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RESUMEN

PPARY pertenece a la subfamilia de receptores nucleares que regulan la expresion de
genes implicados en diversas vias metabdlicas. Es por ello que ha surgido como blanco
terapéutico para el tratamiento de varias enfermedades de origen metabélico, cancer y
enfermedades vasculares. La regulacion de la expresion génica es ejercida mediante la
previa dimerizacion con el receptor X retinoides alfa (RXRa) y la consecuente union a
los elementos de respuesta a PPAR (PPRE) ubicados en los promotores de los genes
regulados. Dentro de los posibles ligandos de este receptor se han identificado agonistas
totales y parciales, teniendo los primeros la desventaja de originar efectos secundarios
como consecuencia del mecanismo por el cual ejercen la fuerte activacion de este
receptor. Es por ello que se continla en la busqueda de agonistas parciales capaces de
lograr una activacion Optima de PPARy sin la consecuente generacion de efectos
secundarios indeseados. Dentro de los ligandos enddgenos de PPARY se encuentran los
derivados nitrados del &cido oleico y linoleico, los cuales actian como activadores
parciales, presentando el LAN12 una mejor capacidad activadora respecto a OAN9. A
su vez, se plantea la posibilidad de que uno de los mecanismos por los cuales los
nitroalquenos ejerzan su capacidad activadora sea a través de la formacion de aductos
covalentes con el residuo Cys285 ubicado en el bolsillo de unién a ligando.
Recientemente se han sintetizados derivados nitrados del acido araquidonico, surgiendo
de esta forma el interés por evaluar su capacidad activadora de PPARYy respecto a la de
los nitroalquenos previamente mencionados.

En este trabajo, se realiz6 una caracterizacion detallada de la estructura y energética de
complejos ligando-receptor formados por lipidos (oleato, linoleato y araquidonato) y
nitroalquenos (9/10-nitroleicos, 12/14-nitrolinoleicos y 9/12/14/15-nitroaraquidénicos)
con el LBD de PPARY, buscando patrones a nivel atdmico/electronico que permitan
explicar su capacidad activadora relativa y permitan anticiparla. Se partié de dos
estructuras cristalograficas de PPARy (1FM6 y 3CWD), integrando diversas
herramientas computacionales para determinar la estructura del LBD y sus complejos en
solucion, incluyendo métodos clasicos (MM y MD), docking ligando-receptor y
métodos cuéanticos a nivel DFT/PCM y ONIOM (DFT:AMBER) para caracterizar la red
de EdH y explorar la tendencia a reaccionar con Cys285.

Los estudios mostraron la importancia de la seleccion de la estructura cristalografica a
la hora de estudiar los complejos ligando-receptor teniendo un efecto significativo en la
orientacion que adquiere el ligando en el bolsillo de unién. Tanto en 1FM6 como en
3CWD, los nitroalquenos adquieren una localizacion caracteristica de los activadores
parciales dentro del bolsillo. Por otro lado, en términos generales los ligandos
estudiados establecen EdH maés fuertes con 1FM6 que con 3CWD y en ambos casos se
observa que OAN9 y LAN12 establecen mas EdH dentro de sus series, mientras que en
los nitroaraquiddnicos es AN12 que establece méas EdH con 3CWD y AN9 con 1FM6.
Para los complejos nitroalqueno-3CWD estudiados, la capacidad activadora no estaria
impulsada por la formacion de aductos covalentes con Cys285. Al estudiar la movilidad
de AN15 en 1FM6 se observd que la presencia de este ligando aumenta la flexibilidad
del receptor y se detecto la presencia de una molécula de agua que estaria mediando la
interaccion de EdH con el mismo.
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1. INTRODUCCION



1.1 PPARYy: generalidades

Los receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPARs) conforman una
subfamilia dentro de la superfamilia de receptores nucleares que regulan la expresion
génica controlando diversas funciones biolégicas *®. Dentro de esta subfamilia, existen
tres miembros codificados por distintos genes: PPARa, PPARB y PPARy **" los
cuales comparten un alto grado de identidad en cuanto a su composicion aminoacidica
“ (Figura 1). A su vez, existen dos isoformas de PPARy, PPARyl (ver Figura 1,
esquema inferior) y PPARY2, presentando esta ultima 30 aminoécidos adicionales N-
terminales respecto a la isoforma 1 *°. Las dos isoformas se obtienen como
consecuencia del corte y empalme alternativo del gen que codifica para este subtipo de
receptor.

A/B C D E/F PPAR isoforms
1 101 166 244 468
HER [T oo [

1 72 137 215 441

| - | 70 ||| l hPPARp

1 110 175 251 477

B e

Figura 1: Representacion esquematica de los dominios funcionales de los tres miembros de PPARs
humanos (hPPARa, hPPARB y hPPARYy). Los numeros dentro de cada dominio representan los
porcentajes de identidad de hPPARB y hPPARYy respecto a hPPARa. El nimero de aminoécidos que
conforman cada PPAR se detallan en la parte superior de las representaciones, tomado de Guan et al. **.

hPPARa

hPPARyI

Cada uno de estos receptores presentan patrones diferenciales de distribucion tisular y
celular. En el caso de PPARY existen diferencias entre sus isoformas ya que PPARYy2 se
expresa casi exclusivamente en el tejido adiposo mientras que PPARyl ademas de
expresarse en el tejido adiposo se expresa en higado, rifiones, musculo esquelético,
colon, monocitos/macréfagos y otros componentes del sistema inmune °. A su vez,
estas isoformas presentan diferencias en cuanto a sus niveles de expresion, siendo el de
PPARy2 superior al de PPARy1 *’. Por otro lado, PPARa se expresa preferentemente en
el higado y en menor grado en musculo y corazon mientras que PPARf es expresado en
todo el cuerpo regulando el gasto energético *.

La mayoria de los genes regulados por PPARy pertenecen a la ruta del metabolismo y
transporte lipidico, como por ejemplo aquellos que codifican lipoproteina lipasa,
proteinas de unién a acidos grasos y la adipsina *°. Si bien son mas conocidas las
funciones activadoras de la transcripcion de este receptor, también presenta la capacidad
de actuar como represor de la transcripcion, siendo la disminucién de productos
proinflamatorios (por ejemplo, productos de las enzimas éxido nitrico sintasa inducible
(iNOS) y ciclooxigenasa-2 (COX2)) en monocitos/macrofagos uno de los casos mas
estudiados *°.

Debido al amplio espectro de genes regulados PPARY es que hace algunos afios surgio
la idea de tomarlo como blanco terapéutico para el tratamiento de varias enfermedades

“ También conocidos como NR1C1, NR1C2 y NR1C3 por pertenecer a la subfamilia 1 de los receptores
nucleares del grupo C.



de origen metabdlico (diabetes de tipo 2, hipertension y dislipidemia), céncer y
enfermedades vasculares %°. Actualmente se han identificado una amplia variedad de
agonistas totales y parciales de PPARYy, difiriendo éstos en el grado de activacion del
receptor. Entre los agonistas parciales se encuentran las prostaglandinas, acidos grasos
o,B-insaturados y oxidados, ciertos eicosanoides y acidos grasos nitrados %, y entre los
totales diversos ligandos sintéticos, como Rosiglitazona y Pioglitazona (Figura 2).
Estos ultimos pertenecen a la familia de las tiazolidinedionas (TZDs) y son capaces de
actuar como agonistas de PPARYy sensibilizando los tejidos a la insulina %%, hallazgo que
ha llevado a que hayan sido utilizados desde principio de siglo para el tratamiento de la
diabetes de tipo 2. Sin embargo, los efectos secundarios asociados a la utilizacion de
estos farmacos, (que incluyen ganancia de peso, edema y retencion de fluidos) han
vuelto inminente la detencion de su uso y el redisefio a farmacos capaces de actuar
como ligandos de PPARY sin generar efectos nocivos para la salud del paciente %. Se
cree que una de las causas de estos efectos secundarios es justamente el mecanismo por
el cual ejercen la fuerte activacién sobre PPARy. Es por ello que muchos de los
esfuerzos para generar nuevos farmacos se han centrado en el desarrollo de agonistas
parciales, con efectos antidiabéticos y sin efectos secundarios indeseados **. Otro
ejemplo de farmaco utilizado, que ejerce su accion a traves de la interaccion con
PPARY es el &cido 5-aminosalicilico (5-ASA o Mesalazina), utilizado en el tratamiento
de enfermedades inflamatorias intestinales (IBDs) *°

La deteccion de niveles elevados de PPARy en ceélulas espumosas derivadas de
macréfagos presentes en lesiones tempranas y avanzadas en arterosclerosis %, sugiere
un rol central por parte de estos receptores en el desarrollo de la enfermedad. Ligandos
naturales (por ej. 15-desoxi-delta 12,14-prostaglandina J2, 15d-PGJ2) y sintéticos (por
e].TZDs) de PPARYy tienen la capacidad de suprimir la produccion de las citoquinas pro-
inflamatorias 1L-12, IL-6 y TNF-o por parte de macréfagos murinos %’. Como la
inflamacion es critica en el desarrollo de la arteriosclerosis, la inhibicion de la misma
dentro de la lesién en desarrollo puede ayudar a atenuar el progreso de la lesion 2

= ‘ NH,
O\/\N \N
| HO.
0 Rosiglitazona o OH
Mesalazina
W m mH
Pioglitazona 156d-PGJ2

Figura 2: Estructura de ligandos de PPARy sintéticos (Rosiglitazona (Avandia®), Pioglitazona
(Actos®) y Mesalazina) y endogeno (15-desoxi-delta 12,14-prostaglandina J2 (15d-PGJ2)). Dibujados
con ChemBioDraw Ultra 12.0.



1.2 PPARYy: estructura y modulacién de su funcion por ligandos

PPARYy presenta cuatro regiones o dominios (ver Figura 1 y 3). La regién N-terminal
esta constituida por una region A/B variable dentro de la cual se encuentra la funcion de
transactivacion independiente del ligando (AF-1). Luego esta la region C conservada
compuesta de dos dedos de zinc de tipo Il que corresponde al dominio de union al ADN
(DBD) de més de 65 aminodcidos. Por ultimo, la region C-terminal se encuentra
dividida en dos regiones, D y E/F: la regidn bisagra variable de mas de 76 aminoacidos
que conecta al DBD con el dominio de unién al ligando (LBD) siendo este ultimo
relativamente grande (mas de 226 aminoacidos) comparado con las otras regiones y
portando la funcién de activacion transcripcional 2 (AF-2).

Region bisagra

. w
Figura 3: Estructura de PPARy proveniente de la cristalografia de rayos X con PDBID:3DZY. Se
delimita el dominio de unién al ADN (DBD) y al ligando (LBD, sefialando la ubicacion de la region
asociada a la funcion de activacion transcripcional 2, AF-2) y una regién bisagra variable. No se
detalla la ubicacion del cuarto dominio (region A/B variable) que no se halla presente en ninguna
cristalografia disponible hasta el momento. A menos que se especifique otra cosa, esta estructura y
los PDB sucesivos se visualizaron con DS Visualizer 3.1 de Accelrys.

La union de PPARy al ADN requerida para que actle como activador/represor de la
transcripcion genica requiere de la formacion de un heterodimero con la isoforma a del
receptor X de retinoides (RXRa) %°. La interfase entre ambas proteinas involucra una
red de interacciones hidrofbicas y polares mediadas por cinco hélices del LBD ¥. La
union de un ligando a PPAR permite reclutar RXRa y formar un heterodimero
intermediario. Luego de la unién al ADN este heterodimero sufre cambios
conformacionales adicionales como consecuencia de esta interaccion. El heterodimero
reconoce un elemento de respuesta a PPAR (PPRE) dentro del promotor de los genes
cuya secuencia consenso es un repetido de AGGTCA separado por un nucleétido,
existiendo una polaridad a la hora de darse esta union en la cual PPARy ocupa la mitad
5’ y RXRa la mitad 3’ (tal como se muestra en la Figura 4) .
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a) b)

/
PPARy \> RXRa

Figura 4: Interaccion PPARy-RXRa y el ADN. (a) Esquema de la interaccion. (b) Est‘ructura
cristalografica (PDBID: 3DZU).

El LBD de PPARY esta constituido por 13 hélices o (H1-H13, ver Figura 5a) y una hoja
B de cuatro hebras *°. Tiene un bolsillo de unién al ligando con forma de Y de un
volumen que ronda los 1300-1400 A3, siendo 2-3 veces méas grande que los bolsillos de
otros receptores nucleares *2. Dentro del mismo se pueden distinguir tres brazos
identificados como Arm1, Arm2 y Arm3 (Figura 5b). Arm1 se extiende a través del
espacio entre H3, H5 y H2. Arm2 esta situado entre H3 y la hoja B. Arm3 se extiende a
través del espacio entre H12, H4 y H10/H11, siendo esta ultima cavidad
sustancialmente polar mientras que las otras dos son principalmente hidrofébicas *. El
sitio de entrada del ligando se encuentra entre la hélice H3 y la hoja B, estando
compuesto por varias cadenas laterales hidrofilicas **. El sitio de unién al
coactivador/correpresor (constituido principalmente por residuos hidrofobicos) esta
delimitado por las hélices H3, H3” y H4 en la parte superior y por la hélice H12 en la
parte inferior *. La unién de agonistas al LBD induce cambios conformacionales que
desplazan el motivo de union al correpresor LXXXLXXXL y generan motivos LXXLL
de unién a coactivadores *,

b)

Region de union
a coreguladores

Figura 5: Estructura 3D del domino de unién al ligando (LBD) de PPARy obtenido a partir de la
estructura cristalografica con PDBID:1FM6. (a) Identificacidn de las a-hélices que forman el LBD. (b)
Identificacién de los tres brazos (Arml, Arm2 y Arm3) y la region de unién a coreguladores en la
estructura del LBD. 1



En ausencia de ligandos, el heterodimero PPARy/RXRa tiene la capacidad de silenciar
genes. Este silenciamiento es mediado por el reclutamiento de un complejo corepresor y
de enzimas compactadoras de cromatina que impiden la transcripcion génica. En
contraste, la union de ligandos induce cambios conformacionales en el heterodimero
promoviendo la liberacion del correpresor y la consecuente union del coactivador y
enzimas con actividad histona acetiltransferasa que relajan la estructura de la cromatina
% Existe otra forma de modular la actividad de PPARy que es independiente del
ligando, y ocurre a través de la fosforilacion del residuo Ser82. Se ha propuesto que si
dicha fosforilacion se da por accién de protein quinasas activadas por mitdgenos
(MAPK, del inglés Mitogen-Activated Protein Kinases) su actividad se reduce, mientras
que si esta misma modificacion es llevada a cabo por quinasas dependientes de ciclina
(cdk7 y cdk9) se incrementa ¢

La mayoria de los agonistas enddgenos y sintéticos de PPARy comparten caracteristicas
como la presencia de una cabeza hidrofilica, una parte central hidrofébica y un
espaciador flexible (ver Figura 2) *. Sin embargo, presentan diferencias en cuanto a su
orientacion dentro del LBD, teniendo en los casos de agonista total e inhibidor (Figura
6a y 6¢, respectivamente) una orientacion que se caracteriza por tener a su cabeza polar
interaccionando con la hélice H12 y a los agonistas parciales (Figura 6d) ubicados méas
hacia la region de las hojas p. También se observa la capacidad de PPARy de formar
interacciones multiples con hasta tres ligandos tal cual se observa en la Figura 6d.
Distintos ligandos tienen la capacidad de reclutar distintos coactivadores, lo cual explica
que se establezca cierta especificidad entre el tipo de activacion de PPARy y la
actividad biolégica que desencadena *°.

a) PPARy-Rosiglitazona (agonista total)

b) PPARy-SR147 (agonista parcial)
. h \

v

c) PPARy-GW9662 (antagonista)

Figura 6: Modos de unidén al LBD en complejos de PPARYy con distintos tipos de ligandos. (a)
con el agonista total Rosiglitazona (Avandia ®) en la estructura con PDBID: 1FM6. (b) con el
agonista parcial SR147 (acido 5-cloro-1-(3-metoxibencil)-3-(feniltio)-1H-indol-2-carboxilico) en
la estructura con PDBID:2Q6R. (c) con el antagonista GW9662 en la estructura con PDBID:
3BOR. (d) Interacciones mdltiples con tres acidos nonanoicos en la estructura con PDBID:
4EMO.
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El modo de unién de un agonista total (Figura 6a) consiste en establecer enlaces de
hidrogeno (EdH) con la hélice H12 (mas especificamente con el residuo Tyr473)
estabilizandola. Asi es anclado apropiadamente respecto a las hélices H3 y H11, lo que
se traduce en cambios conformacionales en la region de union del coactivador que
permiten su unién *°. La unién de un antagonista obstruye este posicionamiento de la
hélice H12 a través de la presencia de un grupo voluminoso que sobresale del bolsillo
de unioén al ligando o incluso, como en el caso del antagonista sintético GW9662
(Figura 6c¢), modificando de forma covalente a la Cys285 de la hélice H3 y blogueando
la unién del ligando *. En cuanto a los agonistas parciales (Figura 6b), éstos establecen
interacciones con residuos de la region comprendida entre la hélice H3 y la hoja B,
pudiendo afectar la actividad transcripcional a través de la modulacion de la interaccion
de PPARy con RXRa . Otra hipétesis sobre la forma de accién de los agonistas
parciales involucraria a la cadena lateral de Phe363 en H7. Normalmente esta cadena
lateral ocupa la cara interna de la cavidad del bolsillo de union al ligando, pero en
presencia de agonistas parciales (que a diferencia de los totales, ocupan esta region de la
cavidad) se ve obligada a rotar de 90 a 180° e insertarse en un bolsillo hidrofobico
formado por cuatro residuos de la hélice H11 (His449, Leu452, Leu453, 11e456) y por
un residuo de la hélice H3 (Phe282). Esto tendria como consecuencia la estabilizacion
de la interaccidn entre las hélices H7 y H11, favoreciendo que la hélice H12 adopte una
orientacion que se traduciria en cambios conformacionales en el sitio de union a
coreguladores y permitiria la liberacion del corepresor y la subsecuente union del
coactivador. De esta forma los agonistas parciales lograrian también la estabilizacion de
la hélice H12, pero de forma indirecta *.

Como consecuencia del gran volumen que presenta el bolsillo de unién al ligando de
PPARY, se ha detectado la capacidad de este receptor de formar complejos con mas de
una molécula, preferentemente 4cidos grasos de cadena media **. A partir de la
estructura cristalografica resuelta mediante la técnica de difraccion de rayos X de
PPARYy con tres acidos grasos de cadena media (&cido nonanoico) (PDBID:4EM9)
(Figura 6d), se puede apreciar como cada uno interacciona con uno de los tres brazos
(Arms 1-3, ver Figura 5b) presentes en el bolsillo de unién al ligando estableciendo
interacciones capaces de estabilizar de forma preferencial respecto al complejo PPARy-
Rosiglitazona la region de la hélice H3 y hoja B, asi como también las hélices H11 y
H12.

En la ultima década se han utilizado distintas herramientas de modelado computacional
de la estructura y energética (esencialmente docking ligando-receptor y simulaciones de
dinamica molecular clasica, ver detalles en la seccién Metodologia) para estudiar la
estabilidad de PPARY, sus cambios conformacionales y las interacciones con distintos
agonistas. La herramienta de docking molecular ha sido utilizada esencialmente con el
fin de determinar el farmacoforo en agonistas de PPARy que determina un modo de
unién caracteristico “>** para ser utilizado en el disefio de nuevos agonistas ** y/o
explicar desde el punto de vista molecular la variacion en la capacidad de activacion de
diversos compuestos *°. La dindmica molecular se ha aplicado al estudio de la
estabilidad y flexibilidad de la estructura de PPARy en sus formas activa e inactiva *° y
en ausencia y presencia de ligandos de distinto tipo (activadores totales y parciales *') y
a examinar los aminos de entrada y salida de ligandos * y la influencia que tienen las
moléculas de agua en la interaccién ligando- PPARy Y%
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1.3 Derivados nitrados de acidos grasos como ligandos endogenos activadores de
PPARYy

Se ha reportado que varios derivados nitroalquenos de los acidos grasos oleico y
linoleico son ligandos endégenos de PPARy *°. Si bien el &cido linoleico nitrado
(LNO,) es menos estable en solucion acuosa que el acido oleico nitrado (OANO,)
(vidas medias del orden de 30 minutos y mas de 2 horas, respectivamente) resulta ser un
activador méas potente de PPARy °*.

Las afinidades relativas de los regioisomeros 12 de LNO;, (LAN12), 9 y 10 de OANO;
(OAN9 y OANI10) (Figura 7) y de la Rosiglitazona (Figura 2) por PPARy fueron
determinadas en términos de ICs, mostrando que la afinidad de los nitrolipidos es
diferencial y que es dependiente del regioisémero considerado ** (Tabla 1). Por otro
lado, se determinaron las capacidades activadoras de PPARYy por parte de estas especies
a través del ECsp observandose una mayor capacidad activadora por parte del
regioisomero 12 de LNO, respecto a 9 y 10 OANO,, siendo el regioisomero 9 de
OANO; el que presenta una mayor capacidad activadora dentro de su serie (Figura 8).
De forma notable, se ve cdmo el valor de ECs, del regioisomero LAN12 (ECs0=4.5 nM)
se encuentra dentro de los rangos comparables con el valor obtenido para el agonista
total Rosiglitazona (ECs=6.7 nM) *%.

Tabla 1: Valores de ICsy de la interaccion PPARy con 9- y 10-OANO,, 10- y 12-LNO, y
Rosiglitazona (Avandia ®) *.

Ligando OANO, LNO, Rosiglitazona
REGIOISOMERO 9 10 12 --
1Cso (M) 0.98 1.61 0.41 0.25
e 0;9 Ho o - ANQ_ o
a NO, 2 NO
HOJ\NWZM Ho _ _ — _

2
HO/L/\WW— HO

LAN12 AN15
Figura 7: Estructura 2D de los distintos regioisémeros de los acidos oleico, linoleico y araquidénico
nitrados incorporados en este estudio (respectivamente OAN9/-10, LAN10/-12 y AN9/-12/-14/-15).
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Figura 8: Activacion de PPARy por parte de LAN12 y
OANY9/-10 en comparacion con la induccién por
Rosiglitazona (RZG) o vehiculo (control). Las inducciones

fueron realizada con 0.1 uM de ligando (barras blancas) o 3

UM de ligando (barras grises). Tomado y modificado de
Gorczynski et al °*.

Freeman y colaboradores estudiaron los efectos del acido oleico y OANO; sobre un
modelo murino de IBDs, comparandolos con los ejercidos por 5-ASA *3. La
administracion del nitroalqueno provoco un incremento en la expresion de genes blanco
de PPARYy en colon a niveles comparables con 5-ASA, en tanto el acido graso oleico no
nitrado no tuvo efecto alguno. Estos resultados experimentales muestran que la
capacidad activadora de OANO; puede ser utilizada para el tratamiento farmacoldgico
con la ventaja de utilizar como ligando endégeno en cuanto a evitar la generacién de
efectos adversos secundarios caracteristicos de los farmacos sintéticos.

Otra caracteristica sobresaliente de los nitroalquenos es la alta electronegatividad del
grupo NO, unido a uno de los atomos de carbono alquenilicos en acidos grasos, que le
confiere naturaleza electrofilica al atomo Cp favoreciendo que actle como blanco de
reacciones de adicion de Michael con nucledfilos del medio (por ej. residuos proteicos
de His y Cys **). Estudios recientes revelan que la activacién de PPARy mediante LNO,
es inducida por la nitroalquilacién covalente de la Cys285 del bolsillo de union al
ligando (Figura 6c¢), de modo que esta susceptibilidad a la nitroalquilacion depende del
pKa de la Cys que actia como nucledfilo la cual sera responsable de promover la
reactividad nucleofilica y la consecuente susceptibilidad a la nitroalquilacion >°. La
formacion de aductos entre acidos grasos modificados con la Cys285 estabiliza a la
estructura del LBD siendo mejores inductores de la actividad de PPARy respecto a
ligandos que no forman aductos .

Recientemente se ha propuesto que en el proceso de activacién de PPARy mediado por
ligandos que forman aductos con Cys285, existirian dos pasos bien diferenciados
denominados anclaje y bloqueo. El primero consiste en la entrada de la molécula al
bolsillo de unién al ligando para formar un complejo intermediario no covalente. El
segundo comprende a la subsecuente formacion del enlace covalente con el tiolato de
Cys285 a través de una reaccion de adicion de Michael *.

Actualmente, se cuenta con una estructura cristalogréafica del complejo de PPARy con
dos regioisémeros de LNO, (10 y 12) (PDBID:3CWD) *® (Figura 9). A partir de la
misma los autores plantean la existencia de EdHSs entre el grupo nitro de estas especies y
los residuos Arg288/Glu343, proponiendo que estas interacciones confieren selectividad
de union a estos ligandos, aspecto corroborado por experimentos de mutagénesis
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dirigida. Estos autores también sugieren que la mayor actividad de LAN12 puede
deberse en parte a la formacion de un enlace de hidrégeno con el residuo Glu343,
haciendo de éste un residuo clave a la hora de estudiar futuras interacciones entre otros
ligandos y PPARY. Este patron de interaccion también fue observado al analizar las
posiciones adquiridas por los grupos hidroxilo presentes en regioisomeros oxidados del
4cido linoleico 9-HODE y 13-HODE en complejo con PPARy *°. Todos estos datos
correlacionan con la capacidad activadora observada de &cidos linoleicos nitrados y
oxidados. El &cido linoleico sin modificar tiene la capacidad de formar enlaces de
hidrégeno entre su grupo carboxilo y residuos polares pertenecientes al Arm 3 e
interacciones hidrofébicas que involucran a su cola alifatica y residuos de estas mismas
caracteristicas presentes tanto en Arm1 como en Arm2 *°. A partir de la caracterizacion
del complejo LNO,-PPARYy se mostré como las posiciones de los residuos Glu343 y
Phe287 varian significativamente al comparar los complejos con los nitrolipidos y con
la Rosiglitazona de forma de optimizar interacciones de enlace de hidrogeno (con el
grupo nitro) e hidrofébicas (con el extremo no polar del &cido graso) siendo especificas
de cada agonista.

Arg288

5A

L LAN1OD

LAN12

Figura 9: Estructura del complejo PPARY con los regioisdmeros 10 y 12 de LNO, obtenido a partir
de la estructura cristalografica con PDBID:3CWD. Se detallan las distancias entre los grupos nitro de
estos ligandos y los residuos Arg288 y Glu343. Si bien los autores de esta cristalografia plantean la
formacién de EdH entre los grupos nitro y estos dos residuos, las distancias aqui reportadas no
concuerdan con la posihilidad de formacién de este tino de interaccion.

Mas recientemente se ha sintetizado y caracterizado el 4cido nitroaraquidénico ®°, otro
nitroalqueno que resulta interesante de estudiar debido a su posible formacion durante
eventos inflamatorios. Es posible que durante la activacion inflamatoria de macréfagos,
la accion de fosfolipasas sobre los fosfolipidos de membrana libere el &cido
araquidénico, y éste resulte nitrado por mecanismos que involucran la formacion del
radical ‘NO, como consecuencia de la generacion de 6xido nitrico en estas células. La
vida media en solucién acuosa del AANO; es del orden de 60 minutos %, siendo
doblemente mas estable que el LNO; (30 minutos) pero menos estable que OANO; (2
horas). Mediante aproximaciones experimentales que involucran cultivos celulares, se
ha descubierto que el AANO, tiene un papel como agente anti-inflamatorio a través de
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la capacidad de inhibir la sintesis de NOS2 y la consecuente generacién de NO, asi
como también la activacion de la NADPH oxidasa durante la activacion de macrofagos
%1 Ademas, el AANO, ha mostrado capacidad para inhibir la actividad POX de PGHS-1
y -2 mientras que OANO,y LNO, son incapaces de hacerlo . No se ha analizado hasta
ahora si el AANO,, al igual que los derivados nitrados del &cido oleico y linoleico, tiene
la capacidad de activar PPARY y en caso afirmativo como se comparan su actividad con
la de los nitroalquenos ya caracterizados. En caso de presentar la capacidad de activar
PPARYy, se vuelve necesario el estudio de esta propiedad para cada regioisOmero por
separado ya que la posicion de nitracion puede dar origen a regioisdbmeros que tengan
capacidades diferenciales tal cual ocurre en los casos de nitrolaquenos estudiados por
Gorczynski et al **. En este caso no debemos de perder de vista que el &cido
araquiddnico posee cuatro dobles enlaces y que la sintesis de los productos nitrados
genera cuatro (AN9/-12/-14/-15) de los ocho isdémeros posibles (Figura 7). Estos
isbmeros se encuentran actualmente en estudio experimental en cuanto a sus
propiedades bioldgicas en el grupo de investigacion del Prof. Homero Rubbo en el
Centro de Investigaciones Biomédicas (CEINBIO) de la Facultad de Medicina,
Universidad de la Republica en Uruguay.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo general

El objetivo general de este trabajo consiste en analizar detalladamente la estructura y
estabilidad de complejos establecidos entre el LBD del receptor PPARY y una seleccion
de ocho nitroalquenos (OAN9/-10, LAN10/-12 y AN9/-12/-14/-15) con el propdsito de
identificar a nivel molecular patrones vinculados con la capacidad activadora ya
determinada experimentalmente para el OANO; y el LNO,. En forma comparativa se
analizaran también las interacciones con la Rosiglitazona (Rgz), por ser éste un
activador total de PPARYy. Se espera que la informacion generada sea (til para anticipar
el potencial activador de PPARy de los distintos regioisomeros del AANO,, los cuales
podrian tener valor para el disefio de nuevas terapias para patologias humanas asociadas
a la pérdida de control de la inflamacién. El estudio se aborda in silico, empleando un
conjunto amplio de herramientas de la Quimica Teorica y Computacional (métodos
clasicos, cuanticos y QM/MM ONIOM), simulaciones de Dindmica Molecular y de la
Bioinformatica Estructural (docking ligando-proteina).

2.2 Objetivos especificos

a) Determinar si existen diferencias significativas entre distintas estructuras
cristalogréficas del sitio de unién al receptor (IFM6 y 3CWD) en el cristal y en
solucidon (simulando con métodos clasicos condiciones similares a aquellas en que se
encuentra el receptor en el organismo).

b) Explorar con docking ligando-proteina si las diferencias encontradas en a) inciden en
forma importante sobre la naturaleza de las interacciones establecidas en los
complejos ligando-receptor.

c) Caracterizar la estructura de los complejos ligando- PPARY en solucién empleando
técnicas clésicas (campo de fuerza AMBER ff03 en una caja de aguas TIP3P y
contraiones) y realizar el analisis comparado con especial énfasis en la formacion de
enlaces de hidrogeno (EdH), la estabilidad de los complejos y el efecto de cambiar de
nitroalqueno y de regioisémero para cada tipo diferente de nitroalqueno.

d) Complementar los estudios de c) con calculos mixtos ONIOM QM/MM
(DFT:AMBER) para obtener informacion sobre la factibilidad de que ocurran
procesos de transferencia de carga (densidad electronica y protones) entre los
residuos del LBD.

e) Analizar con métodos mixtos ONIOM (DFT:AMBER) la factibilidad de la formacién
de aductos nitroalqueno-LBD con el residuo Cys285 del receptor.

f) Caracterizar mediante simulacion de dinamica molecular la flexibilidad del LBD de
PPARY en soluciOn acuosa en ausencia y presencia de uno de los ligandos de la serie
AANO; y detectar moléculas de agua que puedan estar mediando la interaccién
ligando- PPARYy.
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3. METODOLOGIA
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3.1 Modelado de la estructura de los ligandos en solucidn acuosa

La estructura en solucion acuosa de los ligandos Rzg (activador total de PPARy de
referencia, cuya férmula 2D se aprecia en la Figura 2), oleato, linoleato y araquidonato
y una serie de sus derivados nitrados (regioisdmeros OANY9/-10, regioisdbmeros
LAN10/-12 y regioisomeros AN9/-12/-14/-15, ver Figura 7) se caracterizaron usando
métodos computacionales de la teoria de los funcionales de la densidad (DFT %) al
nivel M06 ®/6-31+G(d,p) * acoplados a un modelo del continuo IEF-PCM %%’
utilizando cavidades de forma molecular creados usando radios de Bondi ® y
evaluacion de las componentes no electrostaticas, como se hallan implementados en el
paquete Gaussian 09 ®°. Se verificé en cada caso la naturaleza del punto estacionario

analizando los valores propios del Hessiano analitico determinado al mismo nivel.

3.2 Preparacién de estructuras de los LBD de PPARYy

A lo largo de este estudio se trabajo con dos estructuras del LBD de PPARY obtenidas a
partir de las estructuras cristalograficas de esta proteina en complejo con Rzg (PDBID
1FM®6) y con los nitroalquenos LAN10/-12 (PDBID 3CWD), como base para modelar
la formacion de los complejos con los distintos ligandos considerados, extrayendo de las
mismas el punto de partida para la representacion tridimensional del LBD de la
proteina.

Se minimizo la energia de estas estructuras utilizando métodos clasicos con el campo de
fuerza AMBER ff03.r1 ° implementado en el programa AMBER 12 ™. Este campo de
fuerza deriva del ff99, con dos diferencias principales: a) las cargas atomicas son
derivadas a partir de céalculos cuanticos que usan un dieléctrico continuo para simular la
polarizacion del solvente y b) incluye modificaciones de las torsiones ¢ y v del
backbone proteico que reducen el sesgo hacia la conformacion helicoidal y nuevas
bibliotecas para la descripcidn de los aminoacidos terminales. Esto lo hace un campo de
fuerza més recomendable para simulaciones de proteinas. Se agregaron los &tomos de H
faltantes en la cristalografia, manteniendo los residuos Lys, Arg, Tyr y Cys protonados,
Glu y Asp desprotonados y las Histidinas protonadas en el nitrdgeno €. Posteriormente
se solvataron con una caja de agua octaédrica TIP3P "y se les agregaron contraiones
K™ hasta neutralidad. El protocolo de optimizacion seguido fue por etapas, minimizando
la energia de aguas y contraiones con la proteina fija en la primer etapa (500 pasos con
el algoritmo steepest descent —SD- y 1500 con el algoritmo de gradiente conjugado —
CG- para 3CWD y 1FM®6) y liberando en la segunda etapa todo el sistema (90.000 y
140.000 pasos con el algoritmo SD para 3CWD y 1FM6, respectivamente, y 10.000
pasos con el algoritmo CG en ambos casos).

Se verifico la calidad de las estructuras obtenidas analizando el grafico de
Ramachandran a través del servidor Procheck ". De esta forma se detectaron aquellos
residuos que no se encontraban en orientaciones favorables y se los ubicé dentro de la
proteina para ver si se localizaban dentro del bolsillo de union al ligando. Se evaluaron
las diferencias globales entre las estructuras 1FM6 y 3CWD en solucion en base al
RMSD entre su esqueleto carbonado (C,), calculado utilizando el servidor SuperPose ™
y a partir de la superposicion de las dos estructuras se comparo6 la orientacion de las
cadenas laterales de los residuos del bolsillo.
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3.3 Estructura y estabilidad de los complejos ligando-PPARY por docking

Para obtener las estructuras de los complejos de los distintos ligandos con PPARy se
utilizé en primer instancia la herramienta de docking molecular ligando-proteina. En
todos los casos se partié de las estructuras clasicas optimizadas en solucion segun el
protocolo descripto en 3.2 de los dos LBD y los ligandos fueron anclados utilizando el
programa Autodock 4.2 ™. Las condiciones utilizadas fueron ajustadas a estos sistemas
siguiendo el trabajo realizado por Kumar et al "°. Se utilizé en todos los casos una grilla
que abarcara todo el bolsillo de unién al ligando (60x66x84 y 54x80x54 para 1FM6 y
3CWD, respectivamente). Se realizaron 50 corridas con la funcion de score del
algoritmo genético Lamarckiano y un espaciado de 0.375 A, un tamafio de paso para la
traslacion y rotacion de 0.2 y 14.0 A, respectivamente. En el caso de los complejos
PPARy-LNO; (de los que se dispone de estructuras determinadas por cristalografia,
cadena A del dimero de PPARy de PDB ID 3CWD) las mismas fueron utilizadas como
referencia para validar las condiciones de docking seleccionadas para generar toda la
serie de complejos a comparar en busca de patrones estructurales que correlacionen con
la capacidad activadora de PPARY para los casos en que ésta es conocida (ver detalles
en la informacion suplementaria, Tabla S1 y Figura S1). En el caso de los
nitroalquenos se seleccionaron aquéllas orientaciones que fueran similares a la de los
nitrolinoleicos en la cristalografia 3CWD, estando el grupo carboxilo posicionado en el
Arm3 y el grupo nitro en el Arml (ver Figura 5). Las energias de union de los
complejos son evaluadas utilizando un campo de fuerza de energia libre semiempirico el
cual fue parametrizado utilizando un amplio nimero de complejos proteina-inhibidor
cuyas estructuras y constantes de inhibiciéon eran conocidas. En un primer paso, se
estima la energia intramolecular para la transicion de la forma no unida de ligando y
proteina hacia la conformacion del complejo ligando-proteina. Luego se evalia la
energia intermolecular de la combinacién del ligando y la proteina en su conformacion
unida. A partir de los valores de energia de union, se determina ademas una constante
de disociacion Kq (uM) de los complejos ligando-receptor obtenidos, que se calcula a
partir de la energia libre de unién (AGunisn) €n Autodock como

Kg = exp(AGunisn/RT) (ecuacion 1)

con T = 298.15 K y R la constante universal de los gases en las unidades
correspondientes (1.98719 cal/mol.K).

3.4 Estructura de los complejos ligando-PPARYy por minimizacién clasica

A efectos de tener en cuenta la adaptacion que puede sufrir la estructura del receptor
(mantenida rigida en los estudios de docking) en presencia de los distintos ligandos y en
solucion, se realiz6 la minimizacion de energia con métodos clasicos de las dos series
de complejos ligando-LBD obtenidos utilizando el mismo procedimiento general
descripto para los LBDs en 3.2. Los ligandos fueron parametrizados utilizando el campo
de fuerza gaff " de AMBER12 y se generaron las cargas RESP . La protonacién de
los residuos proteicos fueron tratados de la misma forma que en las estructuras de los
LBDs sin ligando. Las moléculas de agua representadas en forma discreta con el campo
TIP3P y los contraiones K* fueron minimizados utilizando las mismas condiciones que
en 3.2 y la proteina con 90.000 pasos con el algoritmo steepest descent y 10.000 con el
algoritmo gradiente conjugado.
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3.5 Caracterizacion de la red de EdH en los complejos ligando-PPARy

La caracterizacion de la red de EdH para cada par LBD-ligando, se realiz6 en base a
pardmetros geométricos (distancias entre los dtomos H...aceptor(A) y dador(D)...A,
angulos D-H...A) medidos en las estructuras de los complejos resultantes de las
optimizaciones clasicas llevadas a cabo con AMBER en solucion segun se describe en
3.4 para las dos series de LBDs (3CWD y 1FM6).

A nivel electronico la caracterizacion de EdH se complet6 con la determinacién de los
ordenes de enlace de Wiberg correspondientes, evaluados mediante célculos single
point a nivel IEF-PCM/MO06/6-31+G(d,p) **® utilizando un dieléctrico de 4.7 para
simular el entorno proteico sobre recortes del complejo clasico que incluyen al ligando
completo y los residuos que se encuentran a menos de 3 A del mismo en cada caso (ver
Tabla S2 y Figura S2 en la informacion suplementaria) y se completaron con atomos
de H en los enlaces terminales de la estructura.

3.6 Determinacion de la estabilidad y tendencia a formar aductos con Cys285 a
nivel ONIOM para los complejos ligando-PPARy 3CWD

Se calcularon a nivel ONIOM QM/MM (DFT:AMBER) las energias de formacion de
los complejos establecidos entre los nitroalquenos/acidos grasos con el LBD 3CWD, a
fin de contar con una evaluacion mas precisa de su estabilidad, que pueda
correlacionarse mas correctamente con la capacidad activadora diferencial de PPARy
por parte de cada uno de estos ligandos.

La férmula usada para evaluar esta magnitud es la que sigue:

Eformacion = ELgp-lig-oniom — (ELep-oniom + Elig-pcm-pFT) (ecuacion 2)

donde E_gp.iy Se obtuvo mediante calculos single-point ONIOM sobre la estructura
obtenida por minimizacion clasica de los complejos en solucién segin 3.4, combinando
los niveles M06/6-31+G(d,p) ®*® y el campo de fuerza AMBER parm96 "° tal como se
halla implementado en el paquete Gaussian09 . La zona cuéntica abarcé en cada caso
al ligando completo y los residuos Cys285, GIn286, Arg288, Ser289, Tyr327, Lys367,
His449 y Tyr473. Se utilizo el esquema de embedding electrostatico y los ligandos
fueron parametrizados con el campo de fuerza gaff '’. E gp Se obtuvo mediante
calculos single-point ONIOM con la misma combinacion de niveles QM/MM vy
definicion de la region cuantica usadas para obtener Eigp.iig, €N €ste caso en ausencia de
ligando, sobre la estructura del LBD de PPARY, obtenida seguin el protocolo indicado en
3.2. Eijig se obtuvo a nivel IEF-PCM/M06/6-31+G(d,p) en solucion acuosa para las
estructuras anionicas de los ligandos obtenidas segun especificado en 3.1.

A fin de evaluar en forma comparada la tendencia de los distintos ligandos a formar
aductos covalentes por reaccion de Michael con el residuo de Cys285 (Figura 6c) tal
como se ha reportado en la literatura para el caso de los derivados nitrolinoleicos >

GAPH.cys285-L-lig = ELumo-lig-oniom — EHomo-cys2es-3cwp-oniom (ecuacion 3)

se determind el valor del gap de energia HOMO-LUMO cruzada entre Cys285 y cada
ligando a partir de los complejos LBD 3CWD-ligando, utlizando dos calculos single
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point independientes ONIOM (M06/6-31+G(d,p):AMBER) por cada par ligando-LBD
utilizando embedding mecanico.

El primero de estos calculos ONIOM se realiz6 ubicando al residuo Cys285
desprotonado (forma en que deberia hallarse para realizar directamente un ataque
nucleofilico) en la zona cuéntica para obtener el valor de Enomo-cyszss-3cwp-oniowm: €l
segundo se realiza ubicando al ligando en la zona cuéntica para obtener el valor de
ELumo-lig-oniom.

3.7 Evaluacién del efecto de la reorganizacion de carga ligando-LBD sobre la
estructura de los complejos (calculos cuanticos y OM/MM ONIOM)

A efectos de evaluar si se dan fendmenos de reorganizacion de carga importantes en la
interaccion nitroalqueno-receptor (transferencias protonicas y/o electrénicas no
descriptas en la representacion clasica de cada complejo utilizada en la mayor parte de
este estudio) se optimizd la estructura de los complejos de OAN9 y AN15 con 1FM6,
eligiéndose estas especies por ser aqueéllas que presentan mayor modificacion en su
orientacion luego de la minimizacion clasica del complejo con 1FM6 obtenido por
docking. Se utiliz6 el método ONIOM(DFT:AMBER) con embedding mecéanico,
describiendo cada ligando y los residuos del LBD con los que pueden estar formando
EdH al nivel M06/6-31+G(d,p) ®*®® y al resto de la proteina con el campo de fuerza
AMBER parm96 " tal como se halla implementado en el paquete Gaussian09 * usando
la misma parametrizacién para los ligandos que para los calculos ONIOM descriptos en
3.6. En la optimizacion del complejo OAN9-1FM6 la region cuantica incluyo al ligando
y a los residuos Arg288, Tyr327, Lys367 e His449, mientras que en el complejo AN15-
1FM®6 la misma comprendi6 al ligando y los residuos Arg288 y Ser289. En ambos casos
se dejaron moviles los residuos de la region clésica a distancia menor de 6 A de la
region cuéntica, de tal forma de permitir que esta region tuviera libertad
conformacional. Para las optimizaciones se utilizo un algoritmo cuadréatico acoplado en
combinaciéon con Hessiano aproximado en la exploracion de la superficie de energia
potencial inicial y posteriormente una combinacion de algoritmo iterativo con Hessiano
analitico permitiendo la verificacion de la naturaleza de los puntos estacionarios.

La comparacion de las estructuras asi obtenidas con las caracterizadas en 3.4 por
minimizacion clasica AMBER (tomadas como punto de partida para estas
minimizaciones ONIOM QM/MM considerablemente méas costosas) permite determinar
si ocurren transferencias proténicas y/o electronicas significativas entre cada par
ligando-LBD. A tal fin se comparan pardmetros geométricos (superposicion de la
estructura del LBD en ambas descripciones y las distancias y angulos de enlace de
hidrégeno en la region cuantica) y electrénicos (6rdenes de enlace de Wiberg,
calculados de la misma forma que se indicara en 3.5, a nivel M06 ®/6-31+G(d,p) *).

3.8 Analisis de la flexibilidad del LBD de PPARy (1FM6 y 3CWD) en ausencia y
presencia del ligando AN15(1FM6)

Partiendo de las estructuras clasicas en solucion acuosa obtenidas segun 3.2 y 3.4 se
realizaron simulaciones de dindmica molecular clasica del LBD de PPARy
correspondiente a las cristalografias 1FM6 y 3CWD en ausencia de ligando y en
presencia del nitroalqgueno AN15 en complejo con 1FM6 por las razones planteadas en
el punto 3.7 y con el fin de comparar los resultados obtenidos con la simulacion de
dindmica molecular del complejo Rzg-1FM6 realizado por Gani et al .
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Se utilizé el campo de fuerza AMBER ff03.r1 " para la descripcion de las proteinas y el
campo de fuerza gaff "’y cargas RESP "® para la descripcion del ligando AN15. Las
simulaciones fueron realizadas en solvente explicito, utilizando una caja de aguas
discretas descritas con el modelo TIP3P "2. Se utilizaron condiciones periédicas de
contorno con un cutoff de 10 A para las interacciones de largo alcance y se restringieron
aquéllos enlaces que involucran 4tomos de hidrégeno aplicando el algoritmo Shake %
reduciendo de esta forma la evaluacion del stretching de los enlaces. En cada caso se
realiz6 un calentamiento a volumen constante de 0 a 300 K por 200 ps utilizando el
termostato de Langevin ® con una frecuencia de colision de 1.0 ps™. Se realizaron
dindmicas de produccion de 2 ns a presion constante utilizando el bardstato de
Berendsen 2 con un escalado de posicionamiento isotropico de 1y a 300 K utilizando el
termostato de Langevin con un paso de integracion de 2 fs.

Se analiz6 globalmente la estabilidad (RMSD del backbone respecto a la estructura
inicial) y las fluctuaciones experimentadas (RMSF) por las estructuras del LBD a lo
largo de cada simulacién con el fin de evaluar la flexibilidad de residuos aminoacidicos
y ligando y la ocupacion de los EdHs formados, definidos en base a parametros
estructurales, aplicando los siguientes criterios: distancias de 3.5 A y angulos de 120°.

Buscando un mayor nivel de detalle en la descripcion de efectos dindmicos, se realizo el
seguimiento de la evolucién temporal de la distancia entre dos residuos tirosina
representativos (Figura 10) de la ubicacion de las hélices H12 (Tyr473) y H5 (Tyr327)
para monitorear el comportamiento de la hélice H12 (cuya posicion evidencia las
posibles conformaciones activas e inactivas del LBD, estando en el primer caso
empaquetada en la interface de las hélices H3, H4 y H10/11 “°) a lo largo de la
simulacion en ausencia y presencia del ligando y se identificaron moléculas de agua
capaces de mediar por EdH las interacciones entre los residuos de estas estructuras.

Figura 10: Localizacidn de los residuos Tyr473 y Tyr327 en las hélices H12
y H5, respectivamente.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Influencia de la estructura cristalogréafica del LBD de PPARY

En la Figura 11 se aprecia el resultado del andlisis de la calidad estereoquimica de las
estructuras del LBD representado mediante los gréficos de Ramachandran
correspondientes.
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Figura 11: Posicidn de los residuos que presentan orientaciones desfavorables en el LBD provenientes
de las cristalografias con PDBID 1FM6 (a) y 3CWD (b) y los gréaficos de Ramachandran
correspondientes en (c) y (d).

Se aprecia en los dos casos que el porcentaje de residuos ubicados en orientaciones
favorables se halla entre 83% y 91% (valores inicial y final para 1FM6 de 83% y 88% y
de 91% y 89% para 3CWD). En el caso de 1FM6, la optimizacion en solucion se
traduce en la mejora en la calidad estereoquimica de la estructura, mientras que para
3CWD se da una disminucién de la misma en un 2% (valor que no justifica descartar su
utilizacion). El analisis més detallado muestra que los residuos que adoptan
orientaciones no favorables pertenecen a loops flexibles (evidenciados en la Figura 11,
(a) y (b)) sin una estructura definida, lo cual permite concluir que se justifica continuar
con el andlisis estructural comparado entre ambos LBDs, siendo adecuadas las
orientaciones de los residuos pertenecientes al bolsillo de union al ligando.

El RMSD calculado en base a las posiciones de los carbonos Ca. de 1IFM6 y 3CWD es

de 1.2 A. Este indicador global que muestra a ambas estructuras como muy similares
entre si, no permite sin embargo describir cambios en la orientacion de los residuos de
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ambos LBDs que pueden afectar la formacion de los complejos con los distintos
ligandos. En la Figura 12 se aprecia la superposicion de ambas estructuras
evidenciando aquéllos residuos que presentan variaciones significativas en su
orientacion, a saber: GIn283 (H3), Cys285 (H3), GIn286 (H3), Glu343 (hojas pB),
Phe363 (H7) y Met463 (loop H12-H10/11).

Gln 286 i

Cys 285

;? Phe 363

Figura 12: Superposicion de la estructura clasica en solucion de los LBD de PPARy provenientes de
las estructuras cristalograficas con PDBID1FM6 y 3CWND. Se evidencian los residuos que presentan
diferencias importantes en su orientacion entre ambas estructuras.

A partir del andlisis del grafico de RMSD correspondiente a 1FM6 y 3CWD (Figura
13b) se observa que ambas estructuras se encuentran estabilizadas en forma global
luego de 1.25 ns de simulacion, experimentando variaciones promedio de 2.0y 1.6 A,
respectivamente. En la misma figura se aprecia el detalle de los residuos que
experimentan mayores cambios en cada LBD a partir de la superposicion de las
estructuras inicial y promedio de cada simulacion en las regiones de RMSD estabilizado
(Figuras 13e y 13f, respectivamente) y la superposicion de las estructuras promedio
obte;g\\idas para ambas estructuras de LBD (Figura 13a) que difieren en un RMSD de
2.1A.
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Figura 13. Comparacion de la evolucion de las estructuras de los LBD 1FM6 y 3CWD en ausencia
de ligando luego de 2 ns de simulacion MD. (a) superposicion de las estructuras promedio de
ambos LBDs. (b) RMSD de los C, respecto a la estructura inicial. (c) superposicion de la
estructura inicial y promedio de la simulacion para 1FM6. (d) idem para 3CWD. (e) residuos que
presentan mayores variaciones en su orientacion correspondiente a la superposicion de 1FM®6. (f)
idem para 3CWD.
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A partir del gréfico de RMSF mostrado en la Figura 14a, se aprecia que entre las
regiones que experimentan mayor variacion en la orientacion de sus residuos se
incluyen las correspondientes al loop ubicado entre las hélices H9 y H10/11 en 1IFM6 y
a la region cercana a las hojas p en 3CWD. También se observa que en la comparacién
1FM6-3CWD los residuos del LBD con mayor diferencia en su orientacion, aparecen
como mucho mas flexibles en la estructura 3CWD, en particular los residuos Cys285,
GIn286, Arg288 y Ser289 ubicados en la zona de la hélice H3 que forman el brazo polar
del bolsillo del ligando, particularmente relevantes en la union a ligandos de la familia
de los nitroalquenos. Luego de la dinamica molecular, se observa que se vuelven mas
notorias las diferencias en la orientacion de los residuos que mostraban mayores
variaciones entre las estructuras 1FM6 y 3CWD luego de la minimizacién energética
(ver Figura 12 y Figura 14b).

a) ——1FM6 | p)
Regién hojas B 3CWD
4,54 (\ Loop H9-H10/11

o ] ©~oxN

|
e 0
EITTN I
251 b\\ I,Jk WJ L\m*&\‘““ ’ ‘7 WMW \(Wi “L\'ﬂf D:}l-\'{‘

Resid N°

Figura 14. (a) Comparacion de la flexibilidad por residuo en la estructura del LBD a través del RMSF
calculado en el tramo de 1 a 2 ns de produccion de MD. Se destacan los residuos relevantes para la
union de los distintos tipos de ligandos (1FM6 en negro y 3CWD en rojo) y en particular los
correspondientes a la hélice H3 donde se detectan las mayores diferencias entre ambas estructuras y se
ubica el residuo de Cys285 que se maneja forma una unién covalente con algunos nitroalquenos. (b)
Superposicion de las estructuras 1FM6 y 3CWD promedio de la dinamica molecular luego de la
estabilizacion de las mismas con los residuos que presentaban mayores variaciones en sus orientaciones
en las estructuras luego de la minimizacidn energética.

Finalmente, cabe sefialar que a lo largo de las simulaciones se detect6 la presencia de
moléculas de agua que formarian EdHs con los residuos Ser289 en el LBD 1FM6
His449 (2 moléculas de agua involucradas, con distancias promedio de 2.8 y 3.1 A,
respectivamente) y con Tyr327 en el LBD 3CWD (1 molécula de agua involucrada,
distancia promedio de 2.9 A) (ver Figura 15). En base a estos resultados, de cara a
futuros estudios de complejos con estos LBD seria necesario considerar la presencia de
moléculas de agua en las estructuras de partida, en tanto pueden interferir con la
ubicacion de ligandos y la formacion de EdHs ligando-PPARY.
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Figura 15: Moléculas de agua que establecerian EdH con residuos del bolsillo de unién a lo largo de
las dinamicas moleculas de (a) 1FM6 y (b) 3CWD.

En forma preliminar, se puede concluir que la estructura de partida usada para el estudio
de la interaccion ligando-LBD puede llegar a incidir significativamente en su
descripcion, en virtud de los cambios estructurales inducidos por la presencia de
diferentes ligandos (nitrolinoleatos para 3CWD y Rzg para 1FM6), que afectan tanto la
orientacion predominante de los residuos relevantes del LBD, como su flexibilidad. De
alli que se definiera continuar en la siguiente etapa de este estudio (caracterizacion de
las interacciones con tecnicas de docking molecular) con ambas estructuras de
referencia, teniendo especialmente en cuenta que a la hora de caracterizar una posible
formacion de aductos con el residuo Cys285, la estructura 3CWD parece ser mas
apropiada para abordarlo en tanto muestra mayor flexibilidad en la orientacion del
mismao.

4.2 Comparacion por docking de la interaccion de los ligandos con el LBD (3CWD
y 1FM6) de PPARYy

Como ya se menciond en la seccion 3.3, para validar las condiciones de docking
utilizadas a lo largo de ambas series de complejos con los dos LBDs se trabajé con los
derivados nitrolinoleicos, buscando hacer coincidir la mejor pose con la disposicion
observada en la cristalografia 3CWD. Cabe sefialar aqui que en tanto este objetivo se
logro para el ligando LAN10 (ver Figura S1 en informacion suplementaria), en el caso
del ligando LAN12 (presente superpuesto en la cristalografia 3CWD) no se logrd
reproducir por docking ninguna disposicion similar a la observada en la estructura
cristalogréfica.

Los clusters (agrupamientos por semejanza de las distintas poses obtenidas por docking
con Autodock) resultantes aplicando las condiciones validadas para LAN10 a todos los
sistemas ligando-LBD presentan diferencias notorias en la orientacion del ligando. Estas
variaciones no estan asociadas a energias de union significativamente diferentes (caen
en todos los casos por debajo del error del método, estimado en 2 kcal/mol). Por tanto
no se encontrd un criterio energético claro para la seleccion de una orientacion
especifica de los ligandos dentro de cada bolsillo de unién en el receptor. De alli que se
definié un criterio estructural, consistente en extraer para la comparacion detallada
aquéllas estructuras donde la orientacion del nitroalqueno es la mas similar a la que se
observa en la cristalografia 3CWD, esto es, con el grupo carboxilo orientado hacia la
region de la hélice H12 y el grupo nitro hacia la hélice H5.

Como se aprecia en la parte inferior de la Figura 16, las diferencias en los valores de
energia libre de union (AGynisn) obtenidos para las dos series de complejos ligando-
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receptor establecidos con los LBD provenientes de 1FM6 y 3CWD se encuentran dentro
del error del método (2 Kcal/mol). Los valores de esta magnitud no parecen
correlacionar con los patrones conocidos de capacidad activadora de los derivados nitro-
oleatos (se ha reportado que OAN9 ejerceria una mayor activacion respecto al
regiosiomero OAN10 en complejo con el mismo LBD, sea éste 1FM6 o 3CWD) ;/
nitrolinoleicos (de los cuales LAN12 seria el que exhibe mayor capacidad activadora *,
siendo a su vez més potente que cualquiera de los OANQO,).

En cuanto a los valores de Kg, al comparar los datos mostrados en la Figura 16 (e
incluidos con su detalle numérico en la informacion suplementaria como Tabla S3)
para el par de complejos formados por cada ligando con los LBDs 1FM6 y 3CWD, se
observa que esta Ultima serie presenta por lo general un menor valor de Kd. En las
series OA 'y LA, los &cidos grasos oleico y linoleico sin nitrar muestran valores de Kg
superiores a los correspondientes a sus derivados nitrados, mientras que en la serie del
araquidénico AA, no se cumple este patron. Para los complejos con Rzg se observa
menor Ky respecto a las especies restantes, comportamiento que es de esperar debido a
su mayor capacidad activadora. Al evaluar el uso de las K4 como potencial predictor de
la mayor capacidad activadora conocida de los ligandos nitrados OAN9 y LAN12
dentro de su serie y entre ellos, en ninguna de las dos series con los LBDs 3CWD y
1FM6 se logra describir correctamente las observaciones, algo que podria atribuirse a la
incapacidad de estos estudios (que se basan en una descripcion rigida del LBD) de
reflejar las flexibilidad del sitio de union al ligando y la eventual formacion de aductos
con Cys285 reportada in vitro *°.

Es por esto que los resultados obtenidos de energia libre de union y Kq a partir del
docking molecular de los complejos no permiten una prediccion confiable de la
capacidad activadora diferencial de los ligandos en estudio, para lo cual se requiere
entonces una descripcion mas sofisticada de los sistemas la cual seréd presentada en las
siguientes secciones.
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Figura 16: Energias libres de union (AGunién en kcal/mol) y Kd (mM)
obtenidas con Autodock 4.2 a partir del docking igando-receptor de OA, LA, AA,
OANO,, LNO,, AANO, y Rosiglitazona (Rzg) en 1FM6 (resultados en rojo) vy
3CWD (resultado en azul).
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4.3 Analisis de los complejos ligando-LBD clasicos: estructura, red de EdH vy
estabilidad

De la minimizacion clasica de los complejos ligando-receptor obtenidos por docking
molecular surge en primer lugar que no se aprecian variaciones globales significativas
en el receptor, lo cual es evidenciado por el valor del RMSD calculado en base a las
posiciones de los carbonos Ca para las nuevas estructuras respecto a las de partida,
experimentando cambios < 2 A (ver Tabla S4). Sin embargo, al examinar la situacion
en mayor detalle, se aprecian variaciones en la orientacion de los ligandos en los LBDs,
que para la mayoria de los acidos grasos y derivados nitrados, son mucho mas notorias
en la region del grupo carboxilato y su entorno (ver Figura 17).

a)

Tyr327

(mir)

His244

Lys367

Figura 17: Comparacion de la orientacion de ligandos (a) OAN9 y (b) AN15 en 1F6 tomados como
representativos de la variacion estructural en complejos modelados por docking ligando-receptor (dock)
y minimizacion clasica (min).

La orientacion que adquieren los &cidos grasos sin nitrar en 3CWD es muy similiar (ver
Figura 18a), ocupando sus cabezas polares la regiébn de Arm 3 y sus cadenas
hidrocarbonadas la correspondiente a Arm 1, siendo esta orientacion consistente con las
caracteristicas polares de ambas regiones (ver Figura 5). Al comparar las orientaciones
de Rzg en 3CWD vy la proveniente de la cristalografia con 1IFM6 (ver Figura 18b) se
observan diferencias en cuanto a la orientacion de la region que contiene al grupo
piridina, mientras que el anillo tiazolidina se aloja en la region correspondiente al Arm 3
en ambos casos. En las Figuras 19 y 20 se aprecia la disposicion de los distintos
nitroalquenos en las estructuras de los complejos clasicos formados con los LBDs
3CWD y 1FMB6. En tanto la disposicién de los ligandos nitrados miembros de las series
OA 'y LA en el LBD mas flexible de 3CWD es semejante dentro de cada serie (Figura
19) se aprecian mayores diferencias entre ellos en sus interacciones con el LBD de
1FM6, que tiene menor posibilidad de adaptarse al ligando dada su mayor rigidez
(Figura 20). En base a la disposicion de los nitroalquenos en los complejos con 3CWD,
podria aventurarse que la disposicion de los derivados nitroaraquiddnicos asemeja a la
caracteristica de los activadores parciales, ocupando la regién entre la hélice H3 y las
hojas beta.

Figura 18: Orientacién de los acidos grasos sin nitrar en PDBID:3CWD (a) y de Rzg en 3CWD y en el
complejo obtenido por cristalografia con 1FM6.
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Figura 19: Orientacion de ligandos y residuos proteicos del bolsillo correspondiente en los complejos
con el LBD de PPARy 3CWD. (a) OAN9 y OAN10 respectivamente en lila y verde; (b) LAN10 y
LAN12, respectivamente en lila y verde; (c) AN9, AN12, AN14 y AN15, respectivamente en verde,
naranja, amarillo y lila; (d) disposicion de los residuos de H12, H5 y H3 que establecen EdH con los
nitroalquenos en 3CWD.

Figura 20: Orientacion de ligandos y residuos proteicos del bolsillo correspondiente en los complejos
con el LBD de PPARy 1FM6. (a) OAN9 y OAN10 respectivamente en verde y lila; (b) LAN10 y
LAN12, respectivamente en verde y lila; (c) AN9, AN12, AN14 y AN15, respectivamente en verde,
lila, amarillo y naranja; (d) disposicion de residuos de H12, H5 y H3 que establecen EdH con los
nitroalquenos en 1FM6.
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En las Figuras 21-23 se muestra el analisis comparado de la naturaleza y fuerza de la
red de EdH establecida entre miembros de cada familia de &cidos grasos y PPARYy
(1FM6 y 3CWD). La fuerza de estas interacciones se caracterizd en base a los ordenes
de enlace de Wiberg (expresados en u.a.) obtenidos a nivel IEF-PCM/M06/6-31+G(d,p)
sobre recortes del sitio de interaccion como los mostrados en la Figura S2 (ver datos
numéricos en Tablas S5-S7).

Una propiedad de la red de EdH ligando-receptor que difiere de manera casi uniforme
segun la estructura del LBD es el valor de maximo orden de enlace (OE) en los EdHSs.
Este valor es también modulado por la posicion del grupo nitro y la longitud de la
cadena hidrofobica del acido graso insaturado, en consistencia con los datos
experimentales disponibles °2. En términos generales los ligandos establecen EdHs mas
fuertes con el LBD 1FM6 que con 3CWD en los complejos clasicos, alcanzando
méaximos de OE en el rango 0.08-0.11 u.a. en el primer caso (maximo de 0.05 u.a. de
referencia para Rzg-1FM6, ver Figuras 21-23) y de 0.06-0.10 u.a. en los complejos
ligando-3CWD (méaximo de 0.04 u.a. para Rgz-3CWD, ver Figuras 21-23). Se
observaron s6lo tres excepciones a este comportamiento correspondientes a LAN12,
AA y AN14, cuyos maximos OE en los EdHs formados con 3CWD superan las 0.10
u.a. y son mayores que en la correspondiente interaccion con 1FM6. En cualquier caso,
no parece ser éste el elemento diferencial capaz de explicar la actividad relativa
conocida de varios de estos compuestos como activadores de PPARYy.

En cuanto al nimero de EdHSs, en la Figura 21 se observa que OAN9, el regioisomero
de OANO, con mayor capacidad activadora de PPARy dentro de esta serie **, establece
un mayor nimero de EdHs con residuos de las a-hélices H3 (R288-NO,), H5 (Y327-
CO,), H7 (K367-C0O,) y H10/11 (H449-CO,) para ambos LBDs. A su vez, es este
regioisdbmero el Unico que establece EdH entre su grupo nitro y el residuo Arg288 en
ambos casos.

0.E. Wiberg [u.a]
0097 oA OAN9 OAN10  — scwp
0,08 -

0,07 -
0,06 -
0,05 -
0,04 4
0,03 1
0,02 A

0,01 1

Residuo
Y327 K367 H449 Y473 R288 R288 Y327 K367 H449 Y473 C285 Q286 R288 Y327 H449 Y473
(NH) (NH2)

Figura 21: Cantidad y fuerza de EdHs (en términos de 6rdenes de enlace) en la interaccion entre OA/
OANY9/OAN10 vy residuosdel sitio de unién en 1FM6 (rojo)/3CWD (azul). En el eje horizontal se
sefialan subrayados en rojo los residuos que corresponden a interacciones de EdH con el grupo nitro.
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En forma similar, en la Figura 22 se observa que LAN12, el regioisomero de la serie
LANO; con mayor capacidad activadora de PPARY, es quien establece mayor nimero
de EdHSs con residuos del LBD. En el caso de 1FM6, los EdHSs involucran a residuos en
las a-hélices H3 (R288-NOy), H5 (Y327-NO,), H7 (K367-CO,) y H10/11 (H449-CO,),
mientras que en el caso de 3CWD, involucran a residuos en H3 (C285-CO,, Q286-CO,,
S289-COy) e interacciones entre el grupo nitro y el backbone de Ser122 (perteneciente a
las hojas B). En contraste con la comparacion interna a la serie OA, la maxima fuerza de
los EdHs aparece aqui como un elemento diferencial distintivo de LAN12-3CWD
(reforzado por la formacion de EdH con Cys285-3CWD). La intensidad del EdH
formado con el residuo Ser289 es superior en relacion a la serie OA-3CWD. Esto
también se aprecia para el complejo LAN10-1FM6. Esto refleja el comportamiento
descripto sobre la capacidad activadora relativa de OAN9, OAN10y LAN12.

Finalmente, dentro de la serie AA (Figura 23), AN12 es la especie con mayor cantidad
de EdHSs en los complejos con 3CWD (AN9 ocupa esa posicion en los complejos con
1FM6) siendo el compuesto con disposicion mas cercana a la region de hojas B,
caracteristica tipica del mecanismo de accion de los activadores parciales. AA, AN14 y
AN15 presentan, en orden de fuerza decreciente, los EdHs més fuertes de esta serie. AA
establece solo dos EdH en 3CWD de fuerza importante con GIn286 y Ser289.

O.E. Wiberg a1
0,12 4 LA LAN10 LAN12 ——

0,1 -
0,08 -
0,06
0,04 -

0,02 4

Residuo

8289 Y327 K367 K367 Q286 8289 Y327 H449 3122 C285 Q286 R288 S289 Y327 K367 H449
Figura 22: Cantidad y fuerza de EdHs (en términos de ordenes de enlace) en la interaccion entre LA/
LAN10/LAN12 y residuos del sitio de unién en 1FM6 (rojo)/3CWD (azul). En el eje horizontal se
sefialan subrayados en rojo los residuos que corresponden a interacciones de EdH con el grupo nitro.
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Figura 23: Cantidad y fuerza de EdHs (en términos de 6rdenes de enlace) en la interaccion entre
AA/ AN9/AN12/AN14/AN15/RZG vy residuos del sitio de unién en 1FM6 (rojo)/3CWD (azul).
En el eje horizontal se sefialan subrayados en rojo los residuos que corresponden a interacciones
de EdH con el grupo nitro.

En lo que respecta a los &cidos grasos sin nitrar, OA y LA establecen menos EdH que
sus derivados nitrados en los complejos con 1FM6 y 3CWD. Sin embargo, este
comportamiento no es el mismo para AA, ya que si bien establece menos EdH con
1FM6 que los derivados nitroaraquidonicos las fuerzas de los mismos son importantes
(0.07 y 0.11 u.a. con Tyr327 y Ser289, respectivamente).

En cuanto a la Rzg, de acuerdo a los modelos empleados la misma forma una red mas
amplia de EdHs en complejo con 1FM6, sin ser de fuerza mayor al resto, como se
esperaria en caso de ser éste el factor determinante de la capacidad activadora que se
destaca sobre los restantes ligandos en las que ha sido determinada experimentalmente
2. Un elemento en comln entre los complejos de 1FM6 con Rzg y los dos
nitroalquenos de mayor capacidad activadora (OAN9 y LAN12) es la formacion de un
EdH con His449. Esta interaccion también se encuentra en los complejos de ANO9,
AN12 y AN14 con 1FM6.

Una forma mas completa de evaluar la estabilizacion que confiere la interaccion de cada
ligando con todos los residuos implicados del LBD consiste en determinar las energias
de formacion de los complejos de acuerdo al protocolo establecido en la seccion 3.6. En
este caso no solamente se contempla el efecto de la formacion de EdHs con grupos
polares, sino también el resultado de interacciones ionicas e hidrofobicas estabilizantes
que suelen darse en los brazos cortos del bolsillo del ligando. Dado el mayor costo de
estos estudios (basados en el uso de la estrategia ONIOM QM/MM) y que el LBD
3CWD muestra una flexibilidad mayor para acomodar a los distintos nitroalquenos en
una forma que correlaciona mejor con la actividad conocida para algunos de ellos, los
calculos fueron aplicados Unicamente al LBD 3CWD vy los resultados se recogen en la
Tabla 2.
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Tabla 2: Energias de formacion de los complejos a nivel ONIOM(M06:AMBER)

OA OAN9 OANI10 LA LANI10O LAN12 AA AN9 ANI12 AN14 AN15 Rzg

Eformacic’)n

[Kcal/mol] -62  -138 -29 -95 -10 -30 -173  -98 -159 -31 -164  -265

*En rojo se destacan los valores correspondientes a las series donde se cuenta con informacion
experimental de la capacidad activadora.

Como se puede apreciar, el activador total Rzg presenta el valor absoluto mayor para
esta propiedad y el ordenamiento interno en estabilidad dentro de las familias de
OANO; y LANO; también correlaciona correctamente con la actividad relativa
reportada para los miembros de cada familia. No obstante ello, un aspecto que no se
contempla en estas energias de formacién para las interacciones ligando-receptor, es la
eventual transformacion quimica por formacion de aductos con Cys285, aspecto que ha
sido reportado para los derivados nitrolinoleicos *® y que se explora con los resultados
expuestos en la siguiente seccion pudiendo ser el elemento que explicaria porqué no se
describe correctamente la capacidad activadora relativa entre las series OANO; y
LANO; reportado en la bibliografia y de las series OANO, y AANO, segun resultados
aun no publicados desarrollados en la Catedra de Inmunologia, F. Ciencias, U. de la R.
utilizando la medicion de la expresion de CD36 como reportero de PPAR en monocitos
THP-1". Por otra parte, la potencia activadora de los 4cidos grasos sin nitrar de cada
serie no es tampoco correctamente descripta con esta propiedad.

4.4 Evaluacion de la tendencia de los nitroalguenos a formar aductos con Cys285

En la Tabla 3 se aprecia el valor de la distancia entre el &tomo S de Cys285-3CWD y
Cg al grupo —NO, en cada nitroalqueno.

Tabla 3: Parametros geométricos (Dcyszgs- Cp-nitroalqueno) Y Gap Homo-Lumo
cruzado Cys285-ligando en los complejos en el LBD 3CWD

Dis(cys285)-Cp(nitroalqueno)] [Al GAPomMo-cys285-Lumo-ig [U-a.]

OAN9 5.4 0.0465
OAN10 4.7 0.0309
LAN10 4.3 0.0381
LAN12 2.0* 0.0167

AN9 5.6 0.0421

AN12 4.2 0.0428

AN14 4.9 0.0427

AN15 6.8 0.0441

*Se establece EdH entre CO, y Cys285

En ninguin caso pareceria que estos &tomos se hallen a distancia suficientemente cercana
para que se de un ataque nucleofilico del tiolato sobre Cg (todos los valores son mayores
de 4 A) por lo que para poder darse la reaccion el sitio de union deberia experimentar
algn cambio a nivel local (0 mas amplio) que permitiera un acercamiento entre los
grupos reactivos.

“a) Comunicacion personal de Maria Lamas, Catedra de Inmunologia, F. de Ciencias, U. de laR. b) V.
Veroli, M. Lamas, A. Ferreira, E. L. Coitifio. “Modelos de la interaccion nitrolipidos-PPARYy: aportes para
la comprension y prediccion de su capacidad agonista”. 11 Jornadas de +Biofisica, F. de Ciencias, U. de la
R., 21-23 de noviembre de 2013.
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Por otro lado, en cuanto al indicador de reactividad se observa un menor gap H-L
cruzado para el LNO, de mejor capacidad activadora dentro de la familia LA, tendencia
que no se cumple en el caso de la serie OA, donde el OAN10 aparece como mucho mas
reactivo frente a la posible formacion del aducto. En cuanto a la serie de
nitroaraquidonicos, los mismos aparecen como menos reactivos frente a este tipo de
reaccion por ataque nucleofilico, siendo el regioisomero AN9 el que muestra mayor
tendencia a formar aductos covalentes entre los casos estudiados. Esto induciria a
pensar que la formacion de aductos covalentes en estos complejos de la serie AA no
seria un elemento central impulsor de su capacidad activadora, que probablemente se
asocie con las interacciones establecidas con la hélice H3 y los residuos de la hoja f.

4.5 Efectos de reorganizacion de carga en los complejos OAN9-/AN15-1FM6

Se ha reportado que la polarizacion de las cargas atdmicas del receptor tiene un papel
central en la correcta descripcion de la fuerza de la red de EdH en complejos entre
1FM6 y Rzg *°. Como se mostré en la seccion 4.3, es en los complejos obtenidos por
minimizacién clasica con AMBER ff03 en solucion con este LBD donde aparecen los
EdH mas fuertes. Aqui se pretende explorar si ante una optimizacién de geometria
QM/MM que contempla la reorganizacion de carga electronica y nuclear, la descripcion
estructural cambia en forma significativa o se mantiene. Visto el costo mayor de estos
estudios, se seleccionaron dos casos representativos con EdHs fuertes: los complejos
con OAN9 y AN15.

A partir de la comparacién de distancias, angulos y 6rdenes de enlace de Wiberg
obtenidos para los EdH entre OAN9 y AN15 con 1FM6, se observa en la Tabla 4 que la
optimizacion de geometria QM/MM se traduce en cambios localizados en algunos de
ellos. En el complejo con OAN9 el resultado mas destacado es la reorientacion en el
entorno de la cabeza polar carboxilato, que refuerza la interaccion con Lys367 (el EdH
se acorta 0.2 A, con incremento notorio en el orden de enlace) y la pérdida del EdH con
His449. Se observa ademés que las distancias y fuerza de EdH permanecen
esencialmente incambiadas y un angulo de la interaccion del grupo nitro con Arg288 se
cierra significativamente.
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Tabla 4: Parametros geométricos y ordenes de enlace en los complejos entre OAN9/AN15 y 1FM6
antes y después de la optimizacion de geometria ONIOM.

Orden de enlace

Distancia EdH Angulo EdH Wiberg
Ligando EdH [A] ] [a.u.]
AMBER/ONIOM AMBER/ONIOM AMBER/ONIOM
OANS9 Arg288-NH1"ONO 1.9/1.9 162/160 0.04/0.05
Arg288-NH2"ONO 2.3/2.3 141/127 0.01/0.01
Tyr327-OH"OCO 1.7/1.7 169/167 0.08/0.08
Lys367-NHOCO 1.8/1.6 169/169 0.09/0.14
His449-NHOCO 2.1/Nf 127/Nf 0.02/Nf
AN15 Arg288-NH1-"ONO 1.9/1.9 174/164 0.04/0.06
Arg288-NH2"ONO 2.3/2.6 144/142 0.02/0.01
Ser289-OH"OCO 1.6/1.8 161/156 0.08/0.06

Nf: no establece EdH

En el complejo con AN15, los cambios pasan por la reduccion de los angulos de EdH y
un debilitamiento de la interaccion de ambos grupos polares con Arg288 y Ser289. Esta
comparacion se ve con mayor claridad en términos graficos en la Figura 24.

AMBER

0,08 AN15

Arg288
-

Arg288
)
Ser289

Figura 24: Ordenes de enlace de Wiberg para los EdHs en las estructuras de los complejos de OAN9 y
AN15 con 1FM6 antes (AMBER) y después (ONIOM) de la optimizacion de geometria QM/MM.

En resumen, se puede concluir a partir de esta pequefia muestra, que no se verificaria
transferencia protonica entre receptor y ligando. Ademas, si bien una descripcion
minuciosa de la red de EdH requeriria un tratamiento QM/MM de la estructura, la
caracterizacion global de dicha red a efectos de buscar patrones que correlacionen con
la capacidad activadora de los ligandos no se ve alterada significativamente respecto a
la descripcion lograda a partir de las estructuras clasicas obtenidas con el campo de
fuerza AMBER ff03.

4.6 Dinamica molecular del complejo AN15-PPARYy

Al evaluar el efecto que tiene la presencia de AN15 en la estructura del LBD 1FM6, se
observa como el RMSD (calculado en términos de C,, respecto a la estructura de partida
en la simulacion) se establiza rapidamente y no experimenta variaciones significativas.
Por otro lado, como consecuencia de la presencia del ligando los residuos del receptor
experimentan mas fluctuaciones en sus orientaciones (Figura 25), comportamiento que
fue a su vez observado por Gani et al. *° en la evolucién del RMSF de 1FM6 en
presencia de Rgz luego de 20 ns de simulacion.
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Figura 25: Graficos de evolucién a lo largo de la dindmica de (a) RMSD de Ca respecto a la estructura
inicial de la dinamica y (b) RMSF Ca correspondientes a las dindmicas de 1FM®6 en presencia (rojo) y
ausencia (negro) de AN15.

En cuanto al comportamiento de la hélice H12 en ausencia y presencia de AN15, la
misma no varia notoriamente su posicion respecto al bolsillo de uniéon al ligando,
estando en ambos casos a una distancia promedio que ronda los 6A (Figura 26). Estos
resultados se encuentran en concordancia con las observaciones de Gani et al. *° que
establecen que tanto en estructuras critalograficas del LBD de PPARy provenientes de
complejos con agonistas totales como parciales, se observa que la hélice H12 se
encuentra en la disposicion correpospondiente a la conformacién activa (empaquetada
en la interfase de las hélices H3, H4 y H10/11). A lo largo de la simulacion, el grupo
carboxilo del ligando experimenta un acercamiento hacia esta hélice que ronda en los
3.7 A y un alejamiento de su grupo nitro respecto a la Arg288 de 1.4 A. Este fenomeno
de acercamiento de la cabeza polar del ligando hacia la hélice H12 es también
observado en las simulaciones del complejo con Rzg en 1FM6 .

a) E—TSVT b)
20 ~ AN15-1FM6

d[Tyr327-473] (A)

J‘m‘h'v.“‘l‘ w

6 h |

0 ' 500 I 10I00 ' 15I00 ' 20|00
t(ps)

Figura 26: (a) Evolucién temporal de la distancia de la hélice H12 respecto al bolsillo de unién al

ligando a lo largo del tiempo de simulacion de 2 ns. (b) Superposicién de las estructuras promedio

obtenidas de la simulacién de 1FM6 y AN15-1FM®6.

En la estructura promedio de la simulacion del complejo AN15-1FM6 se observa la
presencia de una molécula de agua que participa en lo que es la formacién de la red de
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EdHs que circundan al grupo carboxilico de AN15 (ver Figura 27). Es esta misma
agua, la que se encontraria estableciendo un EdH con la cabeza polar del ligando
mientras que a su vez se encuentra en una orientacion adecuada para establecer otro
EdH con GIn286. Por lo tanto, al comparar esta estructura con la obtenida para el LBD
sin ligando (ver Figura 15), se aprecia que como consecuencia de la entrada del ligando
ocurriria un desplazamiento de una de las moléculas de agua que se encontraba en la
region del Arm 3 (estableciendo EdH con Ser289) y un desplazamiento de la otra
(estableciendo EdH con His449) que es ubicada en las proximidades de GIn286.

Ser289

Figura 27: Localizacién de la molécula de agua presente en la estructura promedio obtenida a partir de la
simulacién de dindmica molecular del complejo AN15-1FM6 y residuos de bolsillo de union que se
encuentran en las cercanias de la mismay de AN15.
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5. CONCLUSIONES
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El estudio de los LBD 1FM6 y 3CWD de PPARy mostré que si bien en términos
globales estas estructuras son muy similares, difieren en la orientacion y flexibilidad de
los residuos del bolsillo de unién al ligando. Estas diferencias pueden influenciar la
orientacion que adquieren los ligandos en el LBD, presentando en 3CWD mayor
flexibilidad que en 1FM®6. A su vez, segun la estructura de la proteina considerada, se
detectan moléculas de agua que pueden estar participando en la formacién de EdH entre
distintos residuos (Ser289 e His449 con 1FM6 y Tyr327 con 3CWD) relevantes para la
interaccion con el ligando. Esto permite concluir que la estructura del LBD tomada
como modelo puede condicionar los resultados obtenidos y que la consideracion de
moléculas de agua en el LBD parece ser necesaria para lograr una buena descripcion del
sistema. En el Unico caso en que se explord la dindmica y flexibilidad del complejo
(AN15-1FM6) se concluye que la flexibilidad de los residuos del LBD aumenta en
presencia del ligando, el cual se acerca hacia la region de la hélice H12 sin alterar
significativamente la posicion de la misma y cuya cabeza polar forma EdH con una
molécula de agua presente en el LBD.

En cuanto a los valores de energia libre de union y de Ky obtenidos por docking
molecular para los complejos formados con 1IFM6 y 3CWD, se concluye que a partir de
ellos no es posible diferenciar el comportamiento de los distintos ligandos en conexién
con su capacidad activadora conocida. Por su parte, la energia de formacién de los
complejos con 3CWD evaluados a nivel ONIOM-EE si parece ser un buen predictor de
la capacidad activadora relativa dentro de cada serie de derivados nitrados en tanto los
nitroalquenos de mayor capacidad conocida presentan valores menores de energia de
formacion y la Rosiglitazona presenta por lejos la menor energia de formacion respecto
a todos los restantes ligandos considerados. Sin embargo, los valores obtenidos para
LAN12 y OAN9 no permiten explicar la superioridad activadora observada para el
primero, debilitando la posibilidad de comparar casos entre series con este predictor,
algo que vuelve a reflejarse en la comparacion OANO; vs. AANO,. Adicionalmente, la
obtencion de complejos mas estables para OA y LA respecto a algunos de los derivados
nitrados de sus respectivas series tampoco es reflejada adecuamente. En conclusién este
predictor deberia ser usado con cautela, principalmente para comparar regioisomeros
dentro de una misma serie. Dentro de la serie AANO; se esperaria entonces el siguiente
orden de potencia activadora: AN15 > AN12 >> AN9 >> AN14.

La orientacion adquirida por los nitroalquenos en los bolsillos de 1IFM6 y 3CWD
corresponde en los resultados obtenidos por minizacién clasica al tipo de interaccion
caracteristica de los activadores parciales, donde el ligando interactta con los residuos
pertenecientes a la hélice H3 y la hoja B. En los complejos con 3CWD todos los
nitroalquenos se orientan en el LBD en forma similar dentro de su misma serie. Si bien
con el LBD maés rigido de 1FM6 este comportamiento se da con los complejos de la
serie AANO; y no se cumple para los complejos de las otras dos series

La mayor capacidad activadora observada de OAN9 y LAN12 dentro de sus series se
pudo correlacionar con la presencia de una red méas extendida de EdH ligando-receptor.
En forma general, se establecen EdHs mas fuertes con 1FM6 respecto a 3CWD. Dentro
de la serie de nitroaraquiddnicos para los que no esta aun determinada con claridad su
potencia activadora relativa, AN12 resultaria ser el regioisomero que establece un
mayor numero de EdHs con 3CWD, mientras que con 1FM6 esto se verifica para el
regioisomero AN9. Para la Rgz estudiada como caso claro de referencia de un activador
total de PPAR, en tanto la fuerza de los EdHs establecidos no resulta correlacionar con
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su potencia, el numero de EdHs si lo hace, siendo en su complejo con 1FM6 mayor que
en el formado con 3CWD. De aqui que la extension de la red de EdH parezca ser el
elemento estructural ligado a la potencia en términos generales. Estos resultados no
parecen modificarse al considerar los efectos de reorganizacién de carga para los
complejos OAN9-/AN15-1FM6 cuya estructura se estudié con modelos QM/MM que
permiten considerar eventuales transferencias protonicas ligando-receptor para las que
no se hallé evidencia. Si bien en las estructuras clasicas minimizadas ninguno de los
nitroalquenos considerados se encontraria en una orientacion tal que posibilite la
formacion de aductos covalentes con Cys285, LAN12 seguido de OAN10 serian los dos
casos con mayor tendencia a reaccionar, mientras que los derivados AANO; serian los
menos propensos a ello. Esto indicaria como muy poco probable la activacion del
receptor por parte de los AANO; a traves de la formacion de aductos covalentes.

En suma, por una parte el analisis de la red de EdH de los complejos obtenidos a nivel
clasico parece correlacionar con los datos experimentales tanto en 1FM6 como en
3CWD (explicando a este nivel la mayor capacidad activadora de OAN9 y LAN12). Por
otra, las energias de formacion de los complejos obtenidas al nivel ONIOM-EE pueden
ser utilizadas para anticipar el potencial activador relativo dentro de una misma serie de
derivados nitrados de 4&cidos grasos y eventualmente distinguir entre activadores
parciales y totales. No obstante ello, no logran reproducir el ordenamiento entre series
diferentes, ni la comparacion entre el precursor sin nitrar y sus derivados. A partir de
este trabajo ha quedado evidenciada la importancia de la flexibilidad de los residuos del
bolsillo de union a ligandos de PPAR a la hora de evaluar las interacciones con distintos
regioisomeros. Esto da una pauta sobre el camino a seguir para modelar adecuadamente
este tipo de problemas, el cual deberia en los aspectos estructurales incluir el estudio de
los complejos a nivel clasico seguido de simulaciones de dindmica molecular que
permitan tener en cuenta la flexibilidad a lo largo del tiempo de estos residuos asi como
también de los ligandos dentro de cada bolsillo y la posibilidad de que las moléculas de
agua presentes en el LBD participen en el establecimiento de la red de EdH que se ha
mostrado tiene un papel determinante en la capacidad activadora del ligando.
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7. INFORMACION SUPLEMENTARIA

53



S1: Tablas suplementarias

Tabla S1 — (ver pagina sucesiva)

Se evaluaron distintas condiciones de docking utilizando los complejos LAN10/-12-
PPARy obtenidos de la cristalografia con PDBID 3CWD. Se variarion nimero de
corridas, tamafio poblacional, numero de evaluaciones energéticas, nimero de
generaciones y tamafio de paso de traslacion y rotacion. Se calcularon los RMSD de la
topscore de los ligandos respecto a la orientacion presente en la estructura
cristalografica. Se partié de una grilla de 50X50X56 que abarcaba toda la region del
bolsillo de union al ligando, un espaciado de 0.375, 50 corridas, un tamafio de poblacion
de 150, 2.500.000 de evaluaciones energéticas, 27.000 generaciones, un tamafio de paso
de traslacion de 0,2 A y de rotacion de 5 A.

Se obtuvieron valores de RMSD menores a 2.0 A al utilizar un tamafio de paso de
rotacion de 13 y 14 A solamente para el complejo LAN10- PPARy. Al no encontrarse
condiciones de docking que arrojaran valores de RMSD menores al limite previamente
mencionado, se decidio trabajar con aquellas estructuras provenientes de clusters que
tuvieran una orientacion similar a la de los nitrolinoleicos en la cristalografia 3SCWD.

Tabla S2: Carga y multiplicidad correspondientes a los
single-point de los ligandos y aquellos residuos que se
encuentran a menos de 3 A

1FM6 3CWD
carga/multiplicidad carga/multiplicidad
OA 0/1 0/1
OAN9 1/1 1/1
OAN10 1/1 -1/1
LA 0/1 0/1
LAN10 0/1 0/1
LAN12 11 -1/1
AA 0/1 0/1
AN9 1/1 -1/1
AN12 0/1 0/1
AN14 1/1 1/1
AN15 0/1 0/1
Rzg 0/1 1/1

Tabla S3: Valores de Kd y energia libre de union obtenidos por docking.

AGunien [Kcal/mol] KilmM]

1FM6 3CWD 1FM6 3CWD
OA -3.26 -4.05 4.07 1.07
OAN9 -3.55 -4.99 2.48 0.22
OAN10 -3.27 -5.27 4.04 0.14
LA -2.74 -3.37 9.77 3.39
LAN10 -4.33 -5.09 0.67 0.18
LAN12 -4.16 -5.86 0.89 0.05
AA -4.49 -4.69 0.51 0.36
AN9 -4.30 -4.07 0.70 1.04
AN12 -3.38 -4.00 3.33 1.18
AN14 -3.76 -4.32 1.76 0.68
AN15 -5.04 -3.71 0.20 1.92
RZG -6.00 -6.00 0.04 0.04
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Tabla S1: Pardmetros de docking modificados para los complejos LAN10/-12 en PPARY y sus respectivos RMSD del top score respecto a la eestructura critalogréafica.

N° Corrida RMSD top score RMSD top score RMSD top score RMSD top score

LAN10/LAN12 Eval Energéticas LAN10/LAN12 Traslacion LAN1O/LAN12 Rotacion LAN10/LAN12
10 8.9/6.5 1.500.000 7.9/5.8 0.1 2.3/7.5 1 2.8/6.4
20 9.4/7.9 2.000.000 8.2/8.0 0.3 7.6/10.0 2 3.4/8.5
30 9.0/8.1 3.000.000 8.5/9.2 0.4 7.1/7.8 3 2.6/3.1
40 7.0/4.7 3.500.000 4.5/5.7 0.5 2.6/3.8 4 2.3/2.9
60 2.7/13.2 4.000.000 7.0/8.7 0.6 2.3/3.4 6 3.2/10.0
70 6.3/2.7 4.500.000 2.5/3.0 0.7 3.4/9.0 7 6.9/3.9
80 2.5/8.4 5.000.000 7.6/6.2 0.8 2.5/6.6 8 6.4/2.8
90 2.2[7.3 5.500.000 3.1/2.8 0.9 2.0/2.9 9 5.9/9.3
100 6.3/3.4 6.000.000 6.1/7.8 1.0 3.1/3.7 10 6.1/8.5
150 6.1/7.6 6.500.000 3.7/8.8 1.1 5.6/8.4 11 7.6/8.3
7.000.000 10.0/7.6 1.2 8.4/9.8 12 2.2/3.6

RMSD top score
Generaciones LAN10/LAN12 7.500.000 2.6/3.1 1.3 6.4/6.8 13 1.8/3.2
5.000 2.3/5.9 8.000.000 9.6/5.9 1.4 6.2/3.4 14 1.7/3.3
10.000 7.3/3.2 8.500.000 6.1/7.1 15 2.4/8.9 15 2.9/9.1
15.000 7.4/3.3 9.000.000 7.3/3.8 1.6 7.4/3.4
RMSD top score

20.000 2.8/9.9 9.500.000 2.5/9.1 1.7 2.7/13.6 Poblacién LAN10O/LAN12
25.000 7.1/8.5 10.000.000 2.3/6.0 1.8 2.0/5.8 50 6.5/8.9
30.000 6.8/3.2 15.000.000 6.1/6.1 1.9 7.0/9.1 100 5.4/8.7
35.000 8.9/8.7 20.000.000 7.8/8.5 2.0 9.0/2.9 200 8.8/3.0
40.000 6.5/6.5 25.000.000 2.2/8.3 250 2.2/9.0
45.000 3.2/3.1 50.000.000 2.2/8.6 300 3.0/3.4
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Tabla S4: RMSD de los complejos
obtenidos por docking respecto a las
estructuras minimizadas. Los complejos de
los acidos grasos sin nitrar con 1FM6 no
fueron generados ya que el estudio de los
mismos se centr6 en la estructura con

3CWD.
RMSD dock-min
1FM6 3CWD
OA Nd 0.88
OANS9 0.86 0.89
OAN10 0.84 0.72
LA Nd 0.82
LAN10O 0.80 0.71*
LAN12 0.77 0.82*
AA Nd 0.96
AN9 0.86 0.88
AN12 0.83 0.94
AN14 0.89 0.84
AN15 0.79 0.89

*Los complejos de partida corresponden a
las estructuras cristalogréaficas.

Tabla S5: Red de EdH establecidas entre OA, OAN9 y OAN10 con 1FM6
y 3CWD.

Distancia  Angulo EdH Orden de enlace

EdH [A] [°1 Wiberg (m06)
Ligando Residuo 1FM6/3CWD 1FM6/3CWD [u.a.]J1FM6/3CWD

OA Tyr327 (..OH-0=C=0..) Nf/1.8 Nf/160 Nf/0.06
Lys367 (..NH3-0=C=0..) Nf/1.8 Nf/160 Nf/0.06

His449 (..NH-O=C=0..) 1.8/1.8 172/151 0.08/0.06

Tyrd73 (..OH-O=C=0..) Nf/1.9 Nf/151 Nf/0.04

OAN9  Arg288 (.NH-O=N=0..) 1.9/2.4 162/166 0.03/0.01
Arg288 (..NH2-O=N=0..) 2.3/Nf 141/Nf 0.01/Nf

Tyr327 (..OH-0=C=0..) 1.7/1.8 169/158 0.08/0.06

Lys367 (..NH3-0=C=0..) 1.8/1.8 169/163 0.08/0.06

His449 (..NH-O=C=0..) 2.1/1.9 127/156 0.02/0.05

Tyrd73 (..OH-O=C=0..) Nf/1.8 Nf/156 Nf/0.05

OAN10 Cys285 (..SH-0O=C=0..) Nf/1.9 Nf/178 N{f/0.06
GIn286 (..NH-O=C=0..) Nf/1.7 Nf/173 Nf/0.06

Arg288 (..NH-O=N=0..) 1.9/Nf 161/Nf 0.03/Nf

Tyr327 (..OH-0=C=0..) 1.7/Nf 179/Nf 0.06/Nf

His449 (..NH-O=C=0..) Nf/1.8 Nf/160 Nf/0.06

Tyr473 (..OH-0=C=0..) 1.7/Nf 160/Nf 0.08/Nf

Nf: no establece EdH.



Tabla S6: Red de EdH establecidas entre LA, LAN10 y LAN12 con 1FM6 y
3CWD.

Distancia  Angulo EdH Orden de enlace

EdH [A] [’1 Wiberg (m06)

Ligando Residuo 1FM6/3CWD 1FM6/3CWD [u.a.]1FM6/3CWD
LA Ser289 (..OH-0=C=0..) 1.6/Nf 164/Nf 0.09/Nf
Tyr327 (..OH-0O=C=0..) Nf/1.7 Nf/169 Nf/0.07
Lys367 (..NH3-0O=C=0..) Nf/2.1 Nf/122 Nf/0.02
Lys367 (..NH3-0O=C=0..) Nf/2.2 Nf/125 Nf/0.02
LAN10 GIn286 (..NH-O=C=0..) Nf/1.7 Nf/176 Nf/0.08
Ser289 (..OH-0=C=0..) 1.5/Nf 178/Nf 0.11/Nf
Tyr327 (..OH-O=N=0..) 1.9/Nf 152/Nf 0.03/Nf
His449 (..NH-O=C=0..) Nf/1.8 Nf/158 Nf/0.06
LAN12 Ser122 (..NH(back)-O=N=0..) Nf/2.2 Nf/153 Nf/0.01
Cys285 (..SH-0=C=0..) Nf/2.0 Nf/169 N{f/0.03
GIn286 (..NH-O=C=0..) Nf/1.8 Nf/174 Nf/0.06
Arg288 (..NH-O=N=0..) 1.8/Nf 174/Nf 0.04/Nf
Ser289 (..OH-0=C=0..) Nf/1.6 Nf/165 Nf/0.10
Tyr327 (..OH-O=N=0..) 1.7/Nf 164/Nf 0.07/Nf
Lys367 (..NH3-O=C=0..) 1.8/Nf 151/Nf 0.07/Nf
His449 (..NH-O=C=0..) 2.1/Nf 135/Nf 0.02/Nf

Nf: no establece EdH.



Tabla S7: Red de EdH establecidas entre AA, AN9, AN12, AN14, AN15 y
Rosiglitazona (Rzg) con 1FM6 y 3CWD.

Distancia Angulo EDH Orden de enlace

EdH [A] [°1 Wiberg (m06)
Ligando Residuo 1FM6/3CWD 1FM6/3CWD [u.a.]1FM6/3CWD

AA GIn286 (..NH-0O=C=0..) Nf/1.7 Nf/173 Nf/0.08
Ser289 (..OH-0=C=0..) Nf/1.6 Nf/172 Nf/0.11
Tyr327 (..OH-0=C=0..) 1.7INf 165/Nf 0.07/Nf
Lys367 (..NH3-O=C=0..) 1.8/Nf 167/Nf 0.08/Nf
His449 (..NH-O=C=0..) 1.9/Nf 138/Nf 0.04/Nf
AN9 Arg288 (..NH-O=N=0..) 1.9/Nf 167/Nf 0.04/Nf

Tyr327 (..OH-0=C=0..) 1.7/1.7 167/161 0.07/0.07

Lys367 (..NH3-O=C=0..) 1.8/1.9 170/138 0.08/0.04

His449 (..NH-O=C=0..) 2.1/1.9 125/139 0.02/0.04
AN12 Cys285 (..SH-0=C=0..) 1.9/Nf 171/Nf 0.06/Nf
Arg288 (..NH-O=N=0..) 2.0/Nf 169/Nf 0.02/Nf
Tyr327 (..OH-0O=C=0..) Nf/1.8 Nf/155 Nf/0.06
Lys367 (..NH3-O=C=0..) Nf/1.8 Nf/153 Nf/0.06

His449 (..NH-O=C=0..) 1.8/1.9 165/144 0.06/0.04
Tyr473 (..OH-0=C=0..) Nf/1.8 Nf/157 Nf/0.05
AN14 GIn286 (..NH-O=C=0..) Nf/1.7 Nf/177 Nf/0.07
Arg288 (..NH-O=N=0..) 2.0/Nf 166/Nf 0.03/Nf
Ser289 (..OH-0=C=0..) Nf/1.6 Nf/169 Nf/0.10
Tyr327 (..OH-0O=C=0..) 1.7/Nf 166/Nf 0.07/Nf
His449 (.NH-O=C=0..) 1.8/Nf 148/Nf 0.06/Nf
AN15 GIn286 (..NH-O=C=0..) Nf/2.0 Nf/172 Nf/0.04
Arg288 (..NH-O=N=0..) 1.9/Nf 174/Nf 0.04/Nf
Arg288 (..NH2-O=N=0..) 2.3/Nf 144/Nf 0.02/Nf

Ser289 (..OH-0=C=0..) 1.6/1.7 161/170 0.09/0.09
His449 (..NH-O=C=0..) Nf/2.0 Nf/147 Nf/0.04
Rzg GIn286 (..OH-O(C3NHO2S)..) Nf/1.9 Nf/163 Nf/0.04
Ser289 (..OH-O(C3NHO2S)..) 1.7/Nf 163/Nf 0.05/Nf
His323 (..OH-O(C3NHO2S)..) 2.1/Nf 143/Nf 0.02/Nf

His449 (..OH-O(C3NHO2S)..) 1.9/1.9 156/155 0.04/0.03
Tyr473 (..OH-NH(C3NHO02S)..) 2.1/Nf 137/Nf 0.02/Nf

Nf: no establece EdH.



S2: Figuras suplementarias.
a)-LAN10D b)-LAN12

Figura S1: Superposicion de la disposicion de los ligandos LAN10 y LAN12 en la mejor pose obtenida
por docking con Autodock (lila) y la cristalografia 3CWD (verde) usada como referencia.
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Figura S2: Ejemplificacion de uno de los recortes de los complejos
clasicos (correspondiente al complejo OAN9-1FM®6) utilizado para
la determinacion de los 6rdenes de enlace de Wiberg.
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