de PLA2 tienen un uso clinico.
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Figura 11.Estructuras de compuestos ya conocidos de PLAC1 a PLAC10 como inhibidores de PLA:.
Compuestos a evaluar PLAC11 a PLAC15 como inhibidores de PLA2. Compuesto de referencia PLAC16
indometacina.
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INHIBIDORES SINTETICOS

INHIBIDORES 2-OXOAMIDAS

Los inhibidores 2-oxoamidas estan disefiados para que actuen en el sitio activo de
la cPLA2, especificamente en el aminoacido Ser. La estructura lineal que presentan
dichos inhibidores (Figura 12), esta basada en aminoacidos y o &, que al tener un

grupo carboxilo libre los hace ser inhibidores potentes y selectivos para cPLA2.
Q

H
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!;’fﬁ\ﬁx-f/f"\_\&/;/ xﬁﬁ_/fﬁh\“w.f/“xx__f’/xﬁ\)ix\ﬁ’/ e ’K%H“"f’im\ﬁ

o OH

Figura 12.Estructura de 2-OXOAMIDA (PLAC?)

El inhibidor AX048 (PLAC1) tiene la capacidad de inhibir a 2 fosfolipasas la iPLA2
y a la cPLA2 ya que tiene un grupo éster. Es un inhibidor con potente efecto

antihiperalgésico

0 0

| .

Figura 13.Estructura de AX048 (PLAC1)
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Por otra parte, AX059 (PLAC2) es un inhibidor selectivo de la cPLA2, ademas es
capaz de modular la inflamacién y degeneracion, por la promocion de células T

reguladoras en ratas con Alzheimer. [28]

Figura 14. Estructura de AX059 (PLAC?2)

BROMOENOL LACTONA

La bromoenol lactona (BEL) es un inhibidor (PLAC3) que se une de forma covalente
e irreversible a la iPLA2, ya que ha mostrado ser 1000 veces mas selectiva para
iPLA2 que parala cPLA2y para sPLAz; de esta manera es comunmente usada para

inhibir a la iPLA2 en sistemas celulares. [28]

BEL esta usualmente presente como un racemato, que tienen diferentes

propiedades inhibitorias en la enzima.

(S)-BEL inhibe a iPLA2B 10 veces mas que el (R)-BEL, sin embargo, el (R)-BEL
inhibe a iPLA2y 10 veces mas que (S)-BEL.

BEL inactiva a iPLA2 por la generacién de un cetoacido bromometilo que alquila

tioles de CYS, en lugar de actuar con la SER del sitio activo. [28]

Br
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O

Figura 15. Estructura de Bromoenol lactona (PLAC3)
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FLUOROCETONAS Y FLUOROFOSFATOS

Las polifluorocetonas se disefiaron con base al aumento de la reactividad del grupo
carbonilo mediante la introduccion de atomos de fluor adicionales en las posiciones
a o B. El efecto inductivo de los atomos de fluor adicionales puede aumentar la
reactividad carbonilica frente a nucledfilos, tal como el grupo hidroxilo de la serina
del sitio activo en GIVA cPLA2 y GVIA iPLA2. [41]

La pentafluoroetilcetona FKGK11 (PLAC4) es un inhibidor selectivo ya que

presenta una alta actividad sobre la iPLA2. [28]

Figura 16.Estructura de Pentafluoroetilcetona FKGK11” (PLAC4)

INHIBIDORES AMIDAS

Una variedad de amidas basadas en aminoacidos no naturales han sido reportadas
como inhibidores de la sPLA2. La amida GK115 basada en Norleucina (R) -y, es un
inhibidor selectivo para la sPLA2, ya que no tiene una inhibicion significativa entre la
cPLA:z 0 iPLA2. Es interesante saber que su enantiomero es inactivo contra las tres
PLA2 ( sPLA2,iPLA2 y cPLA2) [28].

ZT

OH

Figura 17.Estructura de GK115 (PLAC6)
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INHIBIDORES BASE PIRROLIDINA

Una serie de inhibidores basados en la pirrolidina de bajo peso molecular, han sido
selectivos para la inhibicion de la cPLA2, tal es el caso del pirroxifeno (PLACS8). En
cultivos celulares suprime la liberacidén de acido araquidonico y la sintesis de PGE2
células THP-1 estimuladas [28, 42].

1o o]

T s%
NH NH

Figura 18. Estructura de Pirroxifeno (PLACS)

f Xy

F

PRODUCTOS NATURALES

Manoalido (PLAC5) es un producto natural aislado de una esponja Luffariella

viriabilis, siendo el primer inhibidor de sPLA2 de veneno de cobra. [28]

Figura 19. Estructura de Manoalido.
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JUSTIFICACION

En México y en el mundo las enfermedades cronicas como cancer, obesidad,
Alzheimer y diabetes, estan asociadas a diversas causas que han incrementado el
numero de defunciones. En dichas enfermedades se involucra la via de
sefnalizacion de la fosfolipasas Az principalmente en la generacién de metabolitos
como prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos, que son importantes en el
desarrollo de la enfermedad. .

Es por ello que este trabajo se enfoca en realizar un estudio in silico a partir de
algunos inhibidores sintéticos y naturales ya conocidos, con el fin de determinar la
selectividad para cada una de las fosfolipasas Az, ademas de evaluar el compuesto
acido  5-{[(2E)-3-bromo-3-carboxiprop-2-enoillJamino}-2-hidroxibenzoico = como

posible inhibidor de la fosfolipasa secretora.

o
B
HO NHm/ r
o
HO HO™ S0

Figura 20. Estructura de C1.

El acido 5-{[(2e)-3-bromo-3-carboxiprop-2-enoillamino}-2-hidroxibenzoico es un
derivado del acido 5-aminosalicilico que contiene bromo en su estructura. Este
compuesto ha demostrado efecto antiinflamatorio a través de un modelo de
induccion de edema en la oreja de raton utilizando el acetato de tetradecanoilforbo-
13-ilo (TPA). Sin embargo, presenta poco efecto inhibitorio sobre la actividad de la
enzima mieloperoxidasa (MPO) en relacidon con la indometacina, evaluado por el

método de oxidacion de O-dianisidina en presencia de perdxido de hidrogeno.

Se ha reportado que la MPO se encuentra relacionada en varios procesos
patoldgicos y esta asociada con un aumento del riesgo al estrés oxidativo, como en
el caso de las enfermedades infecciosas (generales o locales), las enfermedades
inflamatorias (artritis reumatoide) y la isquemia/reperfusion [42].
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El acido 5-{[(2e)-3-bromo-3-carboxiprop-2-enoillamino}-2-hidroxibenzoico fue
sintetizado y caracterizado en el Laboratorio de Investigacién de Biofisica y
Biocatalisis de la Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional,
bajo la direccién de la Investigadora Dra. Martha Cecilia Rosales Hernandez y la

Investigadora Dra. Jessica Mendieta Wejebe [43].
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HIPOTESIS

Si el acido 5-{[(2E)-3-bromo-3-carboxiprop-2-enoillJamino}-2-hidroxibenzoico tiene
un efecto inhibitorio de la mieloperoxidasa, una enzima presente en el proceso

inflamatorio, entonces sera capaz de inhibir la accién de la PLA2.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Llevar a cabo el estudio in silico de los inhibidores conocidos y del compuesto
acido 5-{[(2E)-3-bromo-3-carboxiprop-2-enoillamino}-2-hidroxibenzoico con
cada una de las PLA2, para evaluar su posible uso como inhibidor de la

fosfolipasa secretora humana

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener los numeros de identificacion de la base de datos Protein Data Bank
(PDB ID) de cada una de las fosfolipasas: fosfolipasa Secretora (sPLA2),

fosfolipasa Citosodlica (cPLA2) y fosfolipasa Independiente de Calcio (iPLA2).

Identificar las caracteristicas quimicas del o los inhibidores para cada una de
las PLA2

Realizar estudios de acoplamiento molecular ligando-proteina dirigido

(Docking) de los 16 inhibidores sintéticos y naturales conocidos, con cada

una de las fosfolipasas.

e Evaluar la energia de acoplamiento y las interacciones quimicas entre la
proteina y el ligando acido 5-{[(2E)-3-bromo-3-carboxiprop-2-enoillJamino}-2-

hidroxibenzoico con cada una de las fosfolipasas.

Determinar in silico, si el compuesto 5-{[(2E)-3-bromo-3-carboxiprop-2-
enoillamino}-2-hidroxibenzoico interacciona con los residuos del sitio activo

de la fosfolipasa secretora.

Determinar si el compuesto propuesto inhibe in vitro a la fosfolipasa A2

empleando un kit comercial.
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METODOLOGIA

ESTRUCTURA DE LOS COMPUESTOS

Las estructuras de los ligandos para la interaccion con cada una de las fosfolipasas

fueron tomadas en consideracion debido a la existencia de estudios que demuestran

que estos compuestos son inhibidores de las PLA2, siendo estos selectivos para

cada una de las 3 fosfolipasas a estudiar, Tabla 1 [17].

Tabla 1 Inhibidores selectivos para cada una de las fosfolipasas

LIGANDOS
CARACTERISTICA
NOMENCLATURA NOMBRE
SELECTIVO
c PLA2 s PLA2 iPLA2

PLAC1 Ax048 Selectivo

PLAC2 Ax059 Selectivo

Bromoenol
PLAC3 Selectivo
Lactona
Pentaflurometilcetona
PLAC4 Selectivo
Fkgk11
PLAC5 Manoalido Selectivo
Norlecucina
PLAC6 Selectivo
Gk115
PLAC7 2-Oxoamida Selectivo
PLACS8 Pirroxifenona Selectivo
1,1,1,3-Tetrafluro-7-
PLACY9 Selectivo
fenilheptan-2-ona
PLAC10 GK126 Selectivo

Por otro lado, tomando en cuenta que durante la sintesis de eicosanoides se

involucran enzimas como PLA2 y otras como la ciclooxigenasa (COX), en este

estudio se ha propuesto incluir compuestos que han sido disefiados y evaluados
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como inhibidores de COX, para evaluar si éstos actuan como inhibidores de PLA:.
Debido a los resultados de un estudio ex vivo, en el cual el compuesto PLAC15 tiene
efecto antiinflamatorio como la indometacina e inhibe ligeramente a MPO, este
PLAC15 se incluye en este estudio para conocer si tiene actividad como
antinflamatorio al actuar sobre PLA2. Ademas, se incluye a la indometacina, que se

ha reportado como inhibidor de las fosfolipasas Ax.

Tabla 2 Compuestos propuestos

LIGANDOS
NOMENCLATURA NOMBRE CcODIGO
2-(4-Bromofenil)-1-(4-nitrofenil)
PLAC11 benzimidazol AJ
1-(4-Aminofenil)-2-(4-
PLAC12 bromofenil)benzimidazol DJ
PLAC13 1,2-Bis(4-bromofenil)benzimidazol EJ
2-(4-Bromofenil)-1-(4-
PLAC14 hidroxifenil)benzimidazol FJ
Acido 5-{[(2E)-3-bromo-3-
carboxyprop-2-enoilJamino}-2-
PLAC15 hidroxibenzoico C1
PLAC16 Indometacina IND

ACOPLAMIENTO MOLECULAR

PREPARACION DE LOS LIGANDOS

La estructura de los compuestos se realizaron en 2-D mediante el software
ACD/ChemSketch 14.01. [29] Posteriormente se les agregdé hidrégenos vy se realizd

una pre-optimizacién geométrica en 3D, en donde las estructuras fueron guardadas

31



Estudio in silico e in vitro del compuesto acido 5-{[(2E)-3-bromo-3-carboxiprop-2-enoilJamino}-2-hidroxibenzoico
como posible inhibidor de la fosfolipasa secretora humana.

en formato *.mol. A través de la interfaz grafica GaussView 5.0.9 [30] fue generada
la matriz Z para cada molécula, tomando como archivos de entrada las moléculas
ya guardadas en formato .mol, donde los archivos de salida fueron salvados en
formato *.gjf. Posteriormente dichas estructuras y sus respectivas matrices Z,
fueron sometidas a una optimizacion geométrica y energética mediante el método
semi empirico AM1 (Austin Model 1) utilizando el programa de GAUSSIAN 09W
9.5, los archivos obtenidos se guardaron en formato *.out, y mediante el visualizador
GaussView 5.0.9 fueron convertidos a un formato en 3-D con extension *.pdb, y

fueron utilizados para la posterior simulacion mediante acoplamiento molecular.

PREPARACION DE LAS PROTEINAS

SELECCION DE LAS PROTEINAS

Para la seleccion de las proteinas, se llevo a cabo la busqueda de dichas proteinas
cristalizadas utilizando la base de datos Protein Data Bank [31], de la que se
obtuvieron los datos de la cPLA2 (a) con un cédigo PDB 1CJY, asi como los datos
de la sPLAz IlA (pla2g2a), PDB 1DB4, como se muestra en la Figura 21.

Una vez obtenido el PDB de las proteinas, también obtuvo el formato FASTA, que
es un formato informatico basado en texto que se utiliza para representar las
secuencias de aminoacidos; gracias a este formato, es posible seleccionar la
cadena o los aminoacidos de interés.

Respecto cPLA2 (a), solo se trabajé con la cadena A, ya que contiene el sitio
catalitico, que corresponde a los aminoacidos S228, D549 y R200, que
posteriormente apoyaron al estudio de acoplamiento molecular dirigido hacia este
sitio.

Finalmente, para trabajar la iPLA2 (B), que no tiene un cristal, se utilizd el servidor
del Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica (NCBI) para la busqueda de
la secuencia de dicha proteina, que contiene 752 aminoacidos con un peso
molecular de 88/85 kDa, cuyo codigo de acceso es NP_001004426.1, del cual solo
se pudo obtener su secuencia FASTA.
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PLAZ SECRETORA
FPDB: 1DB4
SMIC ACTVO: H27 /D48
2-Ca*

PLA2 CITCSOLICA
PDB: 1CJY
SITI0 ACTNO: R200/ 5228 / D543

PLAZ INDEPENDIENTE DE Cz**
SITIC ACTIVO: S519/D636

Figura 21. Fosfolipasa humana Az secretora PDB 1DB4 [18]), donde en color rojo se observan 2 moléculas de
Ca®* y en color amarillo, se muestra el residuo del sitio activo H27 y color magenta el residuo D48/ (1)
Fosfolipasa humana A: citosélica PDB 1CJY [16] en donde se puede observar de color azul, la cadena A de la
proteina, y en color verde se observan los residuos del sitio activo, que son R200, S228 y D54. (3) Fosfolipasa
independiente de calcio [32] Se observa de color verde los residuos del sitio activo que son S45 y D160.

Sin embargo, ya existe un estudio que establece la unién de un ligando, que es
conocido como PHFK, en el dominio catalitico de la iPLA2 (B), asi como las
condiciones de dicha interaccion, asi que para nuestro estudio, se nos proporcioné
el PDB de la fosfolipasa [32], con el fin de realizar de mejor manera el acoplamiento

molecular y obtener mejores resultados.
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Asi, se llevé a cabo un alineamiento de la secuencia FASTA de la iPLA2 (B) con la

secuencia de aminoacidos del PDB proporcionado (Figura 22) [33].

Como se puede observar, el alineamiento comienza a partir del aminoacido P475,
esto se debera tener muy en cuenta, ya que al analizar los resultados del
acoplamiento molecular, se tendra una numeracion diferente que deberemos

relacionar con la numeracion de los residuos de la iPLA2 (B).

ANALISIS POR ACOPLAMIENTO MOLECULAR ENTRE LOS LIGANDOS
SELECCIONADOS Y CADA DE UNA DE LAS PROTEINAS

Los estudios de union de los ligandos (inhibidores) con las fosfolipasas, se
realizaron con el programa AutoDock4.2 en una plataforma Linux. De manera
general, el procedimiento consiste en preparar los archivos de entrada a partir de
las estructuras ya optimizadas de los ligandos, asi como la estructura de la
macromolécula, que en este caso son las PLA2.

Como ya se ha mencionado, solo para 2 de las 3 fosfolipasas que fueron utilizadas
para el acoplamiento molecular, se obtuvieron del PDB y respecto a la iPLA2 (B),
ésta se nos proporciond, en formato PDB, por Hsu YH, Bucher D., y colaboradores.
Una vez obtenidos los formatos PDB de las tres PLA2, a cada una se le adicionaron
atomos de hidrogeno polares, ademas de cargas parciales y parametros de
solvatacion, esto con ayuda del programa AutoDockTools 1.5.6 [34] con la finalidad
de evaluar la contribucion electrostatica en el reconocimiento; ademas, se
calcularon las cargas parciales de Kollman. Estas modificaciones realizadas en el

PDB se guardaron en archivos con extensiéon *.pdbqt.

34



Estudio in silico e in vitro del compuesto acido 5-{[(2E)-3-bromo-3-carboxiprop-2-enoillamino}-2-hidroxibenzoico
como posible inhibidor de la fosfolipasa secretora humana.

esoss (FLA:(B) 1 MOTFGRLVNTISGVINLY SNPFRVKEVAVADY T53 DRVIEZECOLILYONT 50
EXDO3S A P P S o
px0oss_ IPLAJIB) 51 peRIMOCVLVNPRNSQIGFALPOLELEADALVNFHOYSSOLLPFYESSPG 100
EMDOSS_00) L e 50 1 5 0 S SO B P D 0 0 B S S S 5 O S B 0
pmoss_ (FLANB) 101 vLMTEVLOMLIDLIRNNP SWSVANLAVELGIRECTHNIRI ISCANCAENE 150
ZMBO33_001 | G TP S ——— o
waoss_ (FLANDB) 151 rocTrimiachycnor LveLvoYCnTOMOVTIDYKGETVINYAVOGDNSG 200
EMDOSS_001 e ————— o
paoss_ PLATB) 201 viLoLLomavAGLNGVINGOLT PLNLACOLOKCEMVAVLLLENARCNING 250
EMDOSS_00) ] csccsscsssssscssssscEEEEEEETeEEeERsERETEEEEEREEEES o
wmoss, (FLANE) 251 PHGYPIMIAMKFSQKGCAEMIISMDISQINIKDPRYGASPLUWANNALIA 100
EMBOSS_00) LT L R o
pwmoss, (FLAB) 301 mMiixmconvisTssAGNTALNVAVIANRYDCAIVLLTNGANADARGENG 350
EMBOSS_00) | RN NN NSNS SRR e R RER RN e o
mmoss_ PLATB)  5o1 nretntansnonvenisALIVIGAZVDIPNOYGETPTFLASKIGRLVIRE 400
EMBOSS_00) R mememmeessmeeennm——. —m———— ceemmmeemn——— 0
KMDO3S_ PLAB) 401 ATLTLLRTVOAZYCEPPINGVPARGOSANPHNPTILERAQPPPISLINLE 450
EMBOSS_00) T T R 0
pooss_ PLAB) 451 roomorsranearinonmorsbnonLicLoo6avkeLITIOLLIAL 500
(AR R R AR AR R AR R R R R R R R D)
EMBOSS_001 I sesnnsnnnnsnanenenssensENDHLLOLOGOOVHOLE I SOLLIAL 2¢
waoss_ IPLAX(B) sor exasevarkoirowvac{sfcoitatarinsxsvanmouyrioorvm 550
(AR RERRRRRRRRRRRA) ERRR RN s
ENBOSS_001 27 EXASGVATKOLIOWVAGZ]00 I LALAILHIXIMAYMAGHYY ~MXDEVIR 75
pmoss_ FUNB) o1 conpyrscrirrrixmercEnTirovAXPRVMLTIGTLIDRGPALLILIR €00
(AR R R R R R R R R R R R R R R A R R R R R R R A R R R R R AR R R R R R R RN
EMBOSS_001 7¢ GIRPYLSOPLEEFLYREPCENTIMTOVRAKPKVMLTOTLIDROPARLMLIR 128
waoss_ FLANB)  cor wvoaprrvREPAINGHVNLAPPAGPIDOLVWRAARISGAAPTYIRINGRY €50
I (AR R AR R R AR R RN R R R R
EMBOSS_001 126 NYDA====snneenennensPPAQPIDOLVNIAARSSGAAPTY PRINGRY 189
mwoss_ FLAXD) 451 LLANNPTLOAMTE INEYNQOLIRKGOANKVKKLSIVVSLOTGRIPO 700
(R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R AR R R R R R R A
EMBOSS_001 160 LLANNPTLOAMTE IHEYNODLIRKGOANKVIKKLSIVVSLOTORSIO 209
o33, (PLAX(B) 701 VPVICVOVIRPSNPWELAKTVIGAKELGKMVVDCCTDPOGRAVORARAWC 750
: AR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RN
EMBO3S_001 210 VPVICVOVIRPSNIWELAKTVIGAKELCKMVVOCCTDPOGRAVORARARC 259
pmoss_ IFLATB) 751 maverovrminmoLeTDIMLOEVS DIVLVNALWETEVY IYENRELY QKL T 000
AR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RN R R AR R R
EMDOSS_00) 260 EMVOICYIRLNPOLOTDINLOEVSDIVLVNALWE TEVY IYERRELFOKLY 309
r0o3s_ (FLAN(B) oo ouiige 006
3 I
ENBOSS_001 310 oufel- 3

Figura 22. Alineamiento de la secuencia de iPLA2 (8) y la secuencia de aminodcidos del PDB proporcionado por
Yuan-Hao Hsu y colaboradores. Se muestra en rectangulos rojos el inicio y fin de la secuencia proporcionada.
En rectangulos azules se muestran los aminoacidos del sitio activo de la proteina, en donde lo reportado es
S519 y D652, y en la nueva secuencia corresponden a los aminoacidos S45y D161.
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Una vez obtenidos estos archivos *.pdbqt, los cuales provienen de las proteinas con
sus ligandos, se focaliza esta interaccidn colocando las coordenadas X Y Z, de un
aminoacido implicado en el sitio activo, después de ajustar la caja de Grid a
dimensiones 60 x 60 x 60 A, donde todas estas simulaciones de acoplamiento
molecular fueron realizadas utilizando el Algoritmo Genético Lamarckiano, con una
poblacién inicial de 100 individuos aleatorizados y con un numero maximo de
evaluaciones de energia de 1 X 107. Los mapas de afinidad atémica fueron
generados para cada archivo *.pdbqt y por cada atomo encontrado en los ligandos
utilizando el programa AutoGrid 4.0, donde esta informacién fue almacenada en un
archivo con extension *.gpf, el cual es utilizado por dicho programa para que
posteriormente se puedan generar los mapas de afinidad. Estos mapas que se
generan, se utilizan por el programa AutoDock 4.2 para determinar la afinidad de
los ligandos (inhibidores) por el receptor (PLA2), archivo con extensién *.dlg, donde
los complejos formados tridimensionalmente inhibidor-fosfolipasa, se visualizaron y
analizaron utilizando el programa AutoDock Tools, considerando las diferentes
interacciones formadas en cada complejo, asi como los residuos de sitio activo
Algunos parametros a considerar durante el analisis, son los criterios para la
seleccion de las moléculas; uno de ellos es el valor de delta G (AG de la disposicion
espacial en la interacciéon de las 100 conformaciones con menor energia.

El trabajo computacional fue realizado mediante CUDA con una computadora Linux
Intel Core i7-980x 3.33 GHz Linux con 12 GB de RAM, (2x) tarjetas de video NVIDIA
Geforce GTX580 y una (1x) tarjeta de video NVIDIA Geforce GTX560.

EVALUACION DEL METODO

Para llevar a cabo la evaluacion del método, es decir corroborar que nuestros
ligandos se unen al sitio activo, se realiz6 el acoplamiento molecular dirigido al sitio
activo con compuestos ya reportados que cumplen con la caracteristica de ser

selectivos para cada una de las proteinas.
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FOSFOLIPASA Az CITOSOLICA

Se llevo a cabo la validacién con la proteina cristalizada con cédigo PDB: 1CJY, la
cual es solo la apoproteina, es decir, el cristal no tiene algun compuesto o inhibidor
unido.

Sin embargo, existe un estudio con dicha proteina que utilizaremos para la
validacién de nuestro método, en el cual el ligando es una oxoamida (PLAC7) y se

encuentra unido en el sitio activo, S228 y D549 [13].

FOSFOLIPASA A2 SECRETORA

Para la validacion del método para la sPLA2, se utilizo la proteina cristalizada con
coédigo PDB: 1DB4. Una vez obtenido el archivo, se utilizé un editor de texto para
poder generar 2 archivos mas, el primero de ellos corresponde a la proteina 1DB4
y el segundo corresponde al ligando que fue el indol. [19]. Una vez obtenidos los

archivos se utilizé AutoDock Tools para realizar el acoplamiento molecular.

FOSFOLIPASA A2 INDEPENDIENTE

Para el caso de la fosfolipasa iPLA2B, se realiz6 un acoplamiento molecular dirigido
con el PDB ya proporcionado [32]. Dicha validacion se realizé con el compuesto
PLAC9, el cual es un inhibidor que pertenece a una fluorocetona, la 1,1,1,3-
tetrafluoro-7-fenilheptan-2-ona (PHFK), que se une en el sitio activo de la proteina
con los aminoacidos S519 Y D652 [32].

VISUALIZACION DE LAS INTERACCIONES

Para las visualizaciones de las interacciones se utilizaron los programas: PyMOL vy
BIOVIA DISCOVERY STUDIO VISUALIZER.

ESTUDIO in vitro.

Para realizar el estudio in vitro, se utilizé un kit comercial “EnzChek Phospholipase

A2 Assay Kit”, que utiliza como enzima la PLA2 de veneno de abeja [35].
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Se llevo a cabo un alineamiento de PLA2 de veneno de abeja y la PLA2 humana
para saber qué porcentaje tienen de similitud. Para ello se utilizo la base de datos
BRENDA [36] para obtener el PDB de la PLA2 de veneno de abeja (PDB 1POC)
[37] y el PDB de la PLA2 humana (PDB 3U8B) [38].

Una vez obtenidos ambos PDB’s se alinearon ambas secuencias mediante BLAST
protein-protein de NCBI [39] (Figura 23) y, como se observa, tienen un 45% de
identidad, lo cual indica que se tienen una similitud en la funcion. Por otra parte se
tiene un E-value de 0.004, que indica que este alineamiento es significativo y

ademas los genes son homologos.

Este kit esta disefiado para una monitorizacién continua de la fosfolipasa A2 (PLA2)
por un método fluorométrico. El sustrato que se utiliza (Red/Green BODIPY PC-A2)
es selectivo para PLA2, y proporciona una monitorizacion rapida en tiempo real, ya
que es sensible y continua ante la actividad de la enzima PLA2 para su analisis
rapido, sencillo y directo, al utilizar instrumentos automatizados. Con este ensayo
enzimatico se puede detectar una sefal basada en una deteccion radiométrica o
una deteccién de la intensidad, con alta sensibilidad y una alta especificidad para
PLA>.

En nuestro caso se llevd a cabo la medicion de la actividad de la PLAz a través de
la medicién de la fluorescencia, usando un lector de microplacas con un rango de
excitacion de 450-490nm y emisién de fluorescencia aproximadamente de 515nm
y 575nm.

Dicho estudio se realizé con el objetivo de evaluar la actividad de la fosfolipasa ante
su interaccién con el ligando PLAC15 para inhibir PLA2 de abeja por método
fluorométrico. Es importante establecer que se utilizé la indometacina como un
compuesto de referencia para corroborar que existe una actividad, en este caso una
inhibicion de la proteina, ya que se ha reportado que la indometacina inhibe la
actividad de la PLA2, y su ICs0 es de 35 uM.
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Figura 23. Alineamiento de las secuencias de PLA2 de humano (Query) y de abeja (sbjct). [39]
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Para llevar a cabo dicha evaluacion se lleva a cabo la preparacién del kit de la PLA2,

como se muestra en la Tabla 3, con base a sus especificaciones.

Los calculos y el diagrama general se encuentran en el Anexo 1.

Tabla 3 Preparacion de reactivos necesarios para llevar a cabo la reaccion

FOSFOLIPASA | AGREGAR 80 puL
A2 BUFFER 1X
DOPG AGREGAR 100 pL | Tomar 6 LIPID MIX
ETANOL ML
DOPC AGREGAR 100 uL | Tomar 6 uL SOLUCION MAYOR
ETANOL 18uL + 982 pL
SUSTRATO AGREGAR 40 L | Tomar6 uL
PLA2 1Mm DMSO
Llevar a 1000 mL
SUSTRATO 5mL Buffer de
reaccion 1x PLA2+ 50
LIPOSOMA uL LIPID MIX

Tabla 4 Secuencia de la adicion de los reactivos y sus cantidades en microplaca

para PLAC15

SISTEMAS COMPUESTO PLAC15

Sistemas de diluciones

0.1 Mm

100mM

MUESTRA BUFFER | PLA2 | LIPID

MIX

Control+ 48 uL 50 uL
Control - 50 pL
Dilucion 1 48 pL
Dilucién 2 48 pL
Dilucion 3 48 uL
Dilucién 4 48 pL

Incubar 10 min protegido de la luz

Rango exitacion 450-490 nm

emision 515-575nm
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Tabla 5 Secuencia de la adicion de los reactivos y sus cantidades en microplaca
para PLAC16

SISTEMAS PLAC16

MUESTRA BUFFER | PLA2 | LIPID Sistemas de diluciones
MIX 0.1 Mm

Control + 48 uL

Control - 50 uL

Dilucion 1 48 uL

Dilucion 2 48 uL

Dilucion 3 48 uL

Dilucion 4 48 uL

Incubar 10 min protegido de la luz

Rango exitacion 450-490 nm  emisién 515-575nm
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RESULTADOS

SELECCION Y PREPARACION DE LAS PROTEINAS

Para llevar a cabo la seleccion de las proteinas, se recurrié a la busqueda de las
secuencias (Figura 24) y para que éstas fueran seleccionadas, se tomo en cuenta

que no presentaran mutaciones (Tabla 6).

{I\ﬂ DB4:A[PDBID|CHAIN|SEQUENCE NLVNFHRMIKLTTGKEAALSY GFYGCHCGVGGRGSPKDATDRCCVTHDCCYKRLEKRGCGTKFL
SYKFSNSGSRITCAKQDSCRSQLCECDKAAATCFARNKTTYNKKYQYYSNKHCRGSTPRC

B

>1CJY:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

MSFIDPYQHIIVEHQY SHKFTVVWLRATKVTKGAFGDMLDTPDPYVELFISTTPDSRKRTRHFNNDINPVWNETFEFILDPNQENVLEITLMDANYVMDE
TLGTATFTVSSMKVGEKKEVPFIFNQVTEMVLEMSLEVCSCPDLRFSMALCDQEKTFRQAQRKEHIRESMKKLLGPKNSEGLHSARDVPVVAILGSGGG
FRAMVGFSGVMKALYESGILDCATYVAGLSGSTWYMSTLY SHPDFPEKGPEEINEELMKNVSHNPLLLLTPQKVKRYVESLWKKKSSGQPVTFTDIFG
MLIGETLIHNRMNTTLSSLKEKVNTAQCPLPLFTCLHVKPDVSELMFADWVEFSPYEIGMAKY GTFMAPDLFGSKFFMGTVVKKYEENPLHFLMGVWG
SAFSILFNRVLGVSGSQSRGSTMEEELENITTKHIVSNDSSDSDDESHEPKGTENEDAGSDYQSDNQASWIHRMIMALVSDSALFNTREGRAGKVHNF
MLGLNLNTSYPLSPLSDFATQDSFDDDELDAAVADPDEFERIYEPLDVKSKKIHVVDSGLTFNLPYPLILRPQRGYDLIISFDFSARPSDSSPPFKELLLAE
KWAKMNKLPFPKIDPYVFDREGLKECYVFKPKNPDMEKDCPTIIHFVLANINFRKYKAPGVPRETEEEKEIADFDIFDDPESPFSTFNFQYPNQAFKRLH
DLMHFNTLNNIDVIKEAMVESIEYRR QNPSRCSVSLSNVEARRFFNKEFLSKPKA

>1CJY:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
MSFIDPYQHIIVEHQYSHKFTVVVLRATKVTKGAFGDMLDTPDPYVELFISTTPDSRKRTRHFNNDINPVWNETFEFILDPNQENVLEITLMDANYVMDE
TLGTATFTVSSMKVGEKKEVPFIFNQVTEMVLEMSLEVCSCPDLRFSMALCDQEKTFRQQRKEHIRESMKKLLGPKNSEGLHSARDVPVVAILGSGGF
RAMVGFSGVMKALYESGILDCATYVAGLSGSTWYMSTLYSHPDFPEKGPEEINEELMKNVSHNPLLLLTPQKVKRYVESLWKKKSSGQPVTFTDIFGM
LIGETLIHNRMNTTLSSLKEKVNTAQCPLPLFTCLHVKPDVSELMFADWVEFSPYEIGMAKYGTFMAPDLFGSKFFMGTVVKKYEENPLHFLMGVYWGS
AFSILFNRVLGVSGSQSRGSTMEEELENITTKHIVSNDSSDSDDESHEPKGTENEDAGSDYQSDNQASWIHRMIMALYSDSALFNTREGRAGKVHNF
MLGLNLNTSYPLSPLSDFATQDSFDDDEL DAAVADPDEFERIYEPLDVKSKKIHVVDSGLTFNLPYPLILRPQRGVDLIISFDFSARPSDSSPPFKELLLAE
KWAKMNKLPFPKIDPYVFDREGLKECYVFKPKNPDMEKDCPTIIHFVLANINFRKYKAPGVPRETEEEKEIADFDIFDDPESPFSTENFQYPNQAFKRLH
DLMHFNTLNNIDVIKEAMVESIEYRR QNPSRCSVSLSNVEARRFFNKEFLSKPKA

c

>NP_001004426.1

MQFFGRLVNTFSGVTNLFSNPFRVKEVAVADY TSSDRVREEGQLILFQNTPNRTWDCVLYNPRNSQSGFRLFQLELEADALVNFHQYSSQLLPFYESS
PQVLHTEVLQHLTDLIRNHPSWSVAHLAVELGIRECFHHSRIISCANCAENEEGCTPLHLACRKGDGEILVELYQYCHTQMDVTDYKGETVFHYAVQGD
NSQVLQLLGRNAVAGLNQVNNQGLTPLHLACQLGKQEMVRVLLLCNARCNIMGPNGYPIHSAMKF SQKGCAEMIISMDSSQIHSKDPRYGASPLHWA
KNAEMARMLLKRGCNVNSTSSAGNTALHVAVMRNRFDCAIVLLTHGANADARGEHGNTPLHLAMSKDNVEMIKALIVFGAEVDTPNDFGETPTFLASKI
GRQLQDLMHISRARKPAFILGSMRDEKRTHDHLLCLDGGGVKGLINQLLIAIEKASGVATKDLFDWVAGTSTGGILALAILHSKSMAYMRGMYFRM
KDEVFRGSRPYESGPLEEFLKREFGEHTKMTDVRKPKVMLTGTLSDRQPAELHLFRNYDAPETVREPRFNQNVNLRPPAQPSDQLVWRAARSSGAA
PTYFRPNGRFLDGGLLANNPTLDAMTEIHEYNQDLIRKGQANKVKKLSIVVSLGTGRSPQVPVTCVDVFRPSNPWELAKTVFGAKELGKMVVDCCTD
PDGRAVDRARAWCEMVGIQYFRLNPQLGTDIMLDEVSDTVLVNALWETEVYIYEHREEFQKLIQLLLSP

Figura 24. Secuencia de las proteinas utilizadas para el estudio in silico. (A) Corresponde a la PLA2 secretora
H27 y D48 (PLA2G2A) [18]. (B) Corresponde a la PLA: citosdlica, donde se muestran las 2 cadenas que
componen a esta proteina, de las cuales se utilizo solo la cadena A, ya que contiene el sitio catalitico, que
corresponde a los aminoacidos S228, D549 y R200 [16]. (C) Corresponde a la secuencia de la PLA:2
independiente de calcio, sin embargo no hay un cristal reportado [32]
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Tabla 6 Secuencias de la PLA> humana seleccionadas

PLA PDB NP

PLA2g2a
SECRETORA 1DB4

cPLAzxa
CITOSOLICA 1CJY 001155201

iPLA2B ,
No hay cristal 001004426.1
INDEPENDIENTE

ACOPLAMIENTO MOLECULAR ENTRE LOS LIGANDOS SELECCIONADOS Y
CADA DE UNA DE LAS PROTEINAS

Antes de realizar el estudio de la interaccién de cada una de las fosfolipasas con los

16 ligandos ya mencionados en las Tablas 1y 2, se hizo la validacion del método.

VALIDACION DEL METODO

Para saber que los parametros utilizados en el acoplamiento molecular son
adecuados, se llevo a cabo la validacion de la interaccion del ligando de referencia

con cada una de las proteinas.

FOSFOLIPASA CITOSOLICA

Para llevar a cabo el método de validaciéon de cPLA2 se hizo un acoplamiento
molecular de la proteina nativa 1CJY con un compuesto ya conocido PLAC9, con
el fin de demostrar que nuestro método es similar a los estudios que ya existen de

esta proteina.

Cabe destacar que para hacer el acoplamiento molecular, no se utilizé la proteina

cristalizada que tuviera un ligando y con ello verificar que se tiene una union similar.
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Es por eso que la validacion se hizo empleando un compuesto con el que ya ha sido

reportada su interaccion en el sitio activo de la enzima por métodos in silico.

Como se puede ver en la Figura 24 de lado izquierdo, el compuesto 2-oxoamida
interactua con los 3 residuos de aminoacidos del sitio activo R200, S228 y D549.
Sin embargo, este complejo proteina-ligando fue generado por una simulacion de
dinamica molecular, lo cual es importante tener en cuenta, ya que puede ser que en
este estudio no se tengan las mismas interacciones debido a que no se realizd
dinamica molecular, en donde la proteina adquiere diferentes conformaciones [13],
de tal modo, que al hacer el acoplamiento molecular, como se observa en la figura
25 de lado derecho, si existe una unién a los 3 residuos de aminoacidos del sitio

activo, pero no se observo la misma orientacion de los aminoacidos.
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Figura 25 Caracterizacion de la unién del compuesto 2-OXOMAIDA (PLAC9) al sitio activo de la cPLA2
mediante Docking. Se muestran los residuos de aminoécidos a 5 A de distancia. (a) Caracterizacion de unién
al sitio catalitico de la cPLA2 [13] (b) Caracterizacién de unién al sitio catalitico por Docking dirigido a S228,
utilizando una Grid Box 60 x 60 x 60 y coordenadas X: 39.748 Y: -10.870 Z: 563.396
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FOSFOLIPASA SECRETORA

Para la validacion del método con la sPLA2, se utilizd una proteina cristalizada con
el compuesto acido 3-[3-(2-amino-2-oxoetil)-1-benzil-2-metillindol-5-ilJoxipropil
fosfonico, codigo PDB: 8IN (Figura 26) con el cual se pudo corroborar que nuestro

acoplamiento molecular proporciona resultados similares.

0
NH,
N
0
0
Pz0
0

Figura 26 Estructura 8IN.

Como se puede ver en la Figura 27, los dos ligandos que se observan tienen una
conformacién estructural similar a tal grado que se sobreponen, lo que nos indica
que la manera en que se llevd a cabo el acoplamiento de esta proteina, con los 16
compuestos, nos arrojara resultados validos, ya que todos tienen las mismas
condiciones, es decir, que se hizo un acoplamiento molecular focalizado al residuo
D48 y utilizando una Grid Box de 60 x 60 x 60.
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’ 3IN co-cristalizado

o 8IN docking

Figura 27.Conformacion del compuesto 8IN codigo PDB 8IN, en la proteina sPLA2: 8IN cristalizado con la
proteina 1DB4 y la obtenida por acoplamiento molecular

FOSFOLIPASA INDEPENDIENTE DE CALCIO

Finalmente, para la validacion de la iPLA2, se utilizé el compuesto PLAC9, que es
un ligando que pertenece a los inhibidores de fluorocetona (FK), los cuales fueron

disefiados para reconocer el sitio activo SER y también son activos contra cPLA2.

Sin embargo, se ha demostrado que los inhibidores FK son selectivos para iPLA2
frente a cPLA2 y sPLA2 , tras una modificacion del grupo fluorocetona y la adicién
de un residuo terminal hidrofébico, conectado por una cadena media de carbono,

simulando una cadena de acido graso.

Como se puede ver en la Figura 28, al llevar a cabo el acoplamiento molecular
dirigido con la iPLA2, se puede ver que se reproduce de manera similar a lo que ya
habia sido estudiado [32], en donde se ha establecido que el grupo carbonilo del

PLAC9 forma interacciones favorables con los grupos amida de G486 y G487;
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ademas, se crea un “sitio fluorofilico” por K489, N658 y K729, mientras el carbono
alifatico de la cadena esta estabilizado por un estrecho tunel hidrofébico formado
por los residuos T520, F549 y L770. El anillo del grupo fenilo forma un contacto
hidrofébico con los residuos M544, V548, F549 y L560.

"/
!
\ \ ~(
“PHE- 644 X ‘/<
!

J

Figura 28 Caracterizacién de la unién del compuesto PHFK (PLAC9) al sitio activo de la iPLA2 mediante
Docking. Se muestran los residuos de 5 A de radio. (a) Caracterizacién de union al sitio catalitico de la iPLA2
[32]. (b) Caracterizacién de unién al sitio catalitico por acoplamiento molecular dirigido a S519, utilizando una
Grid Box 60 x 60 x 60 y coordenadas X: 39.543 Y: 32.950 Z: 39.020
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ACOPLAMIENTO MOLECULAR

FOSFOLIPASA SECRETORA

Para el caso de la fosfolipasa sPLA2, en el cristal utilizado se conservaron las
moléculas de H20 para llevar a cabo el acoplamiento molecular. Esta reportado que
los compuestos PLACS, PLAC6 y PLAC10 son inhibidores selectivos. Como se
puede observar en la Tabla 7, estos compuestos tienen un AG de -11.41,-9.47 y -
9.31 Kcal/mol, respectivamente, ademas interaccionan con los 2 aminoacidos del
sitio activo H27/D48.

A pesar de que todos los compuestos evaluados interaccionan con H27 y D48, no
todos tuvieron valores de AG favorables, por lo que las interacciones en el sitio
activo de la sPLA2 también fue explorado para los ligandos PLAC13 y PLAC16, ya
que éstos tuvieron un AG entre -9.31 y -11.41 Kcal/mol, respectivamente.

Por otro lado, el compuesto PLAC15, acido 5-{[(2E)-3-bromo-3-carboxiprop-2-
enoillamino}-2-hidroxibenzoico, el cual se ha propuesto en este trabajo como
posible inhibidor de esta enzima en especifico, muestra un AG de -8.52 Kcal/mol;

debido a esto, también fue incluido en el analisis de las interacciones.
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Tabla 7 Interacciones de los ligandos de sPLA2

COMPUESTO AG* RESIDUOS 5 A **
Kcal/mol

PLAC1 -7.24 F48 Y21 G22 C44 C28 H27 G29 Ca 128 G32 G31 V30 F5 L2 D48 H47 Y51 K52 K62 A17
A18 A94 19 H6

PLAC2 -8.8 F48 Y21 G22 C44 C28 H27 G29 Ca 128 H47 V30 D48 G31 Y51 A17 A18 19 H6 F5 V3 L2
K62

PLAC3 -9.12 F48 Y21 G22 C28 C44 G29 H27 Ca128 V30 D48 Y51 H47 A17 A18 19 F5 L2K62

PLAC4 -6.3 F48 19 F5 L2 Y51 K62 A17 H47 Y21 A18 C44 D48 G22 C28 G29 Ca198 V30 H27 G31

PLAC5 -11.41 F48 Y21 G22 C28 C44 G29 H27 Ca128 G31 V30 D48 Y51 H47 A17 A18 19 F5 L2 K52 V3
H6 K62

PLAC6 -9.47 A17 F98 A18 Y21 G22 C28 C44 G29 H27 CA128 V30 D48 G32 G31 Y51 19 F5 L2 K62

PLAC7 -7.47 F98 Y21 G22 C28 C43 C28 C44 H27 A94 G29 Ca198 H47 D48 V30 Y51 A17 A1818 19
H6 F5 L2

PLACS8 -8.55 F98 Y21 G22 C28 H27 G32G31 G29 Ca198 V30 D48 H47 Y51 K52 E55 K62 L2 F5 H6
A18 A17 19

PLAC9 -6.29 F98 Y21 G22 C43 C28 C44 G29 H27 Ca198 V30 G31 D48 H47 Y51 A17 A18 A94 19 F5
L2

PLAC10 -9.31 G31 H27 V30 Ca198 C28 G29 C44 G22 Y21 A17 H6 L2 F5 V3 D48

PLAC11 -9.71 F98 C43 C48 C44 H27 H47 Ca198 D48 G31 Y51 K52 E55 C28 G29 V30 F5 L2 K62

PLAC12 -9.08 F98 C43 C44 H27 H47 D48 Y51 K52 C28 Ca198 V30 G31 G29 C28 Y21

PLAC13 -9.37 E55 K52 Y51 H47 D48 K62 F5 C44 L2 F98 Ca198 V30 G31 H27 G29 C28 Y21

PLAC14 -8.7 F98 Y21 C28 C44 H27 G29 H47 Ca198 V30 D48 G31 K52 Y51 E55 F5 L2 K62

PLAC15 -8.52 F98 Y21 G22 C28 C44 G29 H47 H27 Ca198 V30 D48 G32 G31 Y51 19 F5 L2 K62

PLAC16 -9.49 F98 19 A17 Y21 A18 G22 F23 C44 C28 H27 G29 Ca198 V30 G31 F5 H47 L2 D48 Y51
K52 K62

*AG del primer conférmero ligando-proteina (PDB 1DB4).
**Unidén con residuos del sitio activo de la proteina. Obtenidos con el programa PyMOL [40]
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Figura 29. Interaccion del compuesto selectivo PLAC5, manoalido con la sPLA2, el cual tiene un AG de -11.41
Se muestra la estructura de la Norleucina de color negro. .Se encuentran los residuos del sitio activo de color
amarillo, His 27 y Asp 48. De color rosa se muestran las interacciones m (Pi) y sus distancias en A [41].

El compuesto PLACS5 (Figura 29) es selectivo para esta fosfolipasa, y tiene el mejor
valor de AG de -11.41kcal/mol, en comparacion con el resto de los compuestos

analizados e interacciona con los residuos del sitio activo de la proteina.

FOSFOLIPASA CITOSOLICA

Para el caso de la cPLA2, los compuestos que se han reportado y que son selectivos
e inhiben la accién de la cPLA2, son PLAC1, PLAC2, PLAC7 y PLACS.

Sin embargo, como se observa en la Tabla 8, respecto a estos compuestos
selectivos, el que tiene mejor valor de AG es el PLACS8, pero no interactua con

ninguno de los residuos del sitio activo (Figura 30)
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Por otro lado, el compuesto selectivo PLAC7 que también es selectivo (Figura 31)
tiene un AG de -5.34kcal/mol, interactua con los 3 residuos del sitio activo: S228
R200 D549. Este compuesto se utilizé para la validacién del método, sabiendo que

éste es un compuesto selectivo ya estudiado.
Cabe destacar que los resultados que se presentan en la Tabla 8, son obtenidos

por PyMOL Molecular Visualization [40] y pueden ser un poco diferentes a los

obtenidos con el visualizador Discovery Studio [41]
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Tabla 8 Interacciones de los ligandos de cPLA>

AG*
COMPUESTO RESIDUOS 5°
Kcal/mol

PLACT 5.31 L592 K588 E589 F554 T553 M342 E340 L341 N555 G551 L552 E422 D549 L421 1424 A396
’ F397 S577 F576 A578 G196 G197 S228 E418 M417 G198 T680 R200

PLAC2 5.66 G196 N555 G197 R200 F576 S577 T680 E589 A578 G551 F554 L592 M417 G418 L552
’ T553 L421 E422 L341 1424 N423 T426 E34 T425 S339

PLAC3 -7.21 E478 T416 F681 T680 S679 F678 F671 S676 A578 R579 P580

PLAC4 475 L227 S228 D549 S550 F397 A396 G196 G198 G551 L552 R200 G197 N555 F576 T680
: S577 E589 A278 0417 E418 K588 L421

PLACS 764 N687 F690 Q688 A689 R692 P686 Y685 Q684 F683 N262 L264 F678 P677 N682 S679
’ S676 F681 V404 L405 E675

PLAC6 5.97 L421 L492 G229 S228 D549 R200 S550 G196 G198 G197 F576 F397 A396 G551 N555
’ T680 S577 A578 R579 P580 M417 E418 L5521.421

PLACT 534 L227 S228 G198 G196 R200 G197 F576 T680 N555 S577 A578 K588 D549 F397 A396
: G551 F554 M417 E418 L552 T553 L421 E422 N423 1424 L341 T426 T425 E340 S339

PLACS 9.52 R692 Q688 A689 N262 F683 Q684 L264 F678 P677 1670 S676 F671 F668 D669 T416 S415
: E675 D673 D672 P674 N682 S679 R579 F681 V404 L405 M417 R403

PLACY 4.94 L227 S228 G196 G198 G197 T680 E589 R200 F576 S777 A578 N555 F397 G551 F554
’ M417 E418 A396 L552 T553 L421

PLAC10 528 L227 S228 D549 A396 F397 G196 G198 G197 R200 T680 F576 S777 A578 G551 N555
: L552 T553 F554 L341 E340 1424 L592 M417 E418 E589 L421 E422

PLAC11 -6.83 R403 V404 L264 F681 N682 F683 Q684 P677 S676

PLAC12 -6.82 F683 F678 L284 P677 N262 S276 Q684 S679 N682 E675 F681 P674 V404 S415 R403

PLAC13 -7.02 P263 P677 L264 S679 N262 S676 F683 Q684 E675 N682 S415 F681 V404 L405 R403

P263 P677 N262 L264 Q684 F683 L405 V404 N682 R403 F681 F678 S679 S676 E675
PLAC14 -6.94
P674 S415

PLAC15 -5.43 R403 T416 S415 V404 L405 F681 T680 S679 N682 F683 Q684 N262 L264 P263

PLAC16 6.64 S228 D549 S195 G196 G198 R200 G197 N555 G551 F397 A396 S577 F576 T680 L552
’ A578 M417 E418 L421 K588 E419 E422
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Figura 30. Interaccion con el compuesto reversible PLAC8 con la cPLA2, con un AG de -9.52kal/mol. Se observa
la estructura del compuesto en color gris y en esferas de color verde y lila los residuos de la proteina. [41]
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Figura 31. Interaccién con el compuesto selectivo PLAC7 2-oxoamida con la cPLAz, el cual tiene un AG de -
5.34 Kcal/mol. Se observa la estructura del compuesto en color gris y en esferas de color verde se muestran
los residuos de la proteina con los que interactia el compuesto. Se observa una esfera de color violeta, los

residuos del sitio activo con el cual se encuentra interaccionando el compuesto. [41]
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FOSFOLIPASA INDEPENDIENTE DE Ca?*

Finalmente, para el caso de la iPLA2 se tienen 3 compuestos selectivos que son
PLAC3 (Bromoenol lactona), el cual tiene un AG de -4.34 kcal/mol; el segundo
compuesto selectivo es el PLAC4 (pentafluorometilcetona), el cual tiene un AG de -
3.78 kca/mol vy el tercer compuesto selectivo es PLAC9 que es el 1,11, 3 -
tetrafluoro-7-fenilhepta-2-ona, el cual tiene un AG de -3.92 kcal/mol y se unen a
los 2 residuos del sitio activo que son S519 y D636.

Con los resultados anteriores, se puede decir que de los compuestos selectivos
para dicha proteina, el PLAC3 es el mejor compuesto a utilizar para inhibir esta

proteina.

Por otra parte como se observa en la Tabla 9, el mejor valor al comparar todos los
compuestos, es el PLAC15 con un AG de -4.6 kcal/mol.
Es importante saber que los valores de AG positivos se descartan, ya que entre mas

negativo es el valor, mayor es la afinidad entre el ligando y la proteina.
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Tabla 9 Interacciones de los ligandos de iPLA>

AG*
*k
COMPUESTO Keal/mol RESIDUOS 5A
PLAC1 0.64 V623 L627 G628 N642 K713 G712 G486 K489 D636 G487 V488 L754 P625 D755 A624 A623 Y627
. F628 F549 L560 R619 A168 A617 M574 G622 Y541 S519 T520 S521 M583 F522 1523 L526
PLAC2 477 D751 M753 L754 D755 V715 T679 V716 N642 D484 K713 K489 G712 G486 V488 G487 L639 G638
: G485 G521 T518 G637 G522 S519
PLAC3 434 L560 A618 R619 S621 G622 F628 A623 D636 Y627 A624 G638 D756 V716 L755 K713 F549 S519 1523
’ T520 T518 G521 G485 G487 V488 N642 G486
PLAC4 3.78 V716 G712 K713 G638 D636 P625 A624 S519 S621 G486 A623 G622 T520 A618 L716 K489 G487
) Y627 1523 F628 A618 R619 D756 V488 Y541 F549 M540 L560
PLAC5 178 L639 G637 D636 N642 G638 S621 T44 S519 G521 G622 A623 A24 R625 1523 T520 L560 G485 A624
. V716 P625 G712 K713 F628 G486 Y627 K489 V488 Y555 F549 V716 G712 K713 L755 D756 D752
PLACG 0.1 L639 G637 N168 G638 D636 S621 S519 A618 V716 G712 K713 P151 A624 G486 A123 G122 T520
) 1523 R619 G487 F628 Y627 K489 L280 D277 M754 D756 Y555 F549 L560
V715 V716 K713 G712 M753 L754 D755 A641 N642 L639 D484 G638 G637 T518 G485 G486 K489
PLAC7 6.62 G521 S519 D636 T520 L635 1523 S621 G487 V488 P625 A624 Y541 Y627 M540 F628 F549 L560
G622 A623 A618 R619
L639 G238 V716 T620 G638 G637 T585 LF599 N648 L584 F599 N648 D636 K713 P151 A624 L755
PLAC8 168.92 M754 D756 G757 G486 Y627 T679 D756 G757 G486 Y627 T679 F628 G187 V488 Y55 F549 Y541
M540 2545 A1232 D484 G485 G622 S519 T518 S121 G517
R600 N601 F599 T575 M574 K573 V582 V614 T572 M109 K107 D102 G522 V103 V41 L526 A531
PLAC9 -3.92
F568 K532
PLAC10 1.33 V715 V716 K713 G712 D751 M502 D755 L639 N642 G538 G637 G485 G486 K489 D625 A624 G486
) V487 T520 D636 S519 S621 G622 A623 1523 F628 R619 A618 F549 L560 L566
PLAC11 275 D484 K489 N642 A641 V716 G521 G522 Y541 1523 G485 T518 T520 G486 V488 S519 G638 G637
. G487 T585 K713 L754 D755 D636 S621 G622 A618 A624 A623Y627 R619 F549 F628 L560
PLAC12 0.23 K713 V242 A641 G638 N582 G637 T585 L110 L754 D755 A624 G486 L489 Y627 G487 V488 F628
. Y541 F549 L560 D636 D484 T518 G485 A623 S519 S621 G521 G622 T520 G522 1523 R619 A618
PLAC13 176 V716 N642 D484 K713 G485 G486 G521 G638 T518 G637 K489 L754 V488 L755 Y541 G487 T520
. S519 D636 A624 1523 S621 G622 A623 Y627 R625 F628 F549 L560
PLAC14 -0.21 N642 V716 D484 K713 G485 G521 G486 T520 K489 L754 G487 G488 D755 Y541 G638 G637 T518
) G522 S519 D636 A624 1523 A624 S621 G622 A623 A618 R619 Y627 F489 L560 F549
R600 N601 F599 T101 M574 K573 V582 V614 T572 M583 K581 D576 G522 V577 V515 L526 A531
PLAC15 -4.6
F568 K532
PLAC16 47 R619 A618 F628 L560 S621 A623 G622 1523 F549 Y627 T 520 G521 G487 V488 D755 Y541 T385
. D636 S519 A624 T518 P625 G637 T518 P625 G485 G486 L755 G638 N642 G712 V716 K713 D717

*AG del primer conférmero ligando-proteina
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EVALUACION in vitro

Para llevar a cabo la evaluacion in vitro, se utilizé como compuesto de referencia la
indometacina, la cual se ha reportado como inhibidor de PLA:2 en fluido sinovial de
humano (IC 50 de 35 uM) [44]. Sin embargo, como se puede observar en las tablas
10 y 11, solo se utilizé una concentracion de 1 uM, ya que al preparar los sistemas
cercanos al IC 50 de la indometacina, dichos compuestos C1 (acido 5-{[(2E)-3-
bromo-3-carboxiprop-2-enoillamino}-2-hidroxibenzoico) e indometacina, no se
disolvieron completamente, de tal manera que se hizo un ajuste a las

concentraciones para favorecer la solubilidad de los compuestos.

Tabla 10 Fluorescencia del PLAC15

MUESTRA ABSORCION (nm)

control negativo 1128 1142 1135 0

Enzima 39717 42339 41028 39893 100 0
C1 (1uM) 41992 29724 35858 34723 87.0403329 | 12.9596671

Tabla 11 Fluorescencia de Indometacina PLAC16

MUESTRA ABSORCION (nm)

control negativo 1128 1142 1135 0

Enzima 39717 42339 41028 39893 100 0
IND (1uM) 22101 30547 26324 25189 63.1414033 | 36.8585967

Gracias a las absorciones obtenidas en la tabla 10 y 11, se construyé la grafica 1,
en la cual se observa el porcentaje de actividad que tiene la enzima, que es del
100%. Sin embargo al interactuar con el compuesto C1 (1uM) se observa que la
actividad de la enzima ha reducido alrededor del 13%, lo que indica que el
compuesto efectivamente inhibe la actividad de la enzima PLA2. Por otro lado se
observa que el compuesto de referencia, que en este caso es la indometacina (1uM)

reduce la actividad hasta un 63%.
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Grafica 1 Porcentaje de la actividad de la enzima PLA:2 al interactuar con el compuesto C1 (1uM) y

la indometacina (1uM) mediante fluorometria.

La actividad de la enzima con el compuesto C1 es inhibida un 13% y en

comparaciéon con la indometacina, la inhibicion es alrededor del 37%.

DISCUSION
Las fosfolipasas A2, bajo condiciones fisiolégicas ayudan a mantener la estructura

de las membranas y su funcién mediante la remocién de fosfolipidos dafnados. Sin
embargo, en condiciones patoldgicas, existe un aumento de su actividad y con ello
el incremento de la generacion de acidos grasos y lisofosfolipidos, los cuales
pueden ser metabolizados a mensajeros secundarios y en metabolitos que
contribuyen a un dafo neuronal.

Por ejemplo, el AA, es metabolizado por COX vy lipoxigenasa (LO) en
prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos y lipoxinas. Dichos productos,
conocidos como eicosanoides que se encuentran involucrados en diversas
actividades  biolégicas, por ejemplo en inflamacion, vasodilatacion,
vasoconstriccién, por mencionar algunas.

También existe un proceso de oxidacion del AA del cual derivan aquellos
biomarcadores de lipoperoxidacion, como isoprostanos e isofuranos, de tal manera
que tras el conocimiento de las diversas funciones que tiene dicha enzima,
principalmente en condiciones patologicas, se han desarrollado inhibidores

selectivos para cada una de las PLA2 (Tabla 1), sin embargo, no se han tomado en

57



Estudio in silico e in vitro del compuesto acido 5-{[(2E)-3-bromo-3-carboxiprop-2-enoilJamino}-2-hidroxibenzoico
como posible inhibidor de la fosfolipasa secretora humana.

cuenta como tratamiento, ya que algunos han presentado toxicidad y otros aunque
se dice que son inhibidores selectivos, actuan inhibiendo dos PLA:2 diferentes.

Al llevar a cabo el estudio in silico de diferentes inhibidores, algunos ya reportados,
podemos ver que efectivamente algunos compuestos pueden actuar en el sitio
activo de otra PLA2.

FOSFOLIPASA SECRETORA

Como se ve en la Tabla 12, los compuestos que ya estan reportados como
selectivos para las tres fosfolipasas sPLA2, cPLA2 y la fosfolipasa iPLAz2, ninguno
de ellos es selectivo, es decir, que todos los compuestos actuan en el sitio activo de

las 3 fosfolipasas.
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Tabla 12 Comparacion de los compuestos selectivos de cada PLA?

COMPUESTO RESIDUOS 5 A sPLA2 AG* Keal/mol RESIDUOS 5A cPLA2 AG* Keal/mol RESIDUOS 5A iPLA2 AG* Keal/mol
PLACT F48 Y21 G22 C44 C28 H27 G29 Ca 128 7.24 L592 K588 E589 F554 T553 M342 E340 L341 N555 -5.31 V623 1627 G628 N642 K713 G712 G486 K489 D636 G487 V488 L754 0.64
G32 G31 V30 F5 L2 D48 H47 Y51 K52 G551 L552 E422 D549 L421 1424 A396 F397 S577 F576 P625 D755 A624 A623 Y627 F628 F549 L560 R619 A168 A617 M574 G622
K62 A17 A18 A94 19 HB A578 G196 G197 S228 E418 M417 G198 T680 R200 Y541 519 T520 S521 M583 F522 1523 L526
PLAC2 F48 Y21 G22 C44 C28 H27 G29 Ca 128 -8.8 G196 N555 G197 R200 F576 S577 T680 E589 A578 -5.66 D751 M753 L754 D755 V715 T679 V716 N642 D484 K713 K489 G712 477
H47 V30 D48 G31 Y51 A17 A18 19 H6 G551 F554 L592 M417 G418 L552 T553 L421 E422 G486 V488 G487 L639 G638 G485 G521 T518 G637 G522 S519
F5 V3 L2 K62 1341 1424 N423 T426 E34 T425 S339
PLAC3 F48 Y21 G22 C28 C44 G29 H27 Ca128 9.12 E478 T416 F681 T680 S679 F678 F671 S676 A578 7.21 L560 AB18 R619 S621 G622 F628 A623 D636 Y627 A624 G638 D756 V716 4,34
V30 D48 Y51 H47 A17 A18 19 F5 L2K62 R579 P580 L755 K713 F549 S519 1523 T520 T518 G521 G485 G487 V488 N642 G486
PLAC4 F48 19 F5 L2 Y51 K62 A17 H47 Y21 A18 -6.3 L227 S228 D549 S550 F397 A396 G196 G198 G551 475 V716 G712 K713 G638 D636 P625 A624 S519 S621 G486 A623 G622 -3.78
C44 D48 G22 C28 G29 Ca198 V30 H27 L552 R200 G197 N555 F576 T680 S577 E589 A278 T520 A618 L716 K489 G487 Y627 1523 F628 A618 R619 D756 V488 Y541
G31 0417 E418 K588 L421 F549 M540 L560
PLAC5 F48 Y21 G22 C28 C44 G29 H27 Ca128 A1.41 N687 F690 Q688 AG89 R692 P686 Y685 Q684 F683 7.64 L639 G637 D636 N642 G638 S621 T44 S519 G521 G622 A623 A24 R625 1.78
G31V30 D48 Y51 H47 A17 A18 19 F5 N262 L264 F678 P677 N682 S679 S676 F681 V404 1523 T520 L560 G485 A624 V716 P625 G712 K713 F628 G486 Y627 K489
L2 K52 V3 H6 K62 L405 E675 V488 Y555 F549 V716 G712 K713 L755 D756 D752
PLAC6 A17 F98 A18 Y21 G22 C28 C44 G29 -9.47 L421 L492 G229 $228 D549 S550 G196 G198 R200 -5.97 L639 G637 N168 G638 D636 S621 S519 AG18 V716 G712 K713 P151 A624 -0.1
H27 CA128 V30 D48 G32 G31 Y51 19 G197 F576 F397 A396 G551 N555 T680 S577 A578 G486 A123 G122 T520 1523 R619 G487 F628 Y627 K489 L280 D277 M754
F5 L2 K62 R579 P580 M417 E418 L552L421 D756 Y555 F549 L560
PLACT7 F98 Y21 G22 C28 C43 C28 C44 H27 7.47 L227 $228 G198 G196 R200 G197 F576 T680 N555 -5.34 V715 V716 K713 G712 M753 L754 D755 A641 N642 L639 D484 G638 6.62
A94 G29 Ca198 H47 D48 V30 Y51 A17 S577 A578 K588 D549 F397 A396 G551 F554 M417 G637 T518 G485 G486 K489 G521 S519 D636 T520 L635 1523 S621
A1818 19 H6 F5 L2 E418 L552 T553 L421 E422 N423 1424 341 T426 T425 G487 V488 P625 AG24 Y541 Y627 M540 F628 F549 L560 G622 A623
E340 $339 AG18 R619
PLACS F98 Y21 G22 C28 H27 G32G31 G29 -8.55 R692 Q688 AB8Y N262 F683 Q684 L264 F678 P677 -9.52 L639 G238 V716 T620 G638 G637 T585 LF599 N648 L584 F599 N648 168.92
Ca198 V30 D48 H47 Y51 K52 E55 K62 1670 S676 F671 F668 D669 T416 S415 E675 D673 D636 K713 P151 A624 L755 M754 D756 G757 G486 Y627 T679 D756
L2 F5 H6 A18 A17 19 D672 P674 N682 S679 R579 F681 V404 L405 M417 G757 G486 Y627 T679 F628 G187 V488 Y55 F549 Y541 M540 2545 A1232
R403 D484 G485 G622 S519 T518 S$121 G517
PLACY F98 Y21 G22 C43 C28 C44 G29 H27 -6.29 L227 $228 G196 G198 G197 T680 E589 R200 F576 -4.94 R600 N601 F599 T575 M574 K573 V582 V614 T572 M109 K107 D102 3.92
Ca198 V30 G31 D48 H47 Y51 A17 A18 S777 A578 N555 F397 G551 F554 M417 E418 A396 G522 V103 V41 L526 A531 F568 K532
A94 19 F5 L2 L552 T553 L421
PLAC10 G31 H27 V30 Ca198 C28 G29 C44 G22 -9.31 L227 5228 D549 A396 F397 G196 G198 G197 R200 -5.28 V715 V716 K713 G712 D751 M502 D755 L639 N642 G538 G637 G485 1.33

Y21 A17 H6 L2 F5 V3 D48

T680 F576 S777 A578 G551 N555 L552 T553 F554
L341 E340 1424 L592 M417 E418 E589 L421 E422

G486 K489 D625 A624 G486 V487 T520 D636 S519 S621 G622 A623 1523
F628 R619 A618 F549 L560 L566

Los cuadros azules son los compuestos selectivos para cada fosfolipasa. Los aminoacidos en color rojo son los que pertenecen al sitio activo de cada PLA.
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Por otra parte, en la Tabla 13 se observa que el compuesto PLAC15, acido 5-{[(2E)-

3-bromo-3-carboxiprop-2-enoillamino}-2-hidroxibenzoico, es un posible inhibidor de

la fosfolipasa secretora humana, ya que solo se une al sitio activo de esta enzima

secretora.

Tabla 13 Comparacion de los compuestos propuestos para cada PLA>

COMPUESTO

RESIDUOS 5 A sPLA,

RESIDUOS 5A cPLA;

RESIDUOS 5A iPLA;

PLAC11

F98 C43 C48 C44 H27
H47 Cal98 D48 G31
Y51 K52 E55 C28 G29
V30 F5 L2 K62

R403 V404 L264 F681 N682 F683
Q684 P677 S676

D484 K489 N642 A641 V716 G521
G522 Y541 1523 G485 T518 1520
G486 V488 S519 G638 G637 G487
[T585 K713 L754 D755 D636 5621
G622 A618 A624 A623Y627 R619
F549 F628 L560

PLAC12

F98 C43 C44 H27
H47 D48 Y51 K52
C28 Cal98 V30 G31
G29 C28 Y21

F683 F678 L284 *677 N262 S276
Q684 S679 N682 E675 F681 P674
V404 S415 R403

K713 V242 A641 G638 N582 G637
[T585 L110 L754 D755 A624 G486
1489 Y627 G487 V488 F628 Y541
F549 L560 D636 D484 T518 G485
A623 S519 S621 G521 G622 7520
G522 1523 R619 A618

PLAC13

ES5 K52 Y51 H47
D48 K62 F5 C44 L2
F98 Cal98 V30 G31
H27 G29 C28 Y21

P263 P677 L264 S679 N262 S676
F683 Q684 E675 N682 S415 F681
V404 3405 R403

V716 N642 D484 K713 G485 G486
G521 G638 T518 G637 K489 L754
V488 L755 Y541 G487 7520 S519
D636 A624 1523 S621 G622 A623
Y627 R625 F628 F549 L560

PLAC14

FO98 Y21 C28 C44 H27
G29 H47 Ca198 V30
D48 G31K52Y51
ES5 F5 L2 K62

P263 P677 N262 3264 Q684 F683
L405 V404 N682 R403 F681 F678
5679 S676 E675 P674 S415

N642 V716 D484 K713 G485 G521
G486 T520 K489 L754 G487 G488
D755 Y541 G638 G637 T518 G522
S519 D636 A624 1523 A624 S621
G622 A623 A618 R619 Y627 F489
L560 F549

PLAC15

F98 Y21 G22 C28 C44
G29 H47 H27 Cal98
V30 D48 G32 G31
Y51 19 F5 L2 K62

R403 T416 S415 V404 L405 F681
T680 S679 N682 F683 Q684 N262
L264 P263

R600 N601 F599 T101 M574 K573

582 V614 T572 M583 K581 D576
G522 V577 V515 L526 A531 F568
K532

PLAC16

F98 19 A17 Y21 A18
G22 F23 C44 C28
H27 G29 Ca198 V30
G31 F5 H47 L2 D48
Y51 K52 K62

5228 D549 S195 G196 G198 R200
G197 N555 G551 F397 A396 S577
F576 T680 L552 A578 M417 E418
L421 K588 E419 E422

R619 A618 F628 L560 S621 A623

G622 1523 F549 Y627 T 520 G521
G487 V488 D755 Y541 T385 D636
S519 A624 T518 P625 G637 T518
P625 G485 G486 L755 G638 N642

G712 V716 K713 D717

Como se puede observar en la figura 32, el PLAC15 es selectivo para proteina

sPLA2, ya que se une en el sitio activo. Con las dos fosfolipasas restantes la cPLA2

e iPLA2, el compuesto no se encuentra en el sitio activo.
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Figura 32. Interaccion con el compuesto selectivo PLAC15 con las tres PLAz. 1) Interaccion con la sPLA2. Se
muestra de color amarillo el sitio activo de la proteina secretora. 2) Interaccion con la cPLA2 Se muestra de color
amarillo el sitio activo de la proteina citosdlica. 3) Interaccion con la iPLA2 Se muestra de color verde el sitio
activo de la proteina independiente de calcio.

Para la evaluacion in vitro no se utilizé un kit en especifico para sPLAz2, con el fin
de demostrar que el compuesto C1 efectivamente actue en esta proteina PLA2, ya
que al ser un compuesto nuevo no se tienen estudios con los cuales se puedan
comparar los resultados obtenidos.

Con este estudio se puede decir que el compuesto C1 es capaz inhibir a la PLA2 a
una concentracién 1 uM, lo cual se pudo comparar con el compuesto de referencia.
Se sugiere realizar otro estudio in vitro para calcular la IC 50 y ademas emplear un
kit especifico para sPLA2 y con ello establecer si el compuesto C1 es selectivo para

dicha enzima y de esta manera validar el estudio in silico.
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CONCLUSIONES
Con el acoplamiento molecular realizado con los 16 inhibidores y con las tres

fosfolipasas sPLA2, cPLA2 e iPLA2, se observo que cada una de las enzimas tiene
una conformacion y sitio activo diferente, lo que permitié conocer las caracteristicas
estructurales de los compuestos que les confiere la selectividad a una enzima en
especifico, en donde el compuesto acido 5-{[(2E)-3-bromo-3-carboxiprop-2-
enoillamino}-2-hidroxibenzoico demostrd ser un inhibidor selectivo para la sPLA2 y
finalmente, tras el estudio in vitro, se detectd que la actividad de la PLAz es inhibida

hasta un 13% con una concentracion de 1 uM.
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ANEXO 1

KIT FOSFOLIPASA A;

Calculos para las diluciones del PLAC15

1000uM 1mM 1 mol 330.08g PLAC15 | 1L 5mL

1L 1000“|\/| 1000mM 1 mol 1000mL
Calculos para las diluciones del PLAC16

1000“|\/| 1mM 1 mol 357g PLAC16 1L 5mL

1L 1000|J|V| 1000mM 1 mol 1000mL

PREPARACION DE SISTEMAS

COMPUESTO DE BROMO PLAC15

INDOMETACINA PLAC16 ‘

10ul 10pl 10ul
[ 4 V_;J—'
N ‘_,Qv
SISTEMA 1 S:)T:E:'/IA(;Z SoTEvAs | SISTEMA4
+!
WP oouiH,0 | +90uI HO
[1000pM]
VT=5mL H,O| [100uM] [10uM] [1uM]
VT=100pL
(| H=1 vr=1o0uL | VT=100uL
v
v

10l 10yl 10l

S

j;;EEA::) SISTEMA2 | SISTEMA3 | SISTEMA4

MLz +90u! H,0 +90ul H,0 +90ul H,0

100uLDMSO

000U [100pM] [10pM] [1uM]

(1000uM] VT=100uL | VT=100uL VT=100pL
VT=5mL H,0
VVW
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