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Resumen

El cancer es una de las enfermedades mortales de alto impacto a nivel mundial. Esta
se caracteriza por una alteracion en algunas células del cuerpo que se multiplican sin

control y se diseminan a otras partes del cuerpo.

A lo largo de los afnos, la lucha por proporcionar un tratamiento eficiente ha
demandado la busqueda de nuevas dianas terapéuticas. Recientes estudios han
demostrado que el receptor de factor de crecimiento epidérmico humano (HER2),
perteneciente a los receptores tirosina quinasas (RTK) estd sobre expresado en
diferentes clases de tumores que promueven la proliferacién celular, progresion
tumoral y metastasis. Algunas de las terapias dirigidas contra las RTK, como los
inhibidores de receptores de tirosina quinasa codificados por el gen ABL1(ABL),el
receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y los receptores para el factor
de crecimiento endotelial (VEGFR), han mejorado claramente la supervivencia del
paciente con una toxicidad adicional minima.

En el presente trabajo, se evalué in silico empleando el programa de acoplamiento
molecular autodock Vina, una quimioteca (NO15) de 208 compuestos con diversas
estructuras para obtener informacién sobre la union de estas moléculas al receptor
HER2. De manera adicional, se propusieron cinco nuevas estructuras por hibridacién,

y se evaluaron in silico sobre el receptor de interés.

De acuerdo con los resultados, se identificaron 19 moléculas (V5049, V5052, V056,
V5058, V5059, V5060, V5061, V5063, V5145, V5147, V5149, V5174, V5182, V5183,
V5185, V5187, V5191, V5192, V5193) como las mejores candidatas con potencial
inhibitorio sobre HER2. Ademas, las cinco moléculas propuestas por hibridacion
presentaron buenos resultados en el acoplamiento molecular sobre la proteina de
estudio, destacando los compuestos MG001, MG003 y MGO05 con los mejores
resultados.

Palabras clave: HERZ2, cancer, acoplamiento molecular, cribado virtual.
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1. Introduccion

El disefio de farmacos asistido por computadora (DiFAC) consiste en aplicar algun
procedimiento realizado por una computadora para relacionar la actividad de un
compuesto con su estructura quimica, o bien, tratar de predecir su actividad segun su
interaccion con una macromolécula de interés farmacolégico. '

Teniendo en cuenta que el cancer constituye un problema de salud a nivel mundial,
debido a que es una de las principales causas de muerte, la seleccién de nuevos
blancos para la terapia de cancer es la tendencia principal de multiples
investigaciones. El cancer es una enfermedad multifactorial que provoca que algunas
células del cuerpo se multipliquen sin control y se diseminen a otras partes del cuerpo.
Los cambios en los genes que controlan el funcionamiento de las células, en especial
como se forman y multiplican, estan asociados con el desarrollo de cancer.?

Algunos blancos terapéuticos importantes en esta enfermedad son los receptores
tirosina quinasas (RTK), debido a que estos receptores se sobreexpresan en
diferentes tipos de cancer.® Los RTK regulan los procesos celulares normales,
incluidos la supervivencia, el crecimiento, la diferenciacion, la adhesién y la motilidad.
No obstante, se ha demostrado que la sobreexpresidbn de estos receptores
correlaciona con un peor prondstico, mayor indice de proliferacién, mayor capacidad
invasiva y reduccion de sobrevida en los pacientes con cancer.*

El cancer es un proceso complejo que involucra varios pasos, sin embargo, los
ensayos clinicos han demostrado que el bloqueo selectivo de la actividad de un solo
RTK activado dominante puede afectar el crecimiento del tumor. Dentro de los RTK se
encuentra HER2, el cual es el receptor preferido para la dimerizacién con otros
miembros de la familia del EGFR (Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico), lo
que le confiere al complejo heterodimérico mayor estabilidad y potencia en la
sefalizacion; ejemplo de ello es la heterodimerizacion con HERT1, la cual reduce la
tasa de endocitosis y degradacion, y promueven su reciclaje hacia la superficie
celular.*

El receptor HER2 no tiene un ligando natural conocido, sin embargo, se sabe de
algunos ligandos de los EGFR homélogos, que pueden ser usados sobre HER2 con
buenos resultados. En este proyecto se propone a HER2 como blanco molecular
obteniendo informacion a partir del analisis de una base de datos de moléculas
(Quimioteca) del laboratorio NO15, donde se busca identificar nuevos inhibidores
empleando métodos computacionales.®



2. Marco Teérico
2.1.Importancia del cancer y factores genéticos en su formacion

El cancer es una de las causas principales de muerte en el mundo, tan solo en 2018
se registraron 9.5 millones de muertes por cancer y 18.1 millones de casos nuevos a
nivel mundial. Este se describe como una enfermedad multifactorial, en la cual algunas
células del cuerpo se multiplican sin control, pudiendo diseminarse a otras partes del
cuerpo causando metastasis.?

El cancer puede considerarse una enfermedad genética, dado que todos los canceres
estudiados presentan alteraciones y rearreglos en el ADN, asi como cambios en la
expresion y actividad de genes que regulan la proliferacién y diferenciacion celular.?
Los cambios en los genes que controlan el funcionamiento de las células, en especial,
cémo se forman y multiplican, causan el cancer. Los cambios genéticos se producen
principalmente por:

« Errores que ocurren cuando las células se multiplican.

« Darnos en el ADN por agentes externos presentes el medio ambiente, como el
humo del tabaco o los rayos ultravioleta del sol.

 Por herencia de padres a hijos.®

Actualmente, existen mas de 100 tipos de cancer, los cuales se nombran segun el
organo o tejido afectado. Sin embargo, todos ellos presentan alteraciones y rearreglos
genéticos que se presentan en las células cancerosas, tales como pérdidas o
deleciones de material genético, mutaciones puntuales, sustituciones, inserciones
pequenas, amplificaciones y cambios epigenéticos como la metilacién.”

En paises de América Latina considerados en vias de desarrollo, el cAncer representa
el 16.5% del total de muertes, de las cuales el 49% son debidas a cancer de préstata,
mama, cuello uterino, pulmén, colon, vejiga, recto y estémago, siendo estos los tipos
de cancer mas frecuentes en su poblacion. No obstante, el cancer de mama es de
particular interés por su alta tasa de mortalidad, asi como las distintas variaciones en
la enfermedad que dificultan su tratamiento.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha promovido el desarrollo de programas
nacionales de control del cancer con el objetivo de reducir la incidencia, la morbilidad
y la mortalidad del cancer, asi como mejorar la calidad de los pacientes con cancer
por medio de la implementacién sistemética de intervenciones basadas en evidencia
en la prevencion, diagnostico temprano, tratamiento y cuidados paliativos.2

2.2.Receptores tirosina-quinasa como blanco molecular

Los receptores tirosina quinasas (RTK) son proteinas transmembranales que
transducen senales desde el entorno extracelular hasta el citoplasma y al nucleo. De
esta manera, los RTK regulan los procesos celulares normales, incluidos la
supervivencia, crecimiento, diferenciacion, adhesion y la motilidad.® Actualmente, se
conocen 58 diferentes RTK divididos en 19 familias por identidad de secuencia de



aminoacidos dentro del dominio quinasa y similitudes estructurales dentro de sus
regiones extracelulares (Figura 1).4
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Figura 1. Clasificacion de los RTK por familia.

Los receptores RTK son vitales para el control celular, por ello, una sefalizacion
aberrante o continua del receptor puede conducir a numerosos estados patol6gicos.
Asi como la sobreexpresion y/o mutacion es suficiente para transformar las células y
desarrollar algin tipo cancer.® Principalmente, las subfamilias como son los receptores
para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR/ErbB), el receptor de insulina (IGFR),
receptor para el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR), receptor para
el factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR), receptor para el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGFR) y el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) estan
fuertemente asociadas con esta enfermedad.*

Los RTK se consideran el punto de partida para muchas vias de senalizacién celular
mediante el reclutamiento de efectores enzimaticos (PLCy, PI3K, Src,), ya sea
directamente en su dominio intracitoplasmatico, o indirectamente a través de proteinas
adaptadoras (Grb2, Shc), formando complejos capaces de activar enzimas
intracelulares (Ras). Las vias de senalizacion descendente de RTK son
principalmente MAPK, PI3K, Src y otras vias que involucran PLCy, JAK / STAT.
Mientras que las primeras etapas de la transduccion de senales después de la
activacion de RTK se basan principalmente en la fosforilacion de tirosina, la
propagacion de senales asocia varias fosforilaciones en residuos de serina / treonina
en la mayoria de los procesos celulares, asi como otros procesos
como glicosilacion o acetilacion.®

Por otro lado, el desarrollo de inhibidores de los RTK ha demostrado que el bloqueo
de la actividad de un solo RTK activado dominante puede afectar el crecimiento del
tumor de manera importante; razén por la cual ha incrementado el interés por
desarrollar esta nueva clase de farmacos selectivos.* Algunos de los primeros RTK



considerados como blancos moleculares para el desarrollo de inhibidores especificos
fueron las proteinas quinasas C (PKC), Bcr-Abl, EGFR (HER1) y HER2.1%1 Este
ultimo, pertenece a la subfamilia EGFR y es el receptor preferido para la dimerizacién
con otros miembros de la familia, dada su mayor estabilidad y potencia en la
sefalizacion, haciéndolo un blanco prometedor.*

2.3.HER2

El receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) es un miembro de
la subfamilia EGRF, codificado por el protooncogén ERBB2 en el cromosoma 17,
involucrado en multiples vias de sefalizacidn, incluida la division celular. Si bien los
factores que causan la alteracion de este gen no son bien conocidos, la
sobreexpresion de este receptor en la superficie de sus membranas plasmaticas
produce un incremento en la division y crecimiento celular.b'2 Esto se debe a que el
receptor HER2 actua en la superficie de las células recibiendo senales que estimulan
el crecimiento y su multiplicacion, pero en las células cancerosas con alta expresion
de receptores HERZ2, estas reciben demasiadas sefnales de crecimiento causando que
las células tumorales crezcan y se dividan sin control (Figura 2).'3

2 SOBREEXPRESION
NORMAL DEL RECEPTOR HER2,

proteina que promueve ! Recegtor
Superficie  €l.crecimiento de las i HER2
celular células tumorales i

Gimimia

CELULA
TUMORAL

Figura 2. Representacién de los receptores HER2 en una célula normal y una célula tumoral.

Esta condicion de sobreexpresion se ha encontrado en distintos tipos de cancer como
vejiga, vesicula biliar, mama, cuello uterino, endometrial, ovario, testiculo, colorrectal,
esofagico, gastrico, higado, pulmén, pancreas, glandulas salivales y otros tumores
sélidos.'® Ademas, el oncogen HER2/neu favorece la produccién de la proteina del
mismo nombre, la cual constituye un factor de pronéstico asociado con una mayor
agresividad tumoral, mayor tasa de recaidas y peor supervivencia.'%'3 Estos tumores
se denominan HER2 positivos.®

De manera particular, el cancer de mama se clasifica en 3 subtipos segun la presencia
0 ausencia de marcadores moleculares: receptores de estrogeno, receptores de
progesterona y el HER2 positivo (sobreexpresado).® Este Ultimo representa del 25 a
30% de los casos y distintos estudios han demostrado que los carcinomas de mama
HER2 positivo son mas agresivos; ademas de estar asociados con un incremento en
el riesgo de metastasis.® Por ello, HER2 es un importante biomarcador para el



diagnostico y el analisis del estadio de la enfermedad, que puede ser identificado
mediante técnicas de inmunohistoquimica (IHC) y de hibridacién con fluorescencia in
situ (FISH).56

2.3.1. Inhibidores de HER2

HERZ2 no tiene un ligando natural identificado como el resto de los miembros de la
familia al tratarse de un correceptor.’® Sin embargo, se conocen ligandos para su
receptor homélogo EGFR o HER1 que han servido como inspiracién para el desarrollo
de inhibidores dirigidos; algunos de ellos son el Factor de crecimiento epidérmico
(EGF), Factor de crecimiento tumoral alfa (TGFa), Anfiregulina (AR), Betacelulina
(BTC), Epiregulina (EPR), Factor de crecimiento ligado a heparina (HB-EGF).%14

Actualmente, las terapias contra HER2 (también llamadas inhibidores de HER2 o
terapias dirigidas a HER2) son una clase de medicamentos que se usan para tratar
todos los estadios del cancer que es positivo para HER2. Los anticuerpos
monoclonales dirigidos contra receptores de superficie HER2/neu han sido algunos
de los mas exitosos, tal es el caso de Trastuzumab uno de los farmacos mas
recientemente aprobado.® Estos inhibidores actiian impidiendo que los receptores
reciban senales de crecimiento, pudiendo demorar o detener el crecimiento del tumor.
Sin embargo, estos farmacos solo actiian sobre el cancer que es positivo para HER2.6

Algunas de las terapias dirigidas contra los RTK como los inhibidores de ABL, EGFR
y VEGFR, han mejorado claramente la supervivencia del paciente con una toxicidad
adicional minima. Muchos postulan que esta fase de desarrollo de farmacos
inhibidores de RTK esta llegando a su fin. Pero a medida que mejora la capacidad
para tipificar molecularmente tumores humanos y descubrir tirosina quinasas
adicionales como dianas en subconjuntos de tumores, creemos que este grupo de
blancos moleculares y sus inhibidores continuaran complementando la terapia
citotéxica y son promisorias para el desarrollo de nuevos farmacos antitumorales.3

2.4.Diseino de farmacos asistido por computadora (DiFAC)

El disefio de farmacos asistido por computadora (DiFAC) consiste en aplicar algun
procedimiento realizado por una computadora para relacionar la actividad de un
compuesto con su estructura quimica.’ ElI DiFAC contiene varias lineas de
investigacion descritas en la Figura 3 y tiene como objetivos principales:

» Descubrir moléculas activas

» Optimizar moléculas activas ya conocidas

» Seleccionar de un grupo de moléculas, a los candidatos que tengan mayor
0 menor probabilidad de convertirse en farmacos exitosos."

10
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Figura 3. Lineas de investigacion representativas del DiFAC.

Muchos farmacos ejercen su accion debido a su interaccién con una macromolécula
presente en el organismo. Tomando este principio, las estrategias del DIFAC se
dividen en dos partes principales.

a) Diseno basado en la estructura del ligando: Es aquel en el que los métodos
que se agrupan en esta area se centran en el estudio de la estructura
quimica de la molécula con actividad biolégica.

b) Disefio basado en la estructura del receptor: Los métodos que
corresponden a esta estrategia consideran la estructura tridimensional de la
macromolécula o biomolécula con la que interactua el ligando.

La eleccion del método computacional dependera en primera instancia, si se conoce
0 no la estructura del ligando y del receptor. Cuando se conocen ambas se puede
hacer uso de ambas estrategias. Los métodos computacionales son una gran
herramienta para calcular propiedades moleculares o simular resultados
experimentales, siendo el acoplamiento molecular uno de los mas empleado en el
desarrollo de farmacos.®

2.4.1. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular automatizado (0 docking en inglés) es una simulacién
computacional cuyo objetivo se compone de dos pasos: predecir la conformacion de
un ligando en un complejo receptor-ligando y evaluar la afinidad de unién.” También
se puede definir como un proceso de simulacién en donde se estima la posicion de un
ligando en un sitio de unién dentro del blanco molecular. En este proceso, el receptor
es usualmente una proteina o &cido nucleico (ADN o ARN) y el ligando es una
molécula pequefa, aunque también se puede buscar la posicién y conformacién mas
favorable de dos macromoléculas.®

El acoplamiento molecular automatizado tiene dos componentes:

a) Docking o proceso de busqueda de la conformacion y orientacion de las
moléculas

b) Scoring, que consiste en asignar un valor o puntaje que mida la interaccion entre
las dos estructuras.’

11



Esta metodologia tiene distintas aplicaciones, siendo el anadlisis de grandes
cantidades de moléculas para identificar compuestos potencialmente activos “hits” una
de las mas empleadas al limitar el numero de moléculas que deberan sintetizarse y
evaluarse in vitro, a esto se le denomina cribado virtual.'®

La importancia de analizar bases de datos moleculares (quimiotecas) es debido a su
gran potencial, ya que contienen informacion suficiente para realizar el cribado virtual,
quimiogendmica, analisis estructura-actividad, reposicionamientos de farmacos, entre
otros. Ademas, las bases de datos son de vital importancia para encontrar compuestos
que tengan propiedades farmacéuticas atractivas, incluyendo baja toxicidad,
solubilidad acuosa adecuada para administrarse via oral, entre otras propiedades
farmacocinéticas.®

2.4.2. Cribado virtual

En la investigacion Quimica Farmacéutica es crucial acelerar el descubrimiento y
desarrollo de compuestos activos. Sin embargo, procesar grandes conjuntos de datos
implica un reto puesto que en la actualidad se encuentran disponibles un gran numero
de bases de datos de proteinas y moléculas pequefas (quimiotecas) que contienen
informacién estructural e incluso de actividad biologica. Para este fin el DIFAC ha
implementado exitosamente distintas estrategias para facilitar la identificacion de
nuevos compuestos bioactivos, la prediccién de la toxicidad de farmacos y su
potencial actividad sobre enfermedades nuevas.!”

Las herramientas de quimioinformatica y los métodos de cribado virtual (CV) permiten
analizar una gran cantidad de informacién y probar in silico todas las hipotesis
necesarias antes de realizar los ensayos clinicos y con ello seleccionar un niumero
reducido de moléculas que pueden ser llevados a evaluacién bioldgica, lo cual permite
una disminucién considerable de tiempo y recursos en el laboratorio.'> De manera
particular, la quimioinformética se emplea para organizar, extraer, visualizar y analizar
cuantitativamente la diversidad quimica de extensas bases de datos, asi como la
cobertura del espacio quimico.’>'® Por su parte, el cribado virtual conjunta varios
métodos computacionales para la seleccién de los candidatos de farmacos, a través
de filtros que se aplican de forma secuencial, en funcion del nivel de requerimientos
computacionales y la complejidad de la informacion.'?

El CV permite seleccionar de un gran nimero de moléculas los candidatos mas
prometedores para un blanco molecular especifico, a esto se le denomina cribado
virtual basado en el receptor. Este Ultimo, se auxilia del acoplamiento molecular para
realizar un analisis sobre el sitio de unién y determinar la afinidad de unién entre el
blanco molecular con su ligante. Generalmente, la afinidad de unién se mide y se
informa como el equilibrio constante de disociacion que se utiliza para calcular y
evaluar el orden de la solidez de las interacciones.'”
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3. Planteamiento del problema

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, todos los
canceres desarrollan alteraciones y rearreglos en el ADN, asi como cambios en la
expresion y actividad de genes que regulan la proliferacion y diferenciacién celular.
De manera particular, la sobreexpresion de receptores RTK como HER2, esta
fuertemente asociado al desarrollo de cancer. Por ello, es importante continuar con el
desarrollo de inhibidores de HER2, que puedan actuar como tratamiento contra el
cancer, particularmente para aquellos tipos de cancer HER2 positivos, que se
encuentran entre los mas agresivos y menor tasa de recuperacion.

El presente proyecto tuvo como obijetivo identificar compuestos potencialmente
activos sobre el RTK HER2, mediante el cribado virtual basado en estructura de
ligando de la base de datos NO15, asi como el disefio de nuevos inhibidores de HER2
por hibridacion de compuestos selectos por cribado virtual. Se elige el DIFAC para
realizar el cribado virtual debido a que son un conjunto de diversas aplicaciones, ya
que se abarca desde el modelo molecular, quimio informatica, quimica teoérica y
quimica computacional, convirtiendo a DiIFAC en una herramienta para la busqueda
de compuestos bioactivos bastante completa.

4. Objetivos

4.1.General

|dentificar compuestos potencialmente activos sobre el RTK HER2, mediante el
cribado virtual de la quimioteca NO15.

4.2.Especificos

e Realizar una revision bibliografica sobre los blancos moleculares mas relevantes
relacionados con el cancer.

e Preparar el blanco molecular y los ligantes para los estudios de acoplamiento
molecular usando diferentes programas computacionales.

e Realizar estudios de acoplamiento molecular sobre el blanco molecular HER2,
empleando Autodock Vina.

e Identificar y seleccionar compuestos potencialmente activos sobre HER2.

e Proponer una serie de estructuras novedosas en busca de mejorar el
acoplamiento encontrado para los compuestos de la base de datos NO15.

e Determinar el perfil ADME de los compuestos seleccionados por cribado virtual
y las moléculas propuestas, empleando SwissADME.
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5. Metodologia
5.1.Eleccion del blanco molecular

La revision bibliografica de blancos moleculares asociados con cancer se centrd en
aquellos de mayor relevancia y reportes de alteracion y/o mutacién del ADN,
enfocandose en la familia de Receptores Tirosina Quinasa (RTK). La informacién fue
consultada en diversos articulos cientificos usando el buscador PubMed.

Adicionalmente, se realiz6 una busqueda de los ligandos naturales y sintéticos
reportados para el blanco molecular seleccionado, con la finalidad de identificar el o
los sitios activos, asi como las caracteristicas estructurales de los ligandos.

Finalmente, se consulté la disponibilidad del blanco seleccionado dentro de la base
de datos Protein Data Bank.?° La eleccion de la estructura 3D se basoé en la resolucion
(< 3.0 A), la especie de origen y la informacion de interacciones importantes dentro
del sitio activo.

5.2.Preparacion del blanco molecular y ligandos utilizados para el
acoplamiento molecular

La estructura 3D del receptor HER2 se recuper6 de Protein Data Bank (PDB: 6 TG0)?'
como archivo *pdb. Esta se sometié a minimizacion de la energia (optimizacién de la
estructura) utilizando la herramienta “structure minimization” y el campo de fuerza
AMBERff14SB, dentro del programa Chimera.?? Durante la minimizacién se eliminaron
iones, moléculas de agua y el ligando cristalizado (N78), asi como la adicién de
hidrégenos polares y cargas Gasteiger. Adicionalmente, el complejo HER2-N78
(6TGO) se minimiz6 en la plataforma de Yasara,? bajo las condiciones estandar de la
plataforma; posteriormente la estructura se limpié en el programa PymoPF* (eliminacién
de iones, moléculas de agua y el ligando cristalizado).

La evaluacion y seleccién de la proteina minimizada se realiz6 a partir del grafico de
Ramachandran, generado en la plataforma Ramachandra plot.?® El grafico con mejor
configuracion, es decir, aquella estructura con el menor numero de amino&cidos en
zonas no favorecidas fue elegida para posteriores ensayos.

Los 208 compuestos de la quimioteca se construyeron en el programa ChemDraw, a
partir de los cédigos SMILES, y se minimizaron dentro del programa Avogadro
utilizando el campo de fuerza MMFF94 y el algoritmo de Gradientes conjugados.?® Los
archivos se guardaron en formato *pdb. Por dltimo, la proteina y ligandos fueron
convertidos a archivos con extensién *pbdqt en el programa Pyrx ?” para su posterior
uso.
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5.3.Validacion del método de acoplamiento molecular

La eleccién de condiciones de analisis y validacion del método se realiz6 a partir del
célculo del RMSD (desviacién cuadratica media) entre la estructura cristalizada y
acoplada del ligando N78. Para ello, se realizd el acoplamiento molecular del ligando
N78 sobre la proteina HER2 variando los valores de exhaustividad: 8, 50, 100, 250 y
500 ciclos, empleando el algoritmo de busqueda por gradientes y una caja de
busqueda con dimensiones de 16.0 A y las coordenadas de la caja: X= -16.421, Y=
10.987, Z=-6.233, lo anterior empleando Autodock Vina?® ejecutado desde PyRx.

Los archivos de salida fueron analizados en AutoDockTools?® para identificar los
distintos modos de union encontrados. Los modos de unidon con mejor energia de
unién de cada corrida se emplearon para el célculo de RMSD en el mismo programa.
Se selecciond el mejor resultado con RMSD < 2 A y con ello se determiné el nimero
de los ciclos con los que se trabajaria posteriormente.

5.4. Acoplamiento molecular sobre HER2

Una vez seleccionados los parametros del estudio, los 208 compuestos de la
quimioteca se sometieron al acoplamiento molecular sobre la cadena B de la proteina
usando Autodock Vina, empleando las coordenadas y dimensiones de la caja
descritas previamente (seccion 5.3) y el niumero de corridas (exhaustivos) se
establecié en 100. Posteriormente, se recobraron los modos de unidén con mejor
afinidad de unién para cada compuesto.

5.5.Seleccion de compuestos por cribado virtual

A partir de los resultados del acoplamiento molecular de los 208 compuestos, se
construy6 una tabla con los valores de energia de union (AG) resultantes para cada
uno de los compuestos. Tomando estos datos, se seleccionaron aquellas moléculas
con valores iguales o mayores al obtenido para el ligante cristalizado N78 (-12
kcal/mol), es decir se seleccionaron aquellos compuestos que dieron un resultado de
afinidad 210 kcal/mol.

5.6.Diseino y evaluacion in silico de nuevos inhibidores de HER2

A partir de las estructuras de los compuestos identificados por cribado virtual y el
ligante cristalizado N78, se propusieron cinco nuevos compuestos por hibridacién
MGO001-MGO005. Los compuestos combinaron caracteristicas como los nucleos base
y los grupos funcionales de los compuestos seleccionados y el ligando cristalizado
N78. Los compuestos propuestos fueron evaluados por acoplamiento molecular sobre
la proteina de interés, bajo las mismas condiciones descritas anteriormente.

Finalmente, se analizaron los modos de union y sus energias de union. Asi mismo se
generaron los diagramas de interacciones ligando-proteina en 2D dentro del programa
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Discovery Studio®® para los compuestos propuestos y el ligando cristalizado N78. El
analisis de las interacciones ligando-proteina consistié en evaluar la presencia o
ausencia de los diferentes tipos interacciones entre el ligando y aminoacidos
especificos del sitio de union de la proteina, lo cual resulta util para evaluar la afinidad
del ligante sobre dicho sitio activo.

5.7. Analisis de propiedades de interés farmacéutico

El analisis de las propiedades de interés farmacéutico se realiz6 a los cinco
compuestos propuestos mediante la plataforma SwissADME,3! a partir de los cddigos
SMILES generados en el programa ChemDraw. El andlisis consistié en determinar
descriptores moleculares de interés farmacéutico calculados fueron: lipofilia,
solubilidad, criterios quimico-farmacéuticos y farmacocinéticos como absorcion,
permeabilidad, interaccion con isoformas del citocromo P450, entre otros.
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6. Resultados y discusion
6.1.Eleccion del blanco molecular

Con base en la revision bibliogréafica de las dianas terapéuticas para el tratamiento de
cancer, se identifico al receptor HER2 (miembro de los RTK) como uno de los blancos
mas relevantes y estudiados en los ultimos afos. Esto debido a que HER2 es clave
para el crecimiento y la division normal de las células, por lo que su expresion anormal
esta vinculada a procesos cancerosos. Ademas, se ha convertido en un importante
marcador y diana en el tratamiento oncoldgico, especialmente del cancer de mama.

Adicionalmente, se realiz6 la busqueda de los ligandos que se unen a HER2 descritos
en la literatura; sin embargo, no se encontraron reportes de ligandos naturales
especificos. De acuerdo con lo anterior, se tomo la decision de buscar informacion
acerca de los ligandos de su proteina homologa HER1 (EFGR), con la finalidad de
conocer los distintos sitios de unién y las estructuras de los ligantes de HER1. Asi
como reportes de complejos HER2 con ligantes sintéticos descritos en la base de
datos Protein Data Bank. Los resultados mas relevantes se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Complejos HER2 con distintos ligandos

ID PDB Resolucion Método de obtencion Ligante (Nucleo)
3POZ 1.50 A Difraccién de Rayos X 03P

41Ccz 1.90 A Difraccién de Rayos X PTR

6TGO 1.50 A Difraccién de Rayos X N78

6TG1 1.60 A Difraccién de Rayos X N82

De manera general, todos los complejos analizados poseen buena resolucién y fueron
obtenidos por la misma técnica. Se decidié seleccionar el complejo 6TGO, debido a
que este complejo representa al heterodimero de HER1 (cadena A, amarilla) y HER2
(cadena B, azul) con un ligando selectivo sobre HER2 (N78), cuya estructura se
muestra en la Figura 4. Por lo anterior, se decidi6é usar solo la cadena B para los
posteriores estudios.

Cadena A ) Ligando N78
OH
OI
QA o
5 NH gf/\
N/
ry
S N

Cadena B
Figura 4. Estructura del complejo HER1-HER2 y el ligando N78.
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6.2.Preparacion del blanco molecular y ligandos utilizados para el
acoplamiento molecular

La proteina fue optimizada en los programas Chimera y en el servidor Yasara. Las
estructuras minimizadas y sin procesar (cruda) se compararon mediante los graficos
de Ramachandran. Este gréfico se utiliz6 como herramienta para validar la estructura
de la proteina modelada en funcién de los angulos ¢ (phi), w (psi) y w (omega), donde
se proporciona informacién sobre el numero de residuos de aminoacidos (aa) que se
encuentran en las regiones permitidas, medianamente permitidas y regiones no
permitidas. Una minimizacién Optima implica la totalidad o la mayoria de los
aminodcidos localizados dentro de las zonas permitidas.

En la Figura 5 se muestran los graficos de Ramachandran resultantes para cada una
de las proteinas, donde se observo que las proteinas minimizadas tanto en YASARA
como Chimera obtuvieron resultados similares, teniendo un 99.174% de residuos en
regiones permitidas (verde) y 0.826% en regiones medianamente permitidas
(naranja). De acuerdo con esta evaluacion, se selecciond la proteina generada con el
programa YASARA para los posteriores estudios, al presentar las mejores estadisticas
y la mejor estructura tridimensional.

A t B E | C

Figura 5. Grafico de Ramachandra para HER2 (6TGO0). (A) Proteina minimizada con Chimera (B)
Proteina minimizada con YASARA. (C) Proteina cruda. Rojo: aa en zonas prohibidas; Naranja: aa en
zonas medianamente permitidas; Verde: aa en zonas permitidas.

6.3.Validacion del método de acoplamiento molecular

La validacién del método de acoplamiento molecular consiste en comprobar si las
condiciones de estudio propuestas son adecuadas para reproducir un modo de unién
semejante al observado para el complejo cristalizado. Para ello, se utiliza la desviacion
media cuadratica (RMSD) como parametro de medicién, ésta compara las
coordenadas de los atomos de la estructura acoplada contra la estructura de
referencia (ligando cristalizado). Los valores aceptables de RMSD deben ser inferiores
a2.0A.
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En la Tabla 2, se muestran los resultados de energia de union obtenidos para el
ligando N78 variando el niumero de corridas (exhaustivos). Se observo que a partir de
los 8 ciclos el valor de RMSD es menor a 2.0 A, siendo suficiente para lograr un arreglo
similar al ligante cristalizado, asegurando que el método es eficiente y puede
emplearse para la evaluacion de los compuestos de la quimioteca. No obstante, se
eligié un valor de 100 corridas para la realizacion del estudio con el fin de incrementar
la probabilidad de encontrar modos de unién con alta afinidad, sin aumentar
significativamente el tiempo de calculo; ademas en este se obtuvo el valor de RMSD
mas bajo (RMSD = 0.931). Por otro lado, la energia de uniéon encontrada para el
ligando N78 (12.0 kcal/mol) se mantuvo constante en todos los casos y este valor se
utilizé como referencia para evaluar a la quimioteca.

Tabla 2. Resultados de la validacién del método
Exhaustivos RMSD Energia de unidn (kcal/mol)

8 1.874 -11.9
50 1.342 -12.0
100 0.931 -12.0
250 0.935 -12.0
500 1.004 -12.0

6.4.Cribado virtual por acoplamiento molecular

Los 208 compuestos de la quimioteca NO15 fueron evaluados en Autodock Vina, bajo
las condiciones de trabajo descritas anteriormente. Los modos de unién de cada
molécula fueron analizados en AutoDock Tools, y se recuperaron aquellos con las
mejores energias de unién, definidas como AG. Cabe mencionar que para el ligando
N78 se evalu6 en cuatro ocasiones, con la finalidad de evaluar la reproducibilidad del
estudio, los valores de RMSD para se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Estudio de reproducibilidad para el ligando N78

Evaluacion Energia de unién (kcal/mol) RMSD
Evaluacion 1 -11.9 1.231
Evaluacion 2 -12.0 1.180
Evaluacion 3 -12.0 1.261
Evaluacion 4 -12.0 1.257

X=1.232 £ 0.037

De manera general, se observé que ninguno de los compuestos analizados de la
quimioteca NO15 super6 la energia de unién obtenida para el ligando N78 (-12.0
kcal/mol). Sin embargo, se encontraron algunos compuestos con energias de unidn
cercanas (-10.0 a -11.2 kcal/mol). Por ello, se procedié a seleccionar aquellas
moléculas con mayor probabilidad de presentar actividad sobre HER2, identificando
19 compuestos dentro de ese intervalo, Tabla 4 y Figura 6.

19



Tabla 4. Compuestos seleccionados por cribado virtual y su energia de unién.
Energia de union Energia de unién

Compuesto (kcalimol) Compuesto (kcal/mol)
V5049 -10.3 V5149 -10.4
V5052 -10 V5174 -10.4
V5056 -11.2 V5182 -10.1
V5058 -10.8 V5183 -10.1
V5059 -10.7 V5185 -10.1
V5060 -10.2 V5187 -10
V5061 -10.4 V5191 -10
V5063 -10.2 V5192 -10.2
V5145 -10.2 V5193 -10.2
V5147 -10.2 V5149 -10.4

Figura 6. Estructura de los compuestos seleccionados por cribado virtual.

De acuerdo con los datos anteriores, destacan tres compuestos con las mejores
energias de union: V5056 con -11.2 kcal/mol, V5058 -10.8 kcal/mol y V5059 con -10.7
kcal/mol. Estos compuestos serian los mejores candidatos para llevar a evaluacion
bioldgica y/o usarse como lideres en el disefio de nuevos derivados como inhibidores
de HER2. Adicionalmente, el analisis estructural de los compuestos seleccionados
muestra que todos los compuestos poseen el mismo nucleo 2,3-difenil-1H-indazol y
estos se encuentran sustituidos principalmente con grupos amida en el anillo de la
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posicion 2 y/o 3. Los valores de energia de unidn para el resto de la quimioteca NO15
se describen en la Tabla A1, anexo.

6.5.Diseno de nuevos inhibidores de HER2

Utilizando como base las estructuras de las 19 moléculas seleccionadas por cribado
virtual y el ligando cristalizado N78, se propusieron cinco nuevas moléculas por
hibridacién, las cuales se muestran en la Figura 7. Dichos derivados tomaron como
base el nucleo que poseen los 19 compuestos seleccionados por cribado virtual y
fueron sustituidos tomando el patron de sustitucion y grupos funcionales observados
en los compuestos seleccionados y el ligante N78.

Figura 7. Estructura de los compuestos propuestos por hibridacion.

6.6.Estudios de acoplamiento molecular sobre HER2 de las moléculas
propuestas MG001-005

Con el objetivo de evaluar si los compuestos propuestos son potenciales inhibidores
del receptor HER2 se realizaron estudios de acoplamiento molecular siguiendo las
metodologias descritas para los compuestos de la base de datos NO15.

En la Tabla 5 se muestran los resultados para las moléculas MG001-005, donde se
puede observar que los compuestos propuestos obtuvieron puntajes similares que la
base de datos NO15. De manera particular, solo el compuesto MGO001 superé al
ligando cristalizado N78; no obstante, los compuestos MG003 y MG005 obtuvieron los
puntajes cercanos a este, siendo los mejores candidatos para continuar estudiando.

Tabla 5. Valores de energia de uniéon de compuestos propuestos

Ligando Energia de union (kcal/mol)
MGO001 -13.9

MG002 -9

MG003 -10.7

MG004 -9.9

MG005 -10.1
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Adicionalmente, se generaron los diagramas de interaccion ligando-receptor en 2D de
los cinco compuestos propuestos en el programa Discovery Studio, los cuales se
detallan en la Figura 8. En esta se pueden observar los distintos tipos de interacciones
entre el ligando y los aminoacidos en el sitio de unién.
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Figura 8. Diagrama de interacciones ligando-proteina para MG001-005.

De manera particular, el ligado N78 presentd el mayor numero y tipos diferentes de
interacciones dentro del sitio activo, siendo mas frecuentes las interacciones de tipo
Van der Waals y Pi-alquil; sin embargo, la interacciéon con MET 790 (Pi-sulfuro) se
describe como una interaccion importante dentro del sitio activo. En cuanto a los
compuestos MG001-005, estos presentaron principalmente interacciones de tipo Van
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der Waals, Pi-alquil y alquil, pero el niumero de interacciones es considerablemente
menor que las observadas para N78; lo anterior como consecuencia del tamaro de la
molécula puesto que a mayor tamafo incrementa el nimero posible de interacciones.

Por su parte, el compuesto MG001 (mejor puntaje) mostré el mayor nimero de
interacciones que el resto de los ligandos evaluados, teniendo un gran niamero de
coincidencias con N78, especialmente la interaccién entre MET 790 y el grupo
isoindolindiona. Lo anterior indica que este grupo es vital para mantener la actividad
sobre HER2. Cabe mencionar que ambas moléculas presentaron un numero
importante de interacciones dentro del sitio activo, pero difieren en el tipo interaccién,
lo cual no descarta la relacién con la actividad inhibitoria sobre HER2.

6.7. Analisis de propiedades de interés farmacéutico

Con el objetivo de comprobar si las moléculas propuestas cumplen con un perfil ADME
adecuado para un farmaco administrado por via oral, se determinaron distintos
descriptores quimico-farmacéuticos usando la plataforma SwissADME. Algunos de los
descriptores relevantes son la lipofilia, polaridad, absorcién gastrointestinal (Gl) y
permeabilidad de la barrera hematoencefalica, entre otros. En la Tabla 6 se detallan
los descriptores quimico-farmacéuticos para los compuestos MG001-005.

Tabla 6. Prediccién del perfil ADME para los compuestos propuestos

Alertas

estructurales Metabolismo (CYP450)

Criterios farmacéuticos

- £ >
s = g _ © Y5 55 85 85 I
P a2 ws 2 8 5 5 § 2 £ i §B 88 03 g%
2 S 3 6 2 @ 3 ¥ & Ot 0% OE b= OE
MGO01 531 68 2 2 0 0 1 0 1 No Si Si No Si
MG002 443 600 1 3 0 0 O 0 0 No Si Si Si Si
MG0O03 299 444 0 O O 0 O 0 0 No No Si Si Si
MG004 403 512 0 O O 0 O 0 0 No Si Si Si Si
MGO0O5 170 478 0 0 0O 0 O 0 2 No Si Si Si Si

De manera general, las moléculas mostraron un perfil adecuado para desarrollarse
como farmacos con biodisponibilidad oral, al cumplir con criterios farmacéuticos
importantes como las reglas de Lipinsky, Ghose, Veber, entre otras. Sin embargo,
MGO001 y MGO002 presentaron violaciones en los criterios de Lipinsky y Ghose,
relacionados por su mayor tamarno y aumento en su lipofilia. Por otro lado, la mayoria
de los compuestos serian inhibidores de distintas isoformas del citocromo P450
(CYP450), el cual esta relacionado con el metabolismo de la gran mayoria de los
farmacos.

Finalmente, se generé el diagrama del huevo hervido®? para los cinco compuestos
propuestos (Figura 9), en este se muestra la potencial distribucién, es decir, si los
compuestos serian capaces de cruzar la barrera gastrointestinal (zona blanca) o la
barrera hematoencefélica (zona amarilla). En el diagrama podemos observar que
cuatro de los compuestos se sitian en la zona blanca, es decir, cruzarian la barrera
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gastrointestinal y solo uno (MGO004) seria capaz de cruzar la barrera
hematoencefélica. Estos resultados son favorables dado que los compuestos fueron
diseflados como inhibidores de HER2 y es necesario que estén biodisponibles para
tener su accioén sobre los receptores que se encuentran en la superficie de las células.

WLOGP

0
Molécula 1

o
o o Molécula 5
Molécula 4 Molécula 2

.0
Molécula 3

40 60 a0 100 120 140 160 180 TPSA

Figura 9. Diagrama de huevo hervido para los compuestos MG001-004.
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7. Objetivos y metas alcanzadas

e Se realizd una revision bibliografica sobre los blancos terapéuticos mas relevantes
asociados a diversos tipos de cancer, y se encontro que el receptor HER2, el cual
pertenece a la familia de RTK’s, es clave para el ciclo de replicacion celular y es
considerado uno de los blancos terapéuticos mas prometedores en el tratamiento
del cancer.

e Se identificaron 19 compuestos como inhibidores del receptor HER2, con buena
afinidad sobre el sitio activo, empleando cribado virtual de la base de datos NO15.

e Se propusieron cinco nuevas moléculas por hibridacién de los derivados
encontrados por cribado virtual con nucleo 2,3-difenil-2H-indazol, de las cuales
MGO001 mostré una mejor de afinidad por el sitio de unién mayor que el ligando de
referencia N78.

8. Conclusion

A partir de los datos recopilados del acoplamiento molecular se encontré que al menos
un 10% de los compuestos de la quimioteca NO15 muestran afinidad sobre el receptor
HER2. Ademas, se observé que los compuestos seleccionados por cribado virtual
tienen un menor tamarno respecto al ligando N78, es por ello que los valores de
afinidad calculados son muy cercanos al ligando de referencia, pero no superiores. No
obstante, los compuestos identificados se unen al mismo sitio de unién de manera
similar. Por lo anterior no se descarta que el 10% de los compuestos de la quimioteca
NO15 podrian llegar a presentar actividad biolégica sobre HER2.

En cuanto a las moléculas propuestas se encontraron al menos tres candidatos con
buenos resultados de acoplamiento molecular sobre HER2, siendo el compuesto
MGO001 el compuesto con mayor probabilidad de presentar una accion inhibitoria sobre
HER2. Ademas, el calculo de descriptores quimico-farmacéutico indica que esta
molécula tiene un perfil ADME aceptable y podria cruzar la barrera gastrointestinal.

9. Perspectiva de la investigacion

Si bien el presente trabajo se realiz6 bajo el enfoque computacional con el objetivo de
reducir costos y tiempo de investigacidn, es necesario evaluar in vitro para comprobar
si los compuestos identificados tienen actividad sobre HER2 y ser usados para el
desarrollo de farmacos selectivos.

Por otro lado, para las estructuras propuestas se debera proponer una ruta sintética
favorable para su obtencion y posteriormente ser llevadas a evaluacion biol6gica, con
la finalidad de estudiar a profundidad si estos compuestos pudieran llegar a impactar
favorablemente en un tratamiento contra el cancer.
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11.Anexos

Tabla A1. Mejores valores de energia de union (AG) para cada molécula de la quimioteca NO15.

Ligando AG Ligando AG Ligando AG Ligando AG Ligando AG Ligandc
V5001 -5.9 V5031 -8.7 V5061 -10.4 V5091 -7.8 V5121 -7.4 V5151
V5002 -8.1 V5032 -8.5 V5062 -9.0 V5092 -9.2 V5122 -6.9 V5152
V5003 -8.0 V5033 -8.4 V5063 -10.2 V5093 -8.8 V5123 -5 V5153
V5004 -8.3 V5034 -8.3 V5064 5.4 V5094 -89 V5124 -5 V5154
V5005 -8.6 V5035 -8.1 V5065 -8.1 V5095 -8.3 V5125 -6.5 V5155
V5006 -8.4 V5036 -8.2 V5066 -9.2 V5096 -7.9 | V5126 -7.2 V5156
V5007 -8.3 V5037 -9.5 V5067 -8.5 V5097 9.2 V5127 -9.6 V5157
V5008 -8.4 V5038 -9.6 V5068 -6.9 V5098 -9.7 | V5128 -8.6 V5158
V5009 -8.4 V5039 -9.6 V5069 5.4 V5099 -8.2 V5129 -8.7 V5159
V5010 -8.2 V5040 -9.6 V5070 -5.9 V5100 -7 V5130 -8.4 V5160
V5011 -8.2 V5041 -9.7 V5071 -8.5 V5101 -8.6 | V5131 -8.3 V5161
V5012 -8.3 V5042 -9.7 V5072 -8.1 V5102 -6.7 | V5132 -7.2 V5162
V5013 -9.0 V5043 -9.6 V5073 -7.8 V5103 -7.4 V5133 -7.0 V5163
V5014 -8.5 V5044 -9.6 V5074 -9.4 V5104 -8.1 V5134 -7.1 V5164
V5015 -8.6 V5045 -9.8 V5075 €5 V5105 -7.4 V5135 -9.5 V5165
V5016 -8.5 V5046 -9.5 V5076 -7.7 V5106 -8.0 | V5136 -8.1 V5166
V5017 -8.8 V5047 -9.4 V5077 -8.3 V5107 -7.6 V5137 -8 V5167
V5018 -9.5 V5048 -9.5 V5078 -7.5 V5108 -7.1 V5138 -8.6 V5168
V5019 -8.6 V5049 -10.3 V5079 -7.0 V5109 -7.2 V5139 -9.2 V5169
V5020 -9.0 V5050 -9.8 V5080 -8.8 V5110 -6.1 V5140 -9.6 V5170
V5021 -9.4 V5051 -9.8 V5081 -9.3 V5111 7.2 V5141 -8.9 V5171
V5022 -8.2 V5052 -10.0 V5082 -9.1 V5112 -7.4 V5142 -8.8 V5172
V5023 -8.3 V5053 -9.9 V5083 -6.5 V5113 -6 V5143 -8.8 V5173
V5024 -8.8 V5054 -9.6 V5084 -6.0 V5114 -7.6 V5144 -9.1 V5174
V5025 -8.5 V5055 -9.6 V5085 -6.6 V5115 -7.4 V5145 -10.2 V5175
V5026 -8.5 V5056 -11.2 V5086 -6.0 V5116 -7 V5146 -8.8 V5176
V5027 -9.2 V5057 -9.6 V5087 -5.7 V5117 -7.5 V5147 -10.2 V5177
V5028 -8.4 V5058 -10.8 V5088 -6.1 V5118 -7.6 V5148 -8.8 V5178
V5029 -8.8 V5059 -10.7 V5089 -7.4 V5119 -8 V5149 -10.4 V5179
V5030 -8.8 V5060 -10.2 V5090 -7.5 V5120 -7.1 V5150 -9.7 V5180
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