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ABREVIATURAS

LDL: Lipoproteina de baja densidad/low-density lipoprotein

OX-LDL: Lipoproteina de baja densidad oxidada/oxidized low-density lipoprotein
LOX-1: Lectin-like oxidized low-density lipoprotein (LDL) receptor-1

CTLD: Dominio C-terminal

VS: Virtual screnning

LBVS: Ligand-based virtual screening

SBVS: Structure-based virtual screening

ADMET: Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion, Toxicity. Absorcion,
distribucion, metabolismo excrecion y toxicidad son criterios de selecciéon de farmacos.
Glide: Grid-Based Ligand Docking with Energetics. Software usado en Screening virtual
MM-GBSA: Molecular Mechanics Generalized-Born Surface Area. Aproximacion
mecanico estadistica para el calculo de AG de unién.

PDB: Protein Data Bank. Base de datos de estructuras cristalograficas de proteinas o
fragmentos resueltos

ZINC: Zinc Is Not Comercial. Libreria de moléculas de libre acceso.
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RESUMEN

La enfermedad cardiovascular aterosclerotica es un proceso inflamatorio crénico que
implica la interaccion compleja entre lipoproteinas modificadas, monocitos-macroéfagos,
linfocitos T y componentes de la pared vascular. Una de las principales causas de
disfuncidon vascular observada en la aterosclerosis y en las enfermedades
cardiovasculares es el aumento en los niveles extracelulares de formas oxidadas de
lipoproteinas de baja densidad (ox-LDL) y a la activacion del receptor 1 de ox-LDL similar
a la lectina, denominado Lox-1. Lox-1 tiene un papel clave en el desarrollo de la
aterosclerosis, la progresion de la placa aterosclerdtica y ha sido implicado en la
desestabilizacién de lesiones aterosclerdticas.

Recientemente se demostré que la sobreexpresiéon del gen LOXIN es capaz de
inactivar Lox-1 y prevenir la aterosclerosis en un modelo murino. Esta evidencia sugiere
que la inhibicion selectiva de Lox-1 puede inhibir la progresion de las lesiones
ateroscleroéticas. Se propone identificar moléculas capaces de interaccionar con Lox-1
mediante docking molecular masivo ("Structure-based virtual screening”, SBVS). Por
ello, nuestra hipétesis es: El uso de la herramientas in silico de SBVS permitira
identificar nuevas moléculas que se unan a la espina basica de LOX-1 e
interfieran con la unién de Lox-1 y ox-LDL.

Se identificaron 6 moléculas que interactian de manera estable con AG de unién
entre -39,34 y -31,24 Kcal/mol. Estas interactian con el area de la espina basica de
Lox-1, lo cual podria impedir la uniéon de ox-LDL con el receptor reduciendo los dafios
causados por la aterosclerosis y contribuir al tratamiento de enfermedades mediadas

por el receptor Lox-1.

PALABRAS CLAVE: Aterosclerosis, Ox-LDL, Lox-1, docking molecular, virtual screening.



INTRODUCCION

Enfermedad cardiovascular

La enfermedad cardiovascular y la aterosclerosis son las mayores causa de
morbilidad y mortalidad a nivel mundial (1). Estas comprenden una serie de trastornos
que afectan al corazén y los vasos sanguineos (OMS, 2017), entre los cuales se
encuentran: enfermedad coronaria (infarto agudo al miocardio, angina
estable/inestable, antecedentes de angioplastia o cirugia de revascularizacién
miocardica), enfermedad cerebrovascular (accidente cerebrovascular o ataque cerebral
isquémico transitorio), enfermedad arterial periférica, enfermedad adrtica
aterosclerédtica, enfermedad renovascular y enfermedad carotidea (MINSAL, 2017,P:7).
Se conoce que la base patogénica comin a la mayoria de las enfermedades
cardiovasculares es la aterosclerosis (2).

En los ultimos afos se han producido grandes avances en la comprension de las
interacciones moleculares y celulares en la aterosclerosis. Asi, la arteriosclerosis es el
término general que se utiliza para abarcar diversas enfermedades caracterizadas por el
remodelado y engrosamiento de las paredes arteriales que pierden su elasticidad.
Actualmente, se la considera como una enfermedad multifactorial, la cual se caracteriza
por la alteracidon del metabolismo de los lipidos generando una respuesta inflamatoria
sistémica (3). Por otro lado, la inflamacidn arterial asociada con la aterosclerosis se inicia
por la lesion endotelial que conduce a la activacién de las células endoteliales y al
reclutamiento de células inflamatorias hacia la pared vascular (4).

Las lesiones aterosclerdticas tienden a ocurrir en regiones de la arteria que se
expone a un flujo turbulento de sangre, este flujo modifica la funcionalidad de células
endoteliales e incrementa la permeabilidad de moléculas, a causa de este aumento se
acumulan lipoproteinas en la intima las cuales interaccionan con glucosaminoglicanos
formando agregados que pueden ser quimicamente modificados, por ejemplo la
oxidacién de las lipoproteinas (5).

En este sentido, la lipoproteina de baja densidad oxidada (ox-LDL) induce lesion
endotelial y participa en la formacién y progresién de la placa aterosclerética,
favoreciendo el almacenamiento de lipidos y la inflamacion local. La placa aterosclerética
no solo estrecha la luz de los vasos sanguineos si no también pueden romperse y generar

aterotrombosis, ambas vinculadas a complicaciones cardiovasculares graves (6,7)



Fluid shear stress

Monocyte
@ Adhesion Rolling
VCAMT, (PSGU) Transmigration
ICAM1 (chemokines)

%’% Y ®-
ENDOTHELIAL CELLS (EC)) ECactlvatlon

A e T N\ f Differenti t'\f
Trapping ¥ . N X |eren iation T s

A(g)grgg?tlon Oxidized lipids » s (MG Cholesterol efflux
Xoaon or other factors (ABCA1, ABCG1)

g O
‘\b\. l Oxidized LDL ® J ‘
”’0&} Uptake of modified

INTIMA) . .
b — lipoproteins —>

: Collagen @ i
\“‘BDV Glycosaminoglycan;‘\g)\ ‘k\k_,‘ (SR,A1’ LRl

e~ XA“{,CK Foam cell

ADVENTITIA)

Figura 1.Desarrollo de lesion aterosclerética. Las lipoproteinas de bajo peso
molecular (LDL) entran en la intima. Las lipoproteinas se agregan y se oxidan (ox-LDL),lo
cual promueve la activacion de las células endoteliales expresando VCAM1, ICAM1. Los
monocitos entran en la intima, se diferencian en macroéfagos, los cuales expresan
SRA1,CD36, LOX(2).

LDL oxidada (ox-LDL)

El origen y las causas de la enfermedad aterosclerética han intentado ser explicados
a lo largo del tiempo mediante diferentes teorias o hipdtesis, entre las que destacan las
hipdtesis trombogénica y lipidica. De estas la hipotesis la asociada a una respuesta
cronica al dafio formulada por Ross y Glomset en 1976 es la mas extendida. Esta
hipotesis explica la aparicidon de las lesiones ateroscleréticas como consecuencia de la
oxidacion de las LDL y una lesiéon en el endotelio vascular (8).Dentro de las LDL
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modificadas de importancia en la aterogénesis se encuentran la LDL acetilada (AcLDL) y
LDL oxidada (OxLDL)(26).

Ox-LDL contribuye a los inicios de la aterogénesis y se considera un indicador
temprano de disfuncién endotelial (DE) (9). Existen evidencias que sugieren que la
mayoria de la oxidacidn de las LDL ocurre en el espacio subendotelial de las arterias,
donde dichas particulas pueden ser retenidas por los proteoglucanos y debido a la menor
concentraciéon de sustancias antioxidantes, esta se oxida. La oxidacién de la LDL es un
proceso complejo durante el cual tanto la fraccion proteica y la lipidica sufren cambios
oxidativos y originan productos complejos. Los acidos grasos pueden originar peréxidos,
hidroperoxidos, productos similares a las prostaglandinas (isoprostanos), aldehidos e
hidrocarbonos. También se pueden originar productos de oxidacién del colesterol, como
la lisofosfatidilcolina y otras modificaciones oxidativas de los fosfolipidos. La oxidacién
proteica origina fragmentos proteicos, carbonilos proteicos, modificaciones en diversos
aminoacidos (cisteina, metionina, histidina, lisina, arginina, triptéfano y tirosina),
productos o aductos lipido-proteina que pueden ser catalogados como lipofuscinas. A su
vez los cambios oxidativos generan cambios en algunas propiedades de la particula:
densidad aumentada, aumento de la carga negativa(10).

La Disfuncién Endotelial (DE) se ha definido como una condicién patoldgica
caracterizada por alteraciones en la respuesta antiinflamatoria, anticoagulantes, y en la
capacidad de regular el tono vascular (11-13). Existe evidencia que describe como ox-
LDL se asocia con un aumento en la produccién de iones superdxido, disminucion de la
biodisponibilidad del éxido nitrico (NO) o en la expresion y/o actividad de la éxido nitrico
sintasa endotelial (eNOS) (14-19). Ademas, se ha descrito que ox-LDL induce la muerte
de las células endoteliales a través de la activacion de vias metabdlicas, altera su funcién
y promueve la progresion de las placas ateroscleréticas (20,21).

Estudios adicionales demostraron que la ox-LDL afecta a otros tipos de celulares,
los cuales contribuyen al desarrollo de la aterosclerosis. Es asi como ox-LDL: activa las
plaguetas, aumenta la proliferacion y migracién de células de musculo liso (SMC), activa
la generaciéon de colageno dependiente de fibroblastos y aumenta la migracion de
monocitos/macrofagos y su diferenciacién a células espumosas y/o fenotipo M1
proinflamatorio (22-25).

Esto implica que, ox-LDL promueve la activacion endotelial y la formacion
células de espuma, procesos que son cruciales en el desarrollo de la
aterosclerosis. Por eso es relevante conocer los receptores que internalizan estas

moléculas a la célula.
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Receptores scavenger

Los receptores scavengers son un grupo heterogéneo de proteinas de membrana
gue se caracterizan por su capacidad de unir lipoproteinas de baja densidad (LDL) en su
forma nativa y/o modificada.

Se ha descrito que los receptores scavenger clasicos, como SR-AI/II, CD36, SR-BI,
CD68 y SREC, son responsables de la internalizacion de particulas de ox-LDL en
macroéfagos y células de musculo liso (27). De hecho, SR-A y CD36 captan del 75 % al
90 % de LDL acetilado (ac-LDL) y ox-LDL en monocitos/macréfagos (27). A pesar de
que la eliminacion de SR-A y CD36 no evita la formacién de células espumosas de
macréfagos de ratones ApoE-/-, CD36-/- y M sr1-/—, la pérdida de estas vias reduce la
inflamacion, la muerte celular apoptdtica y la formacidon de nucleos necroticos en las
lesiones vasculares de esos ratones (26,28).

Esta familia de receptores incluye 8 clases diferentes de proteinas solubles y de
membrana, las cuales son codificadas por genes distintos. Su clasificacidon esta basada
en la similitud de sus dominios y por su capacidad de unir particulas lipidicas modificadas

y ligando polianidnicos (29).

Las moléculas de LDL modificada puede interaccionar con:

Receptor scavenger tipo A:

Dentro de éstos encontramos al menos 4 receptores: receptor scavenger tipo A (SR-
A), receptor de macréfagos con estructura de colageno (MARCO), receptor scavenger
con lectina tipo-C (SRCL) y el receptor scavenger A-5 (SCARAS) (30). De esta familia
solo el receptor SR-A, ha sido relacionado con el desarrollo de la aterosclerosis. Se ha
postulado que el SR-A es proaterogénico debido a su capacidad de mediar la
incorporacion de oxLDL en macrdofagos. Sin embargo, este receptor conduce a la

formacidén de lesiones ateroscleréticas de menor tamafio (29)

Receptor scavenger tipo B.
Contiene al menos 4 miembros: CD36, SR-B, LIMPII y CD163. Dentro del desarrollo
de la aterosclerosis podemos relacionar a los receptores CD36 y SR-B. En humanos,
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CD36 se encuentra en el cromosoma 7 y se expresa en células linfoides,
hematopoyéticas, células endoteliales, adipocitos y células musculares lisas vasculares,
estando principalmente expresado en macréfagos (31). Los ratones doble knock out SR-
A—/— CD36—/— muestran una disminucién en la formacion de células de espuma y en
el tamano de la lesidon aterosclerética (32) El receptor SR-B, se localiza en el cromosoma
12 humano codifica para dos isoformas (SR-BI/II), se expresa en monocitos,
macroéfagos, tejido adiposo y es esteroidogénico. SR-BI aumenta su expresién por
estimulacion con testosterona y acidos grasos poli-insaturados y disminuyen por oxLDL,
TNF-B e IL-1 (29) . A diferencia de los otros receptores scavenger, SR-BI posee funciones
protectoras contra la aterosclerosis, mediante el incremento del eflujo de colesterol de

las particulas de HDL, permitiendo el aclaramiento y excrecién hepatica (30)

Receptor Scavenger tipo C.
En esta categoria encontramos sélo un receptor, dsR-C1, el cual se ha identificado
en Drosophila melanogaster. Su funcién principal es reconocer bacterias, por lo que

juega un papel fundamental en la regulacién del sistema inmune innato del insecto (33)

Receptor Scavenger tipo D.

Dentro de este grupo encontramos el receptor CD68 (macrosialin en ratones) y la
glicoproteina lisosomal de membrana (Lamp). CD68 se localiza en el cromosoma 17
humano y se expresa en macrofagos, células de Langerhans, células dendriticas, con un
patrén de distribucidn similar a los receptores scavenger tipo B (34). Su expresion puede
aumentar por la incubacién con OxLDL y ésteres de forbol, pero es inhibida por TNF-a y
lipopolisacaridos (34).

Receptor Scavenger tipo F
Dentro de éstos encontramos el receptor SREC, el cual es expresado en células
endoteliales de mamiferos y macréfagos. Sus niveles aumentan en células tratadas con

lipopolisacaridos y disminuyen por IL-1a, IL-1B y TNF-a. (35)

Receptor Scavenger tipo G

En este grupo encontramos al receptor de quimioquinas CXCL16, el cual une
fosfatidilserina y lipoproteinas oxidadas (SR-PSOX). Se encuentra localizado en el
cromosoma 17 humano y es altamente expresado en macrofagos y células musculares

lisas, mientras que presenta una baja expresién en células endoteliales. La expresion
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del receptor SR-PSOX en monocitos aumenta al ser expuestos a TNF-a, IFN-y, LPS y
oxLDL. (33) . Esto ha permitido sugerir que la activacién de este receptor puede estar
relacionado con el desarrollo de la aterosclerosis mediante la activacion de sefiales
inflamatorias (34,35)

Receptor Scavenger tipo H

En este grupo se encuentra FEEL-1 y FEEL-2, ubicados en el cromosoma 14 y 12
humano respectivamente. Ambos estan altamente expresados en tejido hepatico. FEEL-
1 se encuentra expresado en monocitos, macrofagos y células endoteliales, mientras
que FEEL-2 ha sido detectado en bazo y ganglios linfaticos. FEEL-1 es el principal
receptor para la captacién de lipoproteinas de baja densidad acetiladas (acLDL),
demostrado mediante la expresion transitoria del gen en células CHO (células de ovario
de hamster)(36)

Ademas, de los receptores scavenger anteriormente descritos, se ha reportado la
existencia de otro receptor para la OxLDL, llamado receptor de lectina tipo-1 para
lipoproteinas de baja densidad oxidadas (Lox-1) (33,36) que corresponde a un receptor
scavenger tipo E.

(29,37).

Lox-1

Lox-1 es un receptor presente en células endoteliales, plaquetas y células
musculares lisas, que capta ox-LDL circulante, y ha sido estudiado en varias patologias
tales como aterosclerosis, diabetes, enfermedad cardiaca arterial coronaria e
hipertensién (38,39).

Respecto a su localizacidn, se ha descrito que Lox-1 se ubica en las caveolas, zonas
ricas en colesterol en la membrana plasmatica. Se ha comprobado que su funcién es
modulada por colesterol, ya que frente a una deplecion de colesterol se pierde la
localizacién de Lox-1 en las caveolas, lo que se traduce en una disminucién en la
interaccién oxLDL/Lox-1. Esto sugiere que los cluster de Lox-1 en los microdominios de
la caveola son necesarios para que exista una interaccién entre oxLDL y su receptor
(40). Se sabe que la interaccion entre oxLDL y Lox-1 se produce mediante la atraccién
entre cargas de ambas moléculas, por la cual Lox-1 no se une a LDL nativa (41). Por

otro lado se conoce que la funcionalidad del receptor Lox-1 depende de la formacién de
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un homodimero que aumenta su afinidad por las cargas positivas de la ox-LDL (42). Lox-
1 se une a ox-LDL deslipidada, sugiriendo una interaccion con la proteina Apo B100 de
la LDL. Sin embargo, se ha determinado que Lox-1 se une con mayor afinidad a LDL
minimamente oxidada mas que a ox-LDL altamente oxidada, esto sugiere que Lox-1
tiene la capacidad de interaccionar con lipidos oxidados mediante la unién a la proteina
apoB100, los cuales no son removidos por deslipidacién (40).

Lox-1, inicialmente fue descrito como el receptor que se une oxLDL en células
endoteliales, pero luego se descubrié que también se expresa en macréfagos y células
musculares lisas (40). Si bien la expresidon de este receptor es constitutiva, puede
inducirse por varios estimulos aterogénicos y proinflamatorios, tales como: TNFalfa,
angiotensina 1II, Lisofosfatidilcolina (LPC), homocisteina, estrés por flujo, altas
concentraciones de glucosa y ox-LDL. Ademas, estudios in vivo han demostrado que
estimulos fisiopatoldgicos como diabetes e hipertensiéon también estimulan la expresién
de este receptor (43)

En las células endoteliales, Lox-1 esta implicado en la captacion de LDL modificada
y la desregulacién de la funcion endotelial (44). La activacidon de Lox-1 desencadenada
una serie de procesos bioldgicos y respuestas celulares que son resumidos en la figura
2.
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Figura 2.Via de seializacion desencadenadas por la activacion de Lox-1. INK
indica janus quinasa; MAPK, proteina quinasa activada por mitégeno; MCP, proteina
guimioatrayente de monocitos; NF-kB, factor nuclear kB; NO, 6xido nitrico; SMC, células
de musculo liso; y TGF-B1, factor de crecimiento transformante B1 (45,46).

La expresién basal de Lox-1 en las células endoteliales in vitro es baja, pero se ha
observado que su expresién es altamente estimulada por estimulos proinflamatorios y
pro-oxidativos (45,47). Ademas, en estudios en ratones knockout para Lox-1 muestran
reduccion del espesor de la intima y de la inflamacion endotelial (48), demostrando que
la eliminacién de Lox-1 disminuye la formacidon de coldageno en las regiones
ateroscleréticas en comparacion con el control. Estas evidencias apoyan la hipdtesis que
Lox-1 juega un papel perjudicial clave en la respuesta metabdlica e inflamatoria durante
la aterosclerosis (49).

Por otro lado, estudios epidemiolédgicos recientes reportan que Lox-1 no solo esta

relacionado con lesiones aterosclerdticas, sino que también en cancer. Se ha demostrado
16



gue varias lineas celulares tumorales tiene una sobre activacion del metabolismo lipidico;
en donde juega un rol importante Lox-1 (50). Especificamente, se sabe que Lox-1 esta
sobre-expresado en el 57 % de las células de cancer de vejiga y cuello uterino, en el 11
% de las células de cancer de glandula mamaria, el 10 % de las células de cancer de
pulmén y el 20 % de las células de cancer colorrectal (CCR), como se informd en el
metaanalisis de perfiles de expresién génica de alrededor de 950 lineas de células
cancerosas. Por lo tanto, Lox-1 esta directamente implicado en el desarrollo de
los procesos proinflamatorios y seria un potencial blanco para contrarrestar
dichos efectos y prevenir las patologias en las cuales participa, tales como
aterosclerosis y cancer.

Estructura del receptor Lox-1

Lox-1 es una proteina transmembrana tipo II de 273 aminoacidos, codificada por el
gen OLR1, perteneciente estructuralmente a la familia de las lectinas de tipo C. El gen
OLR1 tiene mas de 7000 pb y esta formado por 6 exones y 5 intrones, ver figura 3. Lox-
1 se caracteriza por tener un dominio tipo lectina, y formar un homodimero. El ex6n 1
codifica para la region citoplasmatica, el exdn 2 codifica para el dominio transmembrana,
el exon 3 codifica para el cuello y el exdn 4,5 y 6 codifican para el dominio tipo lectina.
Se han descrito 7 mutaciones de nucleotido simple (SNP): uno de ellos en la region
codificante, es decir, en el exén 4 y los restantes 6 en regiones no codificante, es decir,
en los intrones 4, 5 y 3 "UTR. Estos 6 polimorfismos de la regién no codificante se han
denominado “bloque de desequilibro”. Asi, esta regién determina un genotipo de riesgo
que promueve la susceptibilidad a infarto agudo al miocardio (IAM) (32). Si bien, los
SNP no afectan la secuencia codificante del gen OLR1, existe una posibilidad que estén
formando un producto alternativo, es decir, isoformas del ARNm como consecuencia de
un splicing alternativo. Efectivamente, en el afio 2005 se demostrd que esta region da
origen a un splicing alternativo generando una variante trunca del gen OLR1, el trascrito
NM_001172633, que tiene un tamafio de 1008 pb y carece del exdn 5. Por lo tanto, a
nivel de proteina, se traduce en una alteracién del dominio extracelular que no permite
unir ox-LDL. A esta proteina truncada se le denomind LOXIN y carece del dominio de
lectina tipo-C, lo cual impide la unién a su ligando, formando un heterodimero inactivo
con Lox-1 (51).
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Figura 3.Representacion del gen de Lox-1. Arriba, Estructura de gen OLR1. Abajo, transcrito
Lox-1

A nivel estructural, Lox-1 estd compuesto por 4 dominios: un dominio N-terminal
citoplasmatico corto, un dominio transmembrana, un dominio de cuello y un dominio C-
terminal (CTLD) extracelular encargado de interaccionar con ox-LDL (52,53). Si bien,
Lox-1 interacciona con ox-LDL, también tiene la capacidad de unirse a otros factores,
tales como productos de glicosilacidon avanzada, plaquetas y células apoptotica (22)

La estructura de CTLD de Lox-1 consiste en hojas-B antiparalelas acompafiado por
hélices a y estabilizadas por 3 enlaces disulfuro intracatenarios que promueve la
formacién de un tunel hidrofébico central que se extiende por toda la proteina (54). Los
lados de este tunel estan formados por aminoacidos polares como tirosina, permitiendo
asi que el tunel movilice lipidos. La region CTLD de Lox-1 estd involucrada en el
reconocimiento de ligandos y esta caracteristica se atribuye a un grupo de aminoacidos
cargados positivamente involucrados en la unidn de ligandos cargados negativamente.
Estos residuos conforman una estructura conocida como “espina basica” que proporciona
una plataforma apropiada para la interaccion y el reconocimiento electrostatico de las
hélices anfipaticas ubicadas en la superficie de ox-LDL (55-57), mientras que el tunel
hidrofébico es importante para la union de lipidos (57) (Figura 4).
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Figura 4. Representacion de la estructura proteica de Lox-1.En la parte superior
de la imagen se muestran sus cuatro dominios: N-terminal citoplasmatico, TM dominio
transmembrana, dominio NECK o cuello, CTLD dominio tipo lectina tipo C. Se muestran
las cisteinas con sus respectivos enlaces intracatenarios. En la parte inferior, se muestra
la estructura proteica completa de Lox-1 en la superficie celular, basada en la estructura

cristalina para CTLD vy la estructura del modelo para NECK (53)

Se ha observado que mutaciones en la regidn de interaccién del dimero, por ejemplo
en el aminoacido Trp150 que es remplazado por una Ala, generan una alteracién
estructural tanto en el tunel hidrofébico como en la linealidad de la espina basica (58,59)
y reducen notablemente la capacidad de unién de Lox-1 (52,56,60). Ademas, a través
de dinamica molecular se ha observado que el reemplazo de los residuos basicos de
arginina por alanina altera la conformacion de CTLD y reduce su afinidad por ox-LDL
(61). Esta region dentro de la estructura de Lox-1 resulta esencial para la union de ox-
LDL, por lo tanto, bloquear dicha interaccion con moléculas con capacidad de
interactuar con esta espina basica podrian reducir su capacidad de
interaccionar con ox-LDL y representar un objetivo terapéutico atractivo para
inhibir la captacion de LDL mediada por Lox-1 y prevenir la formacion de placa
aterosclerotica.
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Existe un mayor numero de evidencias que indican que Lox-1 es un objetivo
prometedor para la prevencion de la aterosclerosis. Multiples farmacos, incluidos los
antioxidantes naturales como estatinas, antiinflamatorios, antihipertensivos y los
farmacos hipoglucémicos presentan una accién inhibitoria sobre la expresion de Lox-1y
su sefalizacion en células endoteliales (44,47,62,63). Ademas, experimentos in vivo
mostraron que la administracién de anticuerpos anti-Lox-1 disminuye la disfuncién
endotelial que conduce a una reduccidon en los lipidos depdsitos e inhibicidon de la
aterosclerosis (44,46,63-66). Ademas, la inyeccién de oligonucleétidos antisentido
dirigidos contra Lox-1 en ratones apoE KO, redujo la formacion de placa aterosclerotica
in vivo (67). Estudios recientes realizados en el laboratorio, muestran que ratones
aterogénicos alimentados con una dieta rica en grasas (4% de colesterol) presentan una
alta expresién de Lox-1 en las células endoteliales e inflamatorias presentes en la placa
aterosclerética e interesantemente se confirmdé que la inyeccién de adenovirus que
sobre-expresa LOXIN previene la aterosclerosis y la formacién de placas en ratones
alimentados con una dieta rica en grasas. Por lo tanto, se ha demostrado el rol de Lox-
1 en el desarrollo de la placa aterosclerética y como su inhibicion evita la formacion de
esta, a pesar de mantenerse una dieta alta en grasa. Sin embargo, el uso de esta
estrategia es compleja . A pesar de existir evidencia que farmacos como las estatinas
reducen la disponibilidad de ox-LDL, no se bloque la internalizacidon de este ni las vias
de senalizacion activadas por ox-LDL, sin mencionar que Lox-1 no es solo mediador de
aterosclerosis (83). Dado lo costoso y complejo de las estrategias existentes el bloqueo
farmacoldgico seria una alternativa a desarrollar mediante la identificacion de moléculas

guias usando herramientas bioinformaticas.

Virtual screeening

Virtual screening (VS) es una estrategia bioinformatica basada en el uso de base de
datos de compuestos con estructura conocida para identificar moléculas novedosas
frente a un objetivo bioldgico con estructura conocida. VS tiene una serie de pasos
secuenciales donde se comienza con una gran cantidad de moléculas las cuales se
reducen sistematicamente en nimero en base a las mejores afinidades y capacidad de

interaccion.
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En general, se usan dos enfoques para VS: 1) basado en ligandos (LBVS) que usa
informacién de estructura-actividad de un conjunto de compuestos activos conocidos
para identificar nuevas moléculas potencialmente activas, y 2) basado en estructura
(SBVS) que usa la estructura del objetivo bioldgico obtenida mediante técnicas
experimentales como cristalografia y difraccidon rayos X, resonancia magnética nuclear
(RMN) o modelamiento molecular, para evaluar la capacidad de union a través de
simulaciones de acoplamiento (docking) proteina-ligando y luego clasificar las moléculas
segun su afinidad de unién predicha y el calculo de puntajes estructurales (score)
(68,69).

El aumento significativo de estructuras proteicas disponibles en los ultimos afios ha
abierto una oportunidad para el desarrollo de SBVS (70-72). Mediante esta estrategia
se han identificado multiples farmacos con propiedades antitromboéticas (73),
antiinflamatorias (74) o antiaterosclerdticas. En esta ultima condicién, se han generado
diversos farmacos tales como moduladores de metaloproteinasa-2 de matriz (71), factor
de crecimiento derivado de plaquetas (75), proteina de unidn a acidos grasos 4 (76), la
fosfolipasa A2 asociada a lipoproteinas (77) y la fosfatasa 16 de doble especificidad (13),

todos los cuales han mostrado un potencial uso en patologias cardiovasculares.

Estudios recientes muestran que utilizando virtual screening han identificado al
menos dos moléculas como posibles inhibidores de Lox-1 de una base de datos que
comprende 18 millones de moléculas que podrian inhibir la captacion de ox-LDL,
disminuir la expresién de Lox-1 e inactivar la sefializacion de MAPK en células
endoteliales humanas (12). Asi se han disefiado sustratos naturales miméticos o
inhibidores de Lox-1 basandose en la estructura de Lox-1 dirigidas contra el tunel
hidrofébico (12,61). En particular, Thakkar et al., 2015 utilizaron técnicas de disefio de
farmacos basadas en la estructura (SBDD) para buscar y encontrar moléculas que
bloquean el tunel hidrofébico y previenen las interacciones ox-LDL/Lox-1. Similares
estudios fueron realizados por Falconi et al 2013, quienes disefaron y sintetizaron una
nueva molécula que bloquean el tunel hidrofébico de Lox-1. Mas recientemente, Kumari
et al., 2019 informaron la sintesis y evaluacién de una serie de nuevos inhibidores de
Lox-1, dos moléculas pudieron bloquear la interaccion de Lox-1 con ox-LDL. A pesar de
que estas moléculas parecen prometedoras aun no se han finalizado ensayos clinicos
con resultados exitosos. Ademas, ninguno de estos trabajos se ha enfocado en bloquear
el sitio de interaccién directo de ox-LDL, sino que buscan bloquear el tinel hidrofébico

que tiene una mayor dificultad de acceso.
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En un trabajo recientemente publicado Akanksha Tomar et al 2022 logré descifrar
los posibles sitios de unién a ligando en Lox-1, especificamente en la regién CTLD, que
puedan ser utilizados como objetivo para nuevas moléculas. En este trabajo se describen
dos sitios principales con afinidad nanomolar, uno de ellos se encuentra en la superficie
de la region CTLD delimitada en los residuos P20,Y245,E254,W203,L258. Por lo tanto es
posible estudiar la interaccion de moléculas en este sitios de unidon en conjunto a la
espina basica de la estructura que presenten una afinidad importante y posiblemente
impidan la interaccion del receptor a LDL-ox.

En resumen

1) La expresién de Lox-1 estd aumentada en células endoteliales y macréfagos por
accion pro aterogénica, y en condiciones, tales como inflamacién vascular, diabetes,
hipertensidn y dislipidemia.

2) Lox-1 media la internalizacién de ox-LDL, participando en la disfuncion y activacion
endotelial y formacién de células inflamatorias (monocitos/macréfagos).

3) Lox-1 es una diana terapéutica para prevenir la progresion de la aterosclerosis y
cancer.

4) La inhibicidn de la interaccion entre Lox-1-o0x-LDL impide la captacion celular de ox-
LDL.

5) El disefio basado en estructuras es un enfoque terapéutico que permite buscar y
encontrar nuevos inhibidores de Lox-1 para su uso en la aterosclerosis y complicaciones

cardiovasculares.

Por todo lo anterior, este trabajo se enfocd en identificar moléculas capaces de
interferir con la activacion Lox-1 mediante su unién a la “espina basica”. Para ello se
utilizd la estrategia de virtual screening basado en su estructura y moléculas
almacenadas en bases de datos disponibles. Esto constituye un primer paso para el
desarrollo de futuros farmacos capaces de prevenir la aterosclerosis u otras

enfermedades mediadas por Lox-1.
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HIPOTESIS

El uso de la herramientas in silico de "SBVS” permitira identificar nuevas moléculas que
se unan a la espina basica de Lox-1 que potencialmente interfieran con su unién a ox-
LDL.

OBJETIVO GENERAL

Identificar mediante predicciones in silico de ”"SBVS” un grupo de moléculas con

capacidad de interaccionar con la espina basica en el sitio de unién para ox-LDL.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Seleccionar, preparar y optimizar la estructura de Lox-1 para los analisis de
“virtual screening”.

2. Generar una libreria de moléculas usando las bases de datos ZINC15.
Realizar Docking masivo de la proteina Lox-1 con las moléculas seleccionadas

y preparadas.
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METODOLOGIA

Preparacion de estructura y adecuacion para el docking

El primer paso fue la evaluacién de las estructuras disponibles para el receptor Lox-
1 en el Protein Data Bank. Se utilizd la estructura del receptor humano CTLD Lox-1 (PDB
ID:6TL7 obtenida por difraccién de rayos X) (72) Previo a su utilizacion se realizd una
minimizacion energética usando el software MacroModel (Schrédinger 2020, NY) con un
gradiente conjugado Polak-Riviere, hasta una convergencia de -52.151 kcal/mol.
Ademas, se adicionaron los hidrégenos correspondientes, formacidon de puentes disulfuro
y el estado de protonacion a pH 7 + 0.2 utilizando Maestro (Schrédinger 2020, NY).
Posteriormente se generd una grilla de interaccién en la espina basica incluyendo los
aminoacidos R229, R231, R248), junto con los residuos Y245, E254, L258, W203, P201
usando la herramienta “Receptor Grid Generation” del software Glide (Grid-Based Ligand
Docking with Energetics) (Schrédinger 2020, NY). Esta grilla presentaba un volumen
cubico en la superficie de la estructura de 6TL7 (PDB ID),cuyo punto medio fue un
centroide creado a partir R229,R231,R248,Y245,E254,L258,W203,P201 las dimensiones
fueron 25x35x35 A3y el centroide 10x20x-20 A3.

Esta grilla nos permitir evaluar la capacidad de uniéon de moléculas pequefias con el

sitio de interaccidn descrito para ox-LDL en Lox-1, figura 5.
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Figura 5. Grilla 6TL7.Grilla de interaccidon para Lox-1 creada a partir de la estructura
PDB ID:6TL7, creada por Receptor Grid Generation del software Glide. Caja morada
25x35x35 A3, correspondiente a la grilla. Caja verde de 10x20x20 A3 de centroide.

Generacion libreria

Se generd una libreria de moléculas a partir de los compuestos almacenados en la
base de datos ZINC15 (78). Para obtener un archivo que contuviera todas las moléculas
de propiedades deseables, en conformaciones minimizadas, con estados de protonacion
a pH 7. Se descargé el subgrupo de moléculas agrupadas en un subgrupo denominado
“in man” el cual contaba con 110.000 moléculas en formato *.sdf. esta libreria contiene
moléculas que han estado presentes en el cuerpo humano. La libreria fue preparada con
el software LigPrep versidén 2.3 (Schrodinger, LLC, New York, NY), y considerd retener
los estados de ionizacion originales que corresponden a pH 7 + 2 y se filtraron aquellas
moléculas que no tuvieran ningun grupo guanidino neutro o cargado, ni amino neutro o

cargado. El programa también permitié generar multiples conformaciones para cada
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molécula, mediante una busqueda MCMM (Monte Carlo Multiple Minimum) que consiste
en introducir cambios al azar en los angulos diedros de enlaces rotables y minimizacion
de energia, tras lo cual se obtiene una estructura minimizada de cada conférmero.
Posteriormente, se determinaron las propiedades de las moléculas de la libreria con el
programa QikProp versién 3.2. Esta prediccién permitié obtener informaciéon de una serie
de propiedades que tienen relacion con la seleccién de drogas segun criterios
ADMET(Absorcién, distribucién, metabolismo excrecién y toxicidad son criterios de
seleccién de farmacos), tales como: QPlogBB>-1; RuleOfFive=0; RuleOfThree=0;
CNS<=0; metab<=4. QPlogBB hace referencia al valor predicho para el LogBB o
logaritmo del coeficiente de particion cerebro/sangre. RuleOfFive y RuleOfTheree indican
el nUmero de transgresiones a la regla de cinco de Lipinski y regla de tres de Jorgensen.
CNS, es un predictor basado en el LogBB que estima la actividad sobre el sistema
nervioso central. #metab, indica el nimero de grupos funcionales que pudieran ser
metabolizados.

Las moléculas ya preparadas se utilizaron para las predicciones de docking proteina-

ligando.

Docking proteina - ligando

Para el docking proteina-ligando se utilizaron los archivos obtenidos en la
preparacion del receptor (*.grd) y la libreria de moléculas (*.sdf), usando el software
Glide version 13.4 (Schrodinger 2020, NY). Primero se realizd un docking con la
configuracion SP del software Glide, donde SP corresponde al algoritmo de docking de
precision media. Se obtuvieron un total de 80212 complejos entre las moléculas y Lox-
1.De este primer set de moléculas se seleccionaron las 5000 moléculas con mejor score
para realizar un nuevo docking con el algoritmo de alta precisién de Glide (XP), el cual
posee una mayor precisidn que el anterior, pero tarda mas tiempo, dando como
resultado una libreria de 4783 estructuras rankeadas con nuevo score.

Los 200 mejores complejos generados fueron ranqueados segun sus docking scores
y agrupados para el calculo de AGbind MM-GBSA para predecir la afinidad de cada ligando
usando Prime (Schrodinger, LLC, New York, NY).

Finalmente, se seleccionaron 7 con las afinidades de unién mas altas (AGunisn)y
parametros favorables predichos (puntuacion de acoplamiento, ADME, propiedades
similares a farmacos) para futuros estudios funcionales.

AG ynion = AG yqs — AGE,  — AGT AGET

solv solv solv
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Luego se realizdé el mismo proceso de docking con el algoritmo de alta precisién de
Glide (XP) pero previamente se filtr6 de acuerdo a los criterios ADMET (masa
molecular<500, Rule5=0,Rule3=0,metab< 4) del cual se obtuvieron 1.815 moléculas de
las cuales 228 con mejor docking se les calculo AGbina MM-GBSA para predecir la afinidad
de cada ligando usando Prime (Schrédinger, LLC, New York, NY).

Para realizar un estudio la interaccidn quimicas entre el receptor y las moléculas
candidatas, se realizé un analisis de interaccidon moléculas (Ligand interaction) para las
poses obtenidas a través del docking. Utilizando el panel Ligand Interaction de Maestro,
para esto se considerd la distancia maxima de interaccion entre atomos de la proteina
con el ligando de 4 A.

El resumen de la metodologia de este trabajo se encuentra en la figura 6.

Libreria de moléculas
pequefias
(ZINC15 in Man)

Generacién de grilla
PDB 6TL7(Sitio de

unién de ox-LDL en

Lox-1) 111.000

LigPrep
113.926

80.212

Filtro

Masa molar<500,

Rule5=0, Rule 3=0,
metabs4

E)eltaGbind MM-G BSAJ E)eltaGbind MM-G BSA]
228 200
Seleccion de Seleccion de
moleculas a moleculas a
interaccionar con interaccionar con
Lox-1. Lox-1.

(6) @
Propiedades
farmacocinéticas.

Figura 6. Diagrama de trabajo. Diagrama de flujo que resume la metodologia
utilizada para el SBVS.

27



RESULTADOS

Seleccion de estructura Lox-1

Para preparar la estructura se realizd una busqueda de las mejores estructuras
publicadas en las bases de datos, que presenten los mejores parametros. Dentro de la
totalidad de estructuras publicadas en el Protein Data Bank se seleccioné 6TL7 (Tabla 1)
con una resolucién de 1.11A. En esta estructura se identificé y caracterizé la molécula
BI-0115, un inhibidor selectivo de Lox-1 que bloquea la captacién celular de ox-LDL, el

cual fue utilizado como control positivo para las predicciones de docking proteina-

ligandos.
ID R- R-
PDB | ANO AUTOR RESOLUSION A | FREE | WORK | CLASHCORE
7R8U | 2021 | Oganesyan, V., van Dyk, N. 1,9 0,218 0,186 4
6TL9 |2020 | Nar, H., Fiegen, D., Schnapp, G. 2,7 0,246 0,222 5
6TL7 |2020 | Nar, H., Fiegen, D., Schnapp, G. 1,11 0,162 0,132 2
6TLA | 2020 | Nar, H., Fiegen, D., Schnapp, G. 2,16 0,233 0,21 3
Park, H., Adsit, F.G., Boyington,
1YPQ | 2005 | J.C. 1,4 0,192 | 0,177 8

Tabla 1. Estructuras disponibles en Protein Data Bank. Estructuras candidatas
disponible en la base de datos Protein Data Bank para el receptor Lox-1.Se muestras los
datos de R-Free,R-Work,Clashcore publicados para cada estructura.

La preparacidn de Lox-1 se realiz6é en el Maestro 12.9, y la estructura minimizada
se evalud con los softwares PROSA y Procheck (79), que permite evaluar errores
tridimensionales en la estructura de la proteina, y cuyos resultados se presentan en la
figura 6. La puntuacion z indica la calidad general del modelo, esta se utilizé6 para
comprobar que la puntuacién z de la estructura de entrada esta dentro del rango de
puntuaciones que normalmente se encuentran para proteinas nativas de tamano similar.

Del analisis obtenido del Procheck el grafico de Ramachandran (ver figura 19 y 20
del anexo), arroja que el 99% de los residuos se encontraban en las regiones mas
favorables permitidas para la estructura.
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Figura 6. Analisis de estructura 6TL7 por ProSa-web. A: analisis 6TL7 descargado
de PDB. B: analisis 6TL7 luego de la minimizacién energética.

Preparacion Libreria

Se descargd el subgrupo In Man de la base de moléculas ZINC, compuesto por
110.000 moléculas. Esta libreria fue procesada con el software LigPrep con lo que se
logré obtener distintos conférmeros minimizados para cada molécula de la libreria
alcanzando un total de 113.926 moléculas. A continuacién, el software QikProp
determiné las propiedades de interés farmacoldgico y producto de este producto de este
analisis se encontré una herramienta para seleccionar moléculas que poseen valores
aceptables de permeabilidad y solubilidad. Otro parametro determinado es la regla de 3
de Jorgensen, que se compone de tres criterios. El primero indica que el logaritmo de la
solubilidad debe ser superior a -5, ya que se ha demostrado que valores ideales de
solubilidad se encuentran entre -1 y -5. El segundo criterio corresponde a un predictor
de transporte no activo como es la permeabilidad aparente en células Caco-2, estas
células son un modelo de estudio de la absorcion intestinal. Se requiere que la
permeabilidad aparente sea superior a los 25 nm/s. El cumplimiento de las 3 reglas de
Jorgensen contribuyen a la obtencién de moléculas con mejor disponibilidad oral. Toda
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la informacién entregada por QikProp fue analizada al seleccionar las moléculas

candidatas.

Screening Virtual

Con la libreria y grilla preparada se realizé un docking preliminar con 200 moléculas
al azar para evaluar si interactuaban correctamente dentro de las dimensiones de la
grilla (Figura 8). Como se observa en la figura, todas las moléculas probadas se
mantienen en la superficie de la espina basica y no se observaron moléculas en regiones

no deseadas que dieran cuenta de un tamafo incorrecto de la grilla.

Pasada esta evaluacidn inicial, se realizé el docking masivo usando el algoritmo SP
implementados en el software Glide para screening virtual. De este docking se
obtuvieron 80.212 moléculas alcanzando valores minimos de docking score de -9,082 y
maximos de 10,5972. Del total de moléculas iniciales, el 98% presentd valores

favorables para interaccionar (docking score menores a 0).

En una segunda etapa, las mejores 5.000 moléculas ranqueadas segun su docking
score se utilizaron para un segundo docking masivo usando el algoritmo XP, que posee
menor rapidez y mayor exhaustividad. De este docking se obtuvieron 4.783 moléculas,
(95,7%) de las cuales se seleccionaron las 200 con mejor docking score para calcular su

energia libre de unién de estas moléculas a Lox-1.
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Figura 8.Estructura 6TL7 junto a la grilla y moléculas de libreria In Man de
Zinc15. En gris se representa Lox-1 y en magenta las moléculas de la libreria luego
del docking de prueba.

Se utilizé la aproximacion de MM-GBSA usando el software Prime para determinar
la energia libre de unién (AG) entre las 200 moléculas pertenecientes a la libreria
obtenidas del docking con algoritmo XP. Con el AG de unién obtenido se cred el grafico
en la figura 9 que muestra la distribucién obtenida de las moléculas. A partir del ranking
obtenido se seleccionaron 7 moléculas representantes del subconjunto de 200 moléculas
que tenian mejor relacién, en termino de valores negativos , docking score y AG de
union.

En la figura 12 se puede observar la disposicion de esta 7 moléculas sobre la
superficie del dominio CTLD de 6TL7, se observa en comun con estas estructura la

presenta de al menos una anillo aromatico lo cual le confiere rigidez a dichas estructuras.
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Figura 9. Grafica de correlaciéon entre Puntaje XP y AG de unién (kcal/mol)
docking con algoritmo XP libreria InMan. Se grafico las 200 moléculas mejor

rankeadas. Los puntos en rojo corresponden a las 7 mejores moléculas .

Se realizé un docking con las moléculas publicadas el ano 2015 por Thakkar et al
(12), utilizando la grilla disefiada para la estructura seleccionada para este trabajo, se
puede observar la grafica de los puntaje de docking y AG de unién (kcal/mol) de estas
moléculas en la figura 10, alcanzado los valores de docking score de -3,22 los valores y
los AG de unién estan entre -30 a -39 Kcal/mol. En la figura 11 se representan las
estructuras publicadas por Thakkar et al (12),luego del docking en nuestra grilla.
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Figura 10. Grafica de correlacion entre Puntaje XP y AG de union (kcal/mol)

del control. Calculo del as moléculas de publicadas por Thakkar et al, (12).

Figura 11. Docking de las 5 moléculas publicadas por Thakkar (12), con grilla generada
para 6TL7.
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Figura 12.Moleculas seleccionadas. Posicién de las 7 mejores moléculas
seleccionadas sobre la superficie del dominio CTLD de Lox-1.
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Figura 13. Vista 2D de 7 moléculas seleccionadas. Representacién de las 7

mejores moléculas que interaccionan con Lox-1.
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En la figura 13 es posible ver la estructuras en 2D de las 7 moléculas seleccionadas.

La Tabla 2 muestra las propiedades predichas mediante QikProp, donde destacan valores

apropiados de AG de unién y los parametros de interés farmacoldgicos para estas.

ZINC000230039625 | moll -64.64 -11.675 4 -2 |1938.756
ZINC000230159959 | mol2 -58.67 -11.293 4 -2 |802.566
ZINC000256109520 | mol3 -48.51 -11.073 4 -2 |1938.756
ZINC000230039607 | mol4 -83.37 -10.817 4 -2 |1938.756
ZINC000257461295 | mol5 -78.02 -10.719 3 -2 [880.679
ZINC000095609564 | mol6 -66.83 -10.562 4 -2 1800.593
ZINC000256109518 | mol7 -82.65 -10.063 4 -2 [938.756
ZINC000230039625 | mol1l -4.763 -0.966 -6.557 0.007 | -9.051
ZINC000230159959 | mol2 -3.308 -3.529 -4.911 0.000 | -9.998
ZINC000256109520 | mol3 -5.139 -2.934 -7.945 0.001 | -12.609
ZINC000230039607 | mol4 -4.691 0.136 -5.196 0.016 | -7.316
ZINC000257461295 | mol5 -1.768 -5.230 -7.987 0.000 |-11.317
ZINC000095609564 | mol6 -2.039 -4.544 -5.642 0.000 |-10.371
ZINC000256109518 | mol7 -4.750 -0.471 -5.852 0.006 | -8.468
ZINC000230039625 | moll 0.001 -2.406 1 3 2
ZINC000230159959 | mol2 0.000 -1.512 1 3 2
ZINC000256109520 | mol3 0.000 -2.598 1 3 2
ZINC000230039607 | mol4 0.003 -2.113 1 3 2
ZINC000257461295 | mol5 0.000 -0.930 1 3 2
ZINC000095609564 | mol6 0.000 -1.243 1 3 2
ZINC000256109518 | mol7 0.001 -2.223 1 3 2

Tabla 2. Propiedades ADMET de moléculas candidatas. Propiedades determinadas

mediante QikProp, Glide y Prime para las 7 mejores moléculas candidatas que

interaccionana con Lox-1 post docking con algoritmo XP. #rtvFG: Nimero de grupos

reactivos. CNS: Posible actividad en el SNC (baja=(-2); alta=(2)). Masa molar: masa

molar de la molécula (g/mol). QPlog Po/w: Prediccion del coeficiente de particidon
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octanol/agua. QPPCaco: Prediccién de la permeabilidad en células Caco-2 (<25 pobre;
>500 bueno). QPlogBB: Prediccion del coeficiente de particidn cerebro/sangre.
QPPMDCK: Prediccién de permeabilidad en células MDCK (<25 pobre; >500 bueno).
#metab: NUmero de grupos que pudieran ser metabolizados (1-8). QPlogKhsa:
Prediccién de la unién a seroalbumina humana (-1.5 - 1.5).HOA: Absorcién oral humana
(1=baja; 2=media; 3=alta). Regla de cinco: Transgresiones a la regla de 5 de Lipinski.
Regla de tres: Transgresiones a la regla de 3 de Jorgensen. XP: Puntaje del docking
mediante XP. MM-GBSA AG union: AG energia libre de unién (kcal/mol).

Las principales interacciones entre las moléculas y el receptor muestran una seccion
de la cavidad mas hidrofdbica (region verde) y otra mas hidrofilica (region celeste),
donde se observa la presencia de puentes hidrégenos entre serinas 198,162,199, 160 y
arginina 248 con las moléculas candidatas. Ademas, entre los residuos con cadenas
laterales aromaticas como fenilalanina presenta interaccidn de tipo n-n stacking con los
anillos aromaticos de las moléculas candidatas, principalmente P261. (Figura 14). Se
detectaron ademas la formacién de enlaces salinos que involucran al aminoacido R231
en la molécula 6. Se observan puente hidréogenos que involucran los residuos de
glutamina 192 y 247.

Las interacciones mas relevantes parecen ser los puentes hidrogenos que involucra

los residuos R248, S162 y de tipo n-n stacking que involucran los residuos F200, F261.
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Figura 14. Interacciones especificas de las 7 moléculas candidatas. Las
moléculas con mejor prediccidon para interaccionar con Lox-1. Los residuos cargados
negativamente se indican en rojo, los residuos polares estan en calipso (sitio activo).
Los residuos hidrofébicos se muestran en verde, se presentan interacciones de hidrégeno
(enlaces H) como flechas rosas/purpuras, el apilamiento pi-pi se muestra como una

linea verde.

Luego se filtraron las moléculas obtenidas del docking realizado con el algoritmo SP
segun lo descrito en la metodologia, obteniéndose 1.815 moléculas a las cuales se le
realizé un docking XP a las moléculas con docking score menor a -4 un total de 228, se
les calculd AG de unidn utilizando la aproximacion de MM-GBSA del software Prime. En
la figura 15 se observa la grafica el AG de union obtenido de las 228 moléculas junto con
los valores de docking score. A partir de la distribucién se ranquearon las moléculas lo
cual permitid seleccionar 6 moléculas representantes del subconjunto de 228 moléculas
gue tenian mejor relacion, en términos de valores negativos, docking score y AG de

union.

39



0,00

-10,00
5
E -20,00
= * »
™
c-3ODO ° o
S o o
g
& -40,00 o
<

-50,00

-60,00

-6,50 -6,00 -5,50 -5,00 -4,50 -4,00 -3,50

Docking score

Figura 15. Grafica de correlacion entre Puntaje XP y AG de union (kcal/mol)
docking con algoritmo XP luego del filtro. Se muestran las 228 moléculas mejor
rankeadas luego de los filtros ADME. Los puntos en rojo corresponden a las 6 mejores
moléculas .

ZINC000095617673 ZINC000257533585 ZINC00010082502
o
I
N
7z
99¢
o b
|
0] 0
IOH
ZINC000257514345 ZINC000013462473 ZINC000004217520

40



Figura 16. Vista 2D de las 6 mejores moléculas que interaccionan con Lox-1,

post docking con algoritmo XP luego del filtro aplicado (Masa molar<500, Rule5=0, Rule

3=0, metab<4).

Las 6 moléculas seleccionadas se representan en la figura 16. La Tabla 3 muestra

las propiedades predichas mediante QikProp, donde destacan valores apropiados de AG

de unién y los parametros de interés farmacoldgicos para estas.

ZINC000095617673| mol1l -39,34 -5,82 0 -2 369.392
ZINC000257533585| mol2 -34,08 -6,37 2 -2 326.302
ZINC000100825024| mol3 -33,61 -6,08 0 -2 322.317
ZINC000257514345| mol4 -33,55 -6,34 2 -2 310.303
ZINC000013462473| mol5 -32,59 -5,84 0 -2 322.317
ZINC000004217520] mol6 -31,24 -5,99 1 -2 264.237
ZINC000095617673| mol1l 4.191 -5.492 | -5.664 -4.537 43.262 | -1.746
ZINC000257533585| mol2 -0.852 -2.104 | -2.041 -5.260 32.579 | -2.612
ZINC000100825024| mol3 0.864 -3.003 | -3.953 -5.200 81.114 | -1.721
ZINC000257514345] mol4 -0.188 -2.196 | -2.024 -5.378 ]107.333| -1.991
ZINC000013462473| mol5 0.904 -2.879 | -3.953 -4.962 90.185 | -1.618
ZINC000004217520] mol6 1.215 -2.853 | -2.963 -4.792 |248.287| -1.228
ZINC000095617673| moll 38.112 0.279 3 0 0
ZINC000257533585| mol2 12.218 -0.977 2 0 0
ZINC000100825024 | mol3 32.750 -0.326 3 0 0
ZINC000257514345| mol4 44.329 -0.889 3 0 0
ZINC000013462473| mol5 36.726 -0.311 3 0 0
ZINC000004217520| mol6 109.741 -0.345 3 0 0




Tabla 3. Propiedades ADMET de las 6 moléculas obtenidas. Fueron determinadas
mediante QikProp, Glide y Prime para las 6 mejores moléculas candidatas que
interaccionan con Lox-1 post docking con algoritmo XP luego del filtro aplicado (Masa
molar<500, Rule5=0, Rule 3=0, metab<4). #rtvFG: NUmero de grupos reactivos. CNS:
Posible actividad en el SNC (baja=(-2); alta=(2)). Masa molar: masa molar de la
molécula (g/mol). QPlog Po/w: Prediccion del coeficiente de particién octanol/agua.
QPPCaco: Prediccién de la permeabilidad en células Caco-2 (<25 pobre; >500 bueno).
QPlogBB: Prediccién del coeficiente de particién cerebro/sangre. QPPMDCK: Prediccién
de permeabilidad en células MDCK (<25 pobre; >500 bueno). #metab: Numero de
grupos que pudieran ser metabolizados (1-8). QPlogKhsa: Prediccién de la unién a
seroalbumina humana (-1.5 - 1.5).HOA: Absorcion oral humana (1=baja; 2=media;
3=alta). Regla de cinco: Transgresiones a la regla de 5 de Lipinski. Regla de tres:
Transgresiones a la regla de 3 de Jorgensen. XP: Puntaje del docking mediante XP. MM-
GBSA AG union: AG energia libre de unién (kcal/mol).
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Figura 17. Interacciones especificas de las 6 moléculas con mejor prediccion
para interaccionar con Lox-1; post docking con algoritmo XP luego del filtro aplicado
(Masa molar<500, Rule5=0, Rule 3=0, metab<=4). Los residuos cargados
negativamente se indican en rojo, los residuos polares estan en calipso, sitio activo. Los
residuos hidrofébicos se muestran en verde, se presentan interacciones de hidréogeno
(enlaces H) como flechas rosas/purpuras, el apilamiento pi-pi se muestra como una
linea verde.

Las principales interacciones entre las moléculas y el receptor estan representadas
en la figura 17 , muestran una seccién de la cavidad con carga positiva donde se observa
la presencia de puentes hidrégenos entre serinas 198, 162, 199, 160, glutamato 192 y
arginina 248 con las moléculas seleccionadas. Ademas entre los residuos con cadenas
laterales aromaticas como fenilalanina presenta interaccion de tipo n-n stacking con los
anillos aromaticos de las moléculas candidatas, principalmente fenilalanina 261 y 200.
(Figura 16). Se detecté ademas la formacién de un enlace salino que involucran al

aminoacido R248 con la molécula 6.

Las interacciones mas relevantes observadas parecen ser los puentes hidréogenos
que involucra los residuos R248, S162, S160 y de tipo =n-n stacking que involucran los
residuos F200, F261.

44



DISCUSION

La aterosclerosis es un proceso inflamatorio progresivo, el cual comienza con la
aterogénesis, etapa cumple un rol fundamental el receptor Lox-1. La internalizacién de
oxLDL en estadios tempranos promueve la disfuncion endotelial. En estadios intermedios
esta interaccién se ha descrito que promueve la proliferacién y migraciéon de células
musculares lisas que posteriormente van a migrar a la intima del vaso, luego se generara
la formacidon de células espuma y en etapas mas tardias de la aterosclerosis hay
apoptosis y la generacién de un core necrético. Este rol tan importante de Lox-1 sugiere
que bloquearlo podria ser una idea muy atractiva para tratar la aterosclerosis y otras

patologias que estén asociada a la internalizacion de ox-LDL.

Dada la estructura de este receptor la principal estrategia ha sido buscar moléculas
gue bloqueen el tunel hidrofdbico de Lox-1 (12,59), pero existe evidencia del importante
rol que cumple la espina de aminoacidos basicos ubicados en la superficie del receptor,
y cdmo la disposicion tridimensional de estos residuos provee la estructura apropiada
para interaccionar con las cargas negativas de las hélices anfipaticas de la apoB 100
asociada la lipoproteinas de baja densidad (53). Recientemente, se ha demostrado que
la molécula BI-0115 genera interacciones entre las interfaces del receptor formando un
tetramero que impediria la unidn de ox-LDL, dando fuerza a la hipotesis que el bloqueo
de este receptor en su superficie y no en el bolsillo hidrofdbico como se realizé

previamente (12,80), podria ser una nueva estrategia.

En la busqueda de moléculas con potencial de unirse a Lox-1 la estrategia utilizada
fue realizar un screening virtual utilizado utilizando la mejor estructura disponible en la
base de datos (Tabla 1), la cual presenta parametros adecuados y no requeria de mayor
procesamiento y/o refinamiento. La estructura seleccionada fue PDB ID:6TL7,
correspondiente a la region CTLD de Lox-1. Al inicio se prepard la proteina, ya que las
estructuras tridimensionales deben ser optimizadas, utilizando el moddulo Protein
Preparation Wizard de Maestro (81). Las estructuras cristalinas de proteinas se preparan
antes del docking para agregar atomos de hidrégeno, optimizar los enlaces de hidrogeno,
eliminar los choques atdmicos y realizar otras operaciones que no forman parte del
proceso de refinamiento de la estructura cristalina de rayos X. Luego de la preparacién

y minimizacion energética de la estructura (Figura 6) se disend la grilla de interaccion.
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Para el disefio de la grilla la estrategia utilizada fue en base a residuos que
conforman la espina basica, pero se ha descritos que existe otros sitios importante de
interaccién en la regién CTLD de Lox-1. En el trabajo de Tomar et al, se describen dos
sitios susceptibles a interaccionar con farmacos en el dimero CTLD hLox-1 mediante el
método Mix solvent MD simulation y luego virtual screening (82), aqui se describen dos
sitios con eventos de alta afinidad, uno en el tunel hidrofdbico y el otro ubicado entre
los residuos Y245,E254,L258,W203,P201. Basados en esta informacion, se generd una
grilla rectangular muy amplia en la superficie de CTLD (Figura 7), que sera incluida para
el docking, por lo tanto cubre un gran area y se permitio la interaccion con moléculas de
gran tamafio (Figura 14), a través de puentes hidrogenos que involucra los residuos
R248, S162 y de tipo n-n stacking que involucran los residuos F200, F261 los que pueden
contribuir a la estabilidad de la union del ligando.

Ademas, de realizar un docking control con un nimero reducido de moléculas como
se ve en la figura 8 , para evaluar que realmente convergieran en el sector de la grilla,
se realizd un docking de control con las moléculas estudiadas por Thakar et al, pero con
nuestra estructura y grilla (Figura 11). Se puede observar cémo se disponen en la parte
central de CTLD de Lox-1 hacia el tunel hidrofébico, posicion muy distinta a la descrita
por los autores ya que ellos buscaban interaccion con el tunel hidrofébico. En la figura
10 se observa que estas moléculas poseen un docking score mucho mayor al obtenidos
por la moléculas mejor rankeadas de la libreria utilizada para este estudio. Este analisis
permitio tener como control de AG de uniéon comparativo de moléculas descritas como
inhibidoras de acuerdo a los resultados obtenidos por Thakkar et al, de acuerdo a los
valores para las 7 mejores moléculas seleccionadas de la libreria In Man, los cuales se
encuentran en el rango de -48,51 a -83, 37 Kcal/mol (tabla 2), estas estructuras poseen
AG de unién mucho mas favorables y por lo tanto la hipotesis de que estas se podran

unir efectivamente mediante interacciones fuertes a Lox-1 se fortalece.
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Figura 18. Region de la superficie seleccionada para generar grilla en 6TL7. En

rojo residuos para determinar grilla.

Los resultados obtenidos utilizando Glide de la suite de Srchrédinger (Glide,
Srchrodinger,LLC,New York, NY, 2021), permiti6 obtener 7 moléculas (figura 13),
candidatas a tener una interaccién favorecida energéticamente con Lox-1, que fueron
las cuales presentaron mejor relacion de AG de unidon y docking score; los mejores 200
docking score presentaron AG de union menores -25 Kcal/mol lo que quieres decir que
a pesar de ser 7 las mejores rankeadas hay muchas moléculas que posiblemente
presenten interaccidén con Lox -1, y adicionalmente estas moléculas poseen propiedades
utiles en el desarrollo farmacoldgico como absorcion, distribucién, metabolismo,
excrecion y toxicidad (ADMET).

Las propiedades de estas moléculas estan resumidas en la Tabla 2, el peso molecular
de esta moléculas es elevado ya que se trata de moléculas de gran dimensién

basicamente por el tamafio de la grilla seleccionada para realizar el docking.

Para analizar las interacciones se utilizd el mddulo Ligand interaction diagram
incorporado en el software Maestro. El mddulo fue configurado para identificar los
residuos que se encuentran en un radio de 4,0 A’ de los atomos del ligando, los resultados
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pueden ser observados en la figura 14. Se encontrd la presencia principalmente de
interacciones hidrofdbicas al igual que en el trabajo de Schnapp, existe interaccién con
el residuo R248 de la espina basica en todas las moléculas candidatas, con todas las
moléculas se ven interacciones de tipo n-r stacking con residuos F200 y F261. El residuo
Q247 posee interacciones de tipo puente hidrogeno en todas las moléculas candidatas,
al igual como se observo con el inhibidor BI-0115 publicado el 2020 (72). En este trabajo
se comprobd que la unién de esta molécula BI-0115 desencadena la inhibicion del
receptor mediante la formacién de dimeros del dominio de unién del ligando
homodimérico; donde se describe la participacion en la interaccion de los mismos
residuos que nuestras moléculas candidatas lo que nos hace presumir que el efecto
podria ser similar. En este trabajo ellos concluyen que el complejo tetramérico impide
que las ox-LDL se unan al receptor mediante el bloqueo estérico de la interaccién de
este con la columna basica, ya que ven como el cambio conformacional que desestabiliza

la espina impide esta unidén, dandole un rol mas importante que el tunel hidrofdbico.

Al realizar la seleccidon de acuerdo al ranking del valor del docking score obtenido
del docking SP, los mejores valores de score lo obtuvieron moléculas de gran tamafio
impidiendo cumplir con los criterios ADME apropiados para el disefio de drug like. Las
moléculas con peso molecular >500 Kda (50,4 % de la libreria); invisibilizé a moléculas
con propiedades farmacocinéticas mas apropiadas, pero permitid establecer patrones de
interaccidn relevantes entre las mejores moléculas ranqueadas. Por lo tanto se filtraron
las moléculas resultantes del docking SP seleccionando aquellas que cumplieran los
siguientes criterios: masa molar<500, Rule5=0, Rule 3=0, metab <4. Este filtro permitid
realizar docking XP a 1.815 moléculas de las cuales 228 obtuvieron un docking score <-
4. Las mejor relacion entre energia de uniéon y docking score permitié seleccionar 6
moléculas (figura 15, 16), al igual que en la seleccidon previa destacan los anillos
aromaticos en la estructura de estas. Las 6 moléculas alcanzaron los valores de docking
score de -6,37 y valores AG de unidn estan entre -31,24 a -39,34 Kcal/mol. Las
principales interacciones analizadas con el mddulo Ligand interaction diagram
incorporado en el software Maestro entre las moléculas y los residuos de Lox-1 (figura
17), muestran la participacién de los mismos obtenidos en el docking anterior, lo que
quiere decir que a pesar de no tener puntajes tan negativos de docking interaccionan
con los mismos residuos ya descritos como los mas importantes. Por lo tanto los residuos
R248, S162, S160 F200 y F261 son los mas importantes para generar interacciones

favorecidas energéticamente.
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Tanto las moléculas seleccionadas en el docking sin realizar filtros como en el segundo
docking con los filtros estas se disponen e interaccionan con los residuos seleccionados
para el disefio de la grilla (ver figura 21 y 22 del anexo).

Finalmente con estas moléculas guias podran servir para generar el disefio de un
farmaco con la capacidad de interaccionar con Lox-1 e inhibir la captacién de ox-LDL.
Con este Ultimo filtro se espera poder realizar ensayos de inhibicion en un modelo ya
probado de células H4-II-E-C3 para luego escalarlo a un modelo animal en el

Departamento de Bioquimica clinica e inmundloga de la Universidad de Concepcidn.
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CONCLUSIONES

1.

El uso de las herramientas in silico de” SBVS” permite identificar nuevas
moléculas que se unan a la espina basica de Lox-1.

Las moléculas candidatas presenta parametros energéticos muy favorables para
predecir la union al receptor.

Los residuos que participan en la interaccion de las moléculas candidatas a
interaccionar con Lox-1, son los mismos que las presente en otros inhibidores
descritos para este receptor.

Estas moléculas seran evaluadas mediante estudios in vitro para confirmar los
resultados obtenidos en el presente trabajo, evaluando la capacidad inhibitoria
del receptor Lox-1.
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ANEXOS

—————————— <<« P R O C H E C K S U MM A R

/var/www/SAVES/Jobs/1268418/saves.pdb 1.5

Ramachandran plot: 89.3% core 9.8% allow 0.9% gener
All Ramachandrans: 2 labelled residues (out of 264)
Chil-chi2 plots: 2 labelled residues (out of 172)
Side-chain params: 5 better 0 inside 0 worse
Residue properties: Max.deviation: 3.2 Bad
Bond len/angle: 4.0 Morris et al
G-factors Dihedrals: -0.29 Covalent: 0.10
Planar groups: 89.4% within limits 10.6% highlighted

+ May be worth investigating further. * Worth investigatin

D> >

268 residues

0.0% disall
contacts: 0
class: 1 1 2

Overall: -0.12

2 off graph

g further.

Figura 19. Resumen de analisis por Prochek. Corresponde a la estructura PDB

ID:6TL7 luego de ser minimizada energéticamente.
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Ramachandran Plot
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Plot statistics

Residues in most favoured regions [A,B,L] 209 89.3%
Residues in additional allowed regions [a,b,l,p] 23 9.8%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~l.~p] 2 0.9%
Residues in disallowed regions 0 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 234 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 4
Number of glycine residues (shown as triangles) 14
Number of proline residues 16
Total number of residues 268

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.

saves_01.ps

Figura 20. Grafico de Ramachadran de la estructura PDB ID:6TL7 , luego de ser

minimizada energéticamente.
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Molécula 1

Molécula 7
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Figura 21. Estructura Lox-1 (6TL7) con las moléculas mejor rankeadas del
docking XP sin utilizar filtros de seleccion. En rojo los residuos seleccionados para
generar la grilla.

Molécula 2

Molécula 1

Figura 22. Estructura Lox-1 (6TL7) con las moléculas mejor rankeadas del

docking XP utilizando filtros de seleccidon. En rojo los residuos seleccionados para
generar la grilla.
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