LEUCOTRIENO A4: MODELADO IN SILICO Y DOCKING MOLECULAR SOBRE LA
LEUCOTRIENO A4 HIDROLASA

Paula B. Paz, Esteban G. Vega-Hissi, Mario R. Estrada, Juan C. Garro Martinez

Area de Quimica Fisica, Dpto. de Quimica, Universidad Nacional de San Luis-CONICET.
Chacabuco 917, San Luis, 5700, Argentina.
E-mail: paulabpaz@hotmail.com

INTRODUCCION

Los Leocotrienos (LTs) (“leuko” de leucocitos, y “trienos” que tiene tres enlaces
dobles conjugados) son unos de los compuestos mas importantes de la familia de
hormonas llamada eicosanoides. Los LTs son metabolitos derivados del acido
araquidonico, biosintetizados a través de la ruta de las lipoxigenasas [1-3]. El Leucotrieno
A4 (LTA4) es un epodxido alilico inestable que es convertido en LTB4, Figura 1, por
hidratacion estereoselectiva a partir de la LTA4 hidrolasa (LTA4H) [4], una metaloenzima
bifuncional de zinc [5]. El producto de esta reaccion enzimatica, el Leucotrieno B4 (LTB4),
es un potente mediador pro-inflamatorio que esta implicado en la patogénesis de varias
enfermedades como la psoriasis, la enfermedad inflamatoria intestinal, la artritis
reumatoide, el asma, la enfermedad obstructiva pulmonar crénica y la aterosclerosis [6,7].

b LTA4 Hydrolase g ¢ 7
o] : ¥
o NMGH - (‘\f’\\’;’/’“\um/IH,/“v}E‘*UH
..... - RN N
LTA4 LTB4

En este trabajo presentamos un estudio de docking molecular de LTA4 con la
enzima LTA4H realizado con el software AutoDock Vina [8]. La estructura de LTA4H fue
extraida del banco de datos de proteinas[9] (PDB code: 3CHO [10]). Las estructuras
moleculares del sustrato LTA4 y el producto LTB4 empleadas en el docking fueron
obtenidas a través de célculos mecanocuanticos empleando la Teoria del Funcional de la
Densidad (DFT) a nivel B3LYP/6-31+G(d) tanto en fase gaseosa y condensada. Todos los
calculos cuanticos fueron realizados con Gaussian 03 [11].

RESULTADOS

La estructura molecular de LTB4 fue analizada separando la molécula en tres
fragmentos segun sus caracteristicas quimicas; una cadena hidrofébica, un grupo trieno, y
un grupo polar acido. Este analisis se llevd a cabo a través de curvas y superficies de
energia potencial (CEP y SEP) y optimizacion posterior de las geometrias puntuales. Los



resultados se utilizaron para construir la molécula completa de LTB4 y de esta manera
obtener una mejor estructura optimizada. La conformacion mas estable del LTB4 muestra
una estructura alargada con una interaccién intramolecular en el fragmento polar
analizada a través del analisis de los orbitales naturales de enlace (NBO). A su vez,
cuatro conférmeros estructurales de LTA4 fueron modelados a partir de las
conformaciones de minima energia resultantes del LTB4. Ademas, las especies
desprotonada de ambos leucotrienos fueron analizadas de acuerdo con los valores de
pKa encontrados en la literatura.

Finalmente se propuso un modelo de union de la enzima LTA4 hidrolasa con LTA4
mediante docking molecular. En la Figura 2 se muestra las especias protonadas y
desprotonadas de LTA4 en el sitio activo de la enzima. La figura muestra también las
interacciones intermoleculares que existen entre el sustrato y la enzima; el grupo
carboxilato interacciona con Arg563 y esta préoximo a Lys565, el atomo de oxigeno del
grupo epoxido es posicionado coordinando al catién Zn*? formando un complejo cuadrado
piramidal con His 295, His 299 y Glu 318, la cadena de LTA4 se encuentra perfectamente
ubicada en un paquete hidrofébico y Asp375 se orienta hacia el grupo trieno. Estos
resultados estan en excelente acuerdo con los datos experimentales que se pueden
encontrar en la literatura [12].

CONCLUSIONES

Los calculos DFT nos permitieron obtener las estructuras estables tanto para el
sustrato como para el producto de la enzima LTA4H. Los resultados del docking molecular
proporcionan un modelo de interaccion de LTA4H con LTA4 en excelente acuerdo con los
datos experimentales: el sustrato se une al sitio activo de la enzima de modo que sus
grupos funcionales quedan organizados de acuerdo con el mecanismo de reaccién
propuesto por varios autores. Ambas especies protonada y desprotonada se unen al
mismo sitio en orientacion adecuada de sus grupos clave para la reaccion enzimatica. El
sustrato se mantiene en el sitio activo por multiples interacciones atractivas débiles y un
enlace de hidrégeno con Arg563.



Este estudio aporta importante informacion para dilucidar: a) la similitud estructural
entre LTA4 y su precursor LTB4, b) los cambios conformacionales de LTA4 en fase
gaseosa, fase condensada y cuando esta unido a la enzima, c) el sitio activo de LTA4H
cuando esta unido a LTA4 para la comparacién del sitio de interaccién con los inhibidores
y por lo tanto obtener informacién importante para el desarrollo en el futuro de nuevos
inhibidores de la sintesis de LTB4.
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