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RESUMEN

Las interacciones de proteinas con pequefias moléculas son de importancia central, tanto para el disefio
de nuevos compuestos farmacéuticos, como en una amplia variedad de procesos bioldgicos, por
ejemplo, en terapia fotodindmica. Se ha encontrado que la lisozima ha sido ampliamente estudiada como
agente anticanceroso, sin embargo, existen pocos reportes de su interaccion con ftalocianinas. En este
trabajo, se sintetiz6 una tetrasulfoftalocianina de Hierro (l11) [u-(OH) FeTSPc] y se estudid su interaccion
con lisozima por espectroscopia UV-vis en un regulador de fosfatos a pH 7. La tetrasulfoftalocianina se
caracterizd por UV-vis (en la solucion reguladora a pH 7) y FTIR, observandose la formacion de un
dimero. Se propone una estequiometria de unién entre la tetrasulfoftalocianina y la lisozima 1:1. A partir
de este modelo se calcul6 la constante de unién y el cambio en la energia libre de Gibbs de union (AG,)
a 25 °C. Ademas, se realizaron estudios in silico del acoplamiento molecular o docking, entre la lisozima
y la sulfoftalocianina, para el célculo de AG, computacional del conférmero mas favorable, y asi obtener
un aproximacion del sitio de union entre p-(OH) FeTSPc-lisozima.

Palabras clave: lisozima, tetrasulfoftalocianina de Fe (lll), UV-vis, modelado.

ABSTRACT

Protein interactions with small molecules are of central importance, both for the design of new
pharmaceutical compounds, and a wide variety of biological processes (photodinamic therapy). In this
work, an Iron (lll) tetrasulfophthalocyanine, [u-(OH) FeTSPc], was synthesized and its interaction with
lysozyme was studied by UV-Vis spectroscopy in a phosphate buffer at pH 7. Tetrasulfophthalocyanine
was characterized by FTIR and UV-vis, showing the formation of a dimer. The results showed binding
stoichiometry between tetrasulfophthalocyanine and lysozyme 1: 1. Considering this model the binding
constant and the Gibbs free energy (AGu) of binding was calculated. In addition, docking studies were
performed to calculate the absolute binding free energy between p-(OH) FeTSPc and lysozyme.

Key words: lysozyme, Fe (lll) tetrasulfophthalocyanine, UV-vis, docking.
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INTRODUCCION

Los macrociclos tetrapirrélicos son sustancias presentes en estructuras como la clorofila, el grupo hemo
de la sangre y los citocromos que, debido a su naturaleza, intimamente ligada con la vida, presentan
notables propiedades fisicas y quimicas.

Desde mediados del siglo pasado se analiz6 la posibilidad de usar derivados del grupo hemo de la
sangre para el tratamiento de diversas afecciones humanas. Asi mismo, en las Ultimas décadas ha
surgido un gran interés en el uso de porfirinas y compuestos relacionados, tales como, ftalocianinas y
clorinas, para su uso como agentes terapéuticos (Costa y Silvia, 2002), debido a su fuerte absorcién en
el infrarrojo cercano, su baja o nula toxicidad, la localizacion selectiva en tumores, generacion eficiente
de oxigeno singulete (*0,) y su alta eficiencia fotoquimica (Idowu et al., 2014). Los fotosensibilizadores
son moléculas que pueden transferir su energia desde un estado excitado triplete a moléculas
circunvecinas de oxigeno molecular, cuando son activados por luz de una longitud de onda especifica
(Nyokong, 2007). Esta transferencia de energia coadyuva a la formacién de oxigeno singulete (*0,) y
otras especies reactivas de oxigeno citotoxico que permiten la degradacion de células cancerigenas
mediante apoptosis 0 necrosis.

Las interacciones de proteinas con pequefias moléculas son de importancia central tanto para el disefio
de nuevos compuestos farmacéuticos, como en una amplia variedad de procesos biolégicos (Tjelvar, et
al. 2008). Por ejemplo, las enzimas, las cuales se unen a un sustrato y moléculas efectoras; proteinas
transportadoras, tales como, hemoglobina o proteinas de almacenamiento como mioglobina, ambas se
enlazan al oxigeno y muchas proteinas que actilan como reguladores uniéndose a iones hidronio.

La lisozima se encuentras en diversos fluidos bioldgicos y tejidos, incluyendo huevos de ave, en
secreciones como lagrimas y saliva, y en secreciones cervicales. En 1963 se determiné la estructura
primaria de la lisozima y en 1965 se publicé la estructura tridimensional por difraccion de rayos X, de la
lisozima obtenida del huevo de gallina. La lisozima posee una sola cadena de 129 aminoacidos,
entrecruzada por cuatro puentes disulfuro. La estructura de la lisozima se compone de dos dominios o
I6bulos, el dominio a con los residuos (1- 40 y 90-129) y el B dominio (41-89), unidos por una larga a-
hélice donde se encuentra el sitio activo (Carrillo, 2013).

En este trabajo se sintetiz6 una tetrasulfoftalocianina de Hierro (lll), [u-(OH) FeTSPc], y se estudié su
interaccion con lisozima por espectroscopia UV-vis. Se propone una estequiometria de unién entre la
terasulfoftalocianinay la lisozima 1:1. A partir de este modelo se calculé la constante de unién y el cambio
en la energia libre de Gibbs de unién (AG,) a 25 °C. Ademas, se realizaron estudios in silico del
acoplamiento molecular o docking, para el célculo de AG, computacional del conférmero mas favorable,
y asi obtener un aproximacion del sitio de union entre p-(OH) FeTSPc-lisozima. La importancia analizar
este sistema, radica en la comprension del mecanismo molecular de la interaccion de la lisozima con la
tetrasulfoftalocianina, que es una clave fundamental para contribuir al estudio de la terapia fotodinamica.

METODOLOGIA
Sintesis y caracterizaciéon de p-(OH) FeTSPc

La sintesis se llevo a cabo por el método reportado por Garcia-Sanchez, 1993. El cual consiste en la
condensacion de &cido 4-sulfoftalico y urea, catalizada por molibdato de amonio, puestos en reflujo en
nitrobenceno. El compuesto se lava con metanol y acetona y finalmente se sublima la urea remanente
(figura 1). La especie p-(OH) FeTSPc, se caracterizé por espectroscopia UV-vis (Cary, Varian) e IR
(FTIR, Perkin-Elmer).
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Figura 1. Esquema de reaccion de la sintesis de tetrasulfoftalocianina de Hierro (l11)

Interaccion de lisozima- y-(OH) FeTSPc, por UV-vis

Analizamos la interaccion entre la lisozima (P) y la tetrasulfoftalocianina (L), asumiendo que las especies
P y L reaccionan para formar el complejo lisozima-tetrasulfoftalocianina (PL), con una estequiometria
1:1, considerando que durante la interaccion se alcanza el equilibrio (1):

P+Ls=PL
Por lo que, la constante de unién Ky en términos de concentraciones molares se representa por (2):
_ [PL]
YUIPT L

Consideramos una serie de disoluciones en las que se va afiadiendo incrementos de L a una cantidad
constante de P, donde Py es la concentracion total de P (3):

[P1=Po-[PL]
Ahora bien, la expresion de la constante de equilibrio, se puede reordenar como (4):
[PL]
o Ku[P]= Ky(Po-[PL])

La representacion de [PL]/ [L] frente a [PL], tendra una pendiente igual a —K, y se denomina gréfico de
Scatchard (Weder et al., 1973).

Si se conoce [PL], se puede hallar [L], si Lo es la concentracion total de la tetrasulfoftalocianina, utilizando
el balance de masas: Lo = [PL] + [L]

Para conocer [PL] y [L] se utilizé espectroscopia UV-vis. P y PL absorben a la longitud de onda de 280
nm, pero L no. Las mediciones se hicieron en una celda de recorrido 6ptico de 1 cm. La absorbancia A
de la muestra a 280 nm es la suma de las absorbancias de PLy P (5):

A=gp [PL]+¢p [P]
Donde ¢p; es la absortividad molar de PL y &, es la absortividad molar de P
Sustituyendo [P] = P, — [PL] se puede escribir (6):
A=ep [PL]+ep Pg-gp [PL]
Pero €,Po es Ao la absorbancia inicial antes de afiadir nada de L. Por lo tanto (7): A = [PL](ep_-€p )+Ag

Donde Ac es igual a gpx —€, Yy AA = A - Ap es la absorbancia observada menos la absorbancia inicial de
P en cualquier punto de la valoracion. Sustituyendo la expresion [PL] de la ecuacion, se obtiene la
ecuacion de Scatchard (8):
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% = KyAEP, - K yAA

La representacion de AA/ [L] frente AA a es una linea recta de pendiente —K,. La absorbancia de la
disolucién, medida mientras de valora P con L se puede utilizar para hallar la constante de equilibrio
para la reaccién de formacion del complejo P-L.

Se realizé una titulacion de lisozima (Sigma-Aldrich) 1.61 x 10° M (disuelta en fosfatos 5 mM pH 7),
agregando cantidades crecientes de una solucién “madre” de y-(OH) FeTSPc 7.76 x 10° M (disuelta en
fosfatos 5 mM pH 7). En cada adicién se tomo la lectura del espectro UV-vis en un intervalo de 200 a
800 nm. Todas las mediciones se realizaron a una temperatura constante de 25°C, en un
espectrofotémetro UV-vis HP equipado con un sistema de calentamiento tipo peltier.

En el espectro UV-vis de la especie p-(OH) FeTSPc, se observo una tendencia lineal de la absorbancia
en funcién del aumento de concentracién a 635 nm ver figura 2. Por lo que, la determinacion de la
concentracion de p-(OH) FeTSPc libre, se realizé de manera independiente.

Estudios de acoplamiento (docking) de la interaccion lisozima- p-(OH)FeTSPc

La estructura cristalografica de la lisozima con coédigo ID PDB 2LYZ.pdb para los estudios de
acoplamiento se obtuvo del Protein Data Bank y la estructura de p-(OH)FeTSPc se construyd en
GaussView 5.0. El docking se realiz6 con el programa Autodock Vina (Trott y Olson, 2010). A los mejores
complejos se les realizé minimizaciones de energia con 100 pasos de steepest descent con el programa
CHARMM c¢35b2 y con el campo de fuerza charmm36 parametrizado para proteinas.

Célculos de energia de union (AGy)

Para la obtencion de los mejores conférmeros en los estudios de acoplamiento, se utilizo el programa
PDB2PQR (Dolinsky et al. 2004), el cual prepara los archivos cristalograficos para calculos
electrostaticos en un medio continuo, de acuerdo a la METODOLOGIA de Baker, 2004. Los archivos de
salida tienen un formato similar al PDB, e incorporan los datos de carga y radio atdmicos, utilizando
como campo de fuerza CHARMM.

Para evaluar la energia libre de unién para el complejo lisozima- p-(OH)FeTSPc, se determinaron
separadamente las contribuciones de tipo electrostatico y no polar, como se muestra a continuacion (9):

AG,= AGu,eIec + AGu,apol
y a su vez (10):
AGu,eIec = AGu,soI + AGu,couI

donde el AG, es la energia de unién y esta en funcion de la energia electrostéatica, AGy.ciec, y de la energia
no electrostatica o no polar, AGyapo. A su vez el AGyeec €Std en funcion de la energia de solvatacion
AGy.so (Que es la energia necesaria para retirar el solvente del sitio activo para que se una el ligando a
la proteina) y de la energia couldmbica, AG, cou (la energia de interaccion entre las cargas de la proteina
y las cargas del ligando). La componente electrostatica se determind resolviendo la ecuacion no lineal
de Poisson-Bolztman a través del programa Adaptative Poisson-Bolztmann Solver (APBS) descrito por
Baker, 2004. La contribucion al AG, por parte de las interacciones no polares (AGy nopot) S€ evallio como
la energia liberada al ocultar el area de la interfase al solvente cuando se forma el complejo: dicha
energia es proporcional al cambio en el &rea accesible al solvente y un pardmetro semejante a la tension
superficial (y), con un valor de 0.021 kJ mol*A2 para el agua: AGy_nopol = YAASAineriase . S€ empled el
programa Visual Molecular Dynamics (VMD), para calcular el &rea de la interfase que queda oculta del
solvente en el complejo, a partir de los archivos PDB del complejo y de las moléculas individuales.
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Integrando las contribuciones electrostéticas y no electrostaticas se determiné el AG, de acuerdo a la
ecuacion (9).

RESULTADOS Y DISCUSION
Sintesis y caracterizacion de p-(OH)FeTSPc

Es bien conocida la fuerte tendencia que presentan las ftalocianinas de dimerizarse en solucién acuosa.
En general, los procesos de agregacion, reducen la absortividad del monémero libre, lo cual puede
causar una desviacion a la ley de Lambert—Beer, este decremento en la banda de absorcién del
monomero, puede ocurrir simultananeamente con otros cambios, tales como un alargamiento y un
cambio en el maximo de absorcién o la formacién de bandas adicionales relacionadas a la agregacion
de u-(OH)FeTSPc. El espectro UV-vis del mondmero presenta una banda de Soret cercana a los 350
nm y una banda de mayor intensidad Q cercana a los 670 nm (resultados no mostrados). En el espectro
del dimero, figura 2, se observa un desplazamiento y ensanchamiento de la banda Q a 635 nm, ademas
de un desplazamiento de la banda de Soret al aumentar la concentracion.
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Figura 2. Espectros UV-vis de p-(OH)FeTSPc, formando un dimero en disolucién reguladora de
fosfatos 5 mM pH 7. En el inset se muestra la relacién lineal entre la absorbancia y la concentracién
seguida a 635 nm.

El espectro IR de sulfoftalocianinas se compone de gran parte de las bandas de asociadas a las
vibraciones de los enlaces C=C del macrociclo aromatico. Asi mismo, se observa una gran banda
asimétrica entre los 3700 y 2000 cm™ que puede asociarse a las vibraciones del grupo hidroxi axial al
complejo de Hierro y aquellos de los grupos sulfo (HOSO,?) de la sulfoftalocianina (figura 3).
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Figura 3. Espectro FTIR de la p-(OH)FeTSPc

Interaccion de lisozima- y-(OH)FeTSPc

La maxima absorcién de la lisozima se presenté a los 280 nm (figura 4) y se establecié que el aumento
de absorbancia, tras la adicion de cantidades crecientes de p-(OH)FeTSPc, se debia a la formacion del
complejo (PL) (figura 5). Los datos de la representacién de AA/[L] en funcién de AA se ajustaron a una
recta con coeficiente de correlaciéon R? 0.998, por lo que se asume que la estequiometria de la interaccion
lisozima sulfoftalocianina es 1:1. La constante de unién Ku se obtuvo de la pendiente del gréafico de
Scatchard (figura 6), el valor de Ku fue de 2.2 x10* (000 240) M1, y con AG, = — 24.9 kJ/mol, por lo que
el complejo formado (PL), es termodindmicamente estable.
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Figura 4. Espectro UV-vis de lisozima en regulador de fosfatos 5 mM pH 7
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Figura 5. Espectros UV-vis de la titulacion de lisozima con p-(OH)FeTSPc,
(volumen agregado de 100 a 1200 pL)
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Figura 6. Gréfico de Scatchrad para la determinacion de la constante de
union lisozima-p-(OH)FeTSPc

Andlisis de la interaccion molecular lisozima-p-(OH)FeTSPc a través de los célculos de energia
electrostatica computacional

Se realizaron estudios de docking utilizando la estructura cristalogréafica de 2LYZ.pdb con el monémero
de p-(OH)FeTSPc, generandose veinte conférmeros. Posteriormente se determinaron calculos de
energia de unién (JGu) para estos conférmeros a través de la contribucion electrostatica y no
electrostatica (Serratos-Alvarez, 2011). En la tabla 1 se presentan los célculos de las contribuciones de
los tres mejores modelos en la interaccion lisozima-p-(OH)FeTSPc.
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Tabla 1. Energias de union (4G,) para el sistema lisozima- p-(OH)FeTSPc
determinado por APBS and VMD.

AGsol AGcoul Aan AGY Puentes de
Sistema (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) Hidrégeno a 5 A
Modelo 1 63 -1332 -14 -1283 6
Modelo 2 236 -1211 -15 -990 3
Modelo 3 246 -1140 -16 -910 3

* AGy :AGSO|V+AGCOU|+AGHD

En la tabla 1 se puede observar que las interaccones electrostaticas gobiernan la unién lisozima-
ftalocianina, principalmente las interacciones couldmbicas y ligeramente las interacciones no polares.
Consideramos que el modelo 1 es el mas favorable, AGu= -1283 kJ/mol, debido a que presenta mas
puentes de hidrégeno respecto a los modelos 2 y 3. Ademas, en el modelo 1 un atomo del oxigeno del
SO3* de p-(OH)FeTSPcinteractia con la carga positiva del atomo de N de Lys 116, lo que establece un
ambiente electrostéatico favorable, que se refleja en el valor del AG,.

A continuacidn se muestran los posibles sitios de unién de la lisozima-pu-(OH)FeTSPc de los tres mejores
conférmeros.

1. Modelo 1 2. Modelo 2

Figura 7 . Resultados de los tres mejores conférmeros obtenidos por estudios de acoplamiento de
lisozima (ID PDB 2LYZ) con pu-(OH)FeTSPc. A) Modelo 1, B) Modelo 2 y C) Modelo 3.
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CONCLUSIONES

Se sintetiz6 y caracterizé espectroscdpicamente la especie u-(OH)FeTSPc, la forma dimérica es la que
predomina en solucién, en un regulador de fosfatos 5 mM pH 7. Ademas, se estudi6 la interaccion de la
lisozima con p-(OH)FeTSPc por espectroscopia ultravioleta-visible. La estequiometria de la interaccion
cumple con un modelo de unidén en una relacién molar 1:1. A partir de un grafico de Scatchard, se calcul6
la constante de uniébn del complejo lisozima-tetrasulfoftalocianina. Por medio de un analisis
computacional se confirmé que la interaccion lisozima-p-(OH)FeTSPc, es energéticamente favorable.
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