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DNMT1: DNA Metiltransferasa 1
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CCNU: Nitrosourea

SLCNUIeu: Spin Labeled Nitrosourea leucina
SLCNUala: Spin Labeled Nitrosourea alanina
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SNC: Sistema Nervioso Central

TNM: T (tamafio) N (status del nodo) M (metastasis distante)
Mtasas: Methyltransferase (Metiltransferasa)
DNMTs: DNA Metiltransferasas

Dnmtl: DNA Metiltransferasa 1

Dnmt2: DNA Metiltransferasa 2

Dnmt3a: DNA Metiltransferasa 3a

Dnmt3b: DNA Metiltransferasa 3b

Dnmt3L: DNA Metiltransferasa 3L

AdoMet: S-adenosylmethionine

MeCP2: Methyl CpG binding Protein 2

HDAC1: Histonas Deacetilasas 1

HDAC?2: Histonas Deacetilasas 2

Gly: Glisina

Lys: Lisina

PDB: Protein Data Bank

MTIC: Temozolomida (Monometil Triazeno Carboxamida)
A: Armstrong

Pro: Prolina

Glu: Glutamina

Cys: Cisteina

Ser: Serina



Arg: Arginina

OM: Orbital Molecular
OMS: Orbitales Moleculares
OA: Orbital Atdmico

MM: Mecénica Molecular
V: Energia Potencial

\/ " Rotacién interna alrededor de un enlace.

V" : Alargamiento del enlace.

\/ °*: Deformacion fuera del plano.

\/ ™ Termino cruzado (interacciones entre estas clases de movimiento)

V '™+ Atracciones y repulsiones de VVan der Waals entre los &tomos no  enlazados.

\/ ““: Interacciones electrostaticas entre los atomos.
I, : Longitud de referencia

K,, : Constante de fuerza

6. : Valor de referencia para el angulo 1JK

BCNU: Carmustina

DTIC: Dacarbazina (Dimetil Triazeno Carboxamida)
AIC: 5-aminoimidazol-4-carboxamida

CCNU: Lomustina

TMPO: 2, 2, 6,6-tetrametilpiperidina-N-Oxyl

Metilo CCNU: Semustina

EGCG: (-) — epigalocatequina-3-gallate

TMPO: 2, 2, 6,6-tetrametilpiperidina-N-Oxyl
BCNU: Carmustina

CNF: Conférmero

DAC: Dacarbazina

Hmts: Histona metiltransferasas

H]r : Operador Hamiltoniano

CLOA: Funcion de orbitales moleculares.



1. RESUMEN

Muchos medicamentos actualmente en uso deben su descubrimiento tanto al estudio de
remedios tradicionales como al aislamiento de principios activos de productos naturales,
0 bien a cierto azar, como en el caso de la penicilina. Sin embargo, en el desarrollo
moderno de farmacos se utiliza la tecnologia mas sofisticada para realizar busquedas
sistematicas a gran escala con el propdsito de encontrar sustancias cada vez con mayor
potencia medicinal y menor toxicidad.

(Padilla J, et a)

Una primera etapa en el complejo proceso del desarrollo de farmacos es la eleccion del
sujeto de estudio, también conocido como molécula blanco, sobre la que actuara el
medicamento para lograr el efecto terapéutico deseado. Diversas investigaciones sobre
los farmacos empleados en las Gltimas décadas han revelado que la accion terapéutica
de éstos incide principalmente en proteinas, ya sea como receptores moleculares o como
enzimas. Por esta razon, en el disefio racional de medicamentos las proteinas pueden
considerarse como la primera opcion para fungir como moléculas blanco. La seleccion
de la proteina especifica de trabajo dependera de la informacion disponible sobre el
mecanismo molecular responsable del desarrollo de la enfermedad particular que se
estudie. (Padilla J, et al)

Receptores Moleculares (45%)

N Receptores Nucleares (2%)
"+ ADN (2%)

/.,_,, Canales Iénicos (5%)

-/~ Blancos desconocidos (7%)

Hormonas y
Factores (11%)
Enzimas (28%)

Figura 1. Distribucion de moléculas blanco en un estudio sobre 485 farmacos de uso

actual.  (Pudhlle J et



El efecto deseable en un nuevo farmaco es el control de los procesos bioquimicos
alterados en un paciente. En los casos donde la enfermedad que desea tratarse se debe al
funcionamiento inapropiado de la maquinaria molecular del propio paciente, es preciso
indagar el tipo y modo de accién particular de las enzimas involucradas en la disfuncion
y elegir como blanco de estudio la molécula que esté mejor caracterizada. La eleccion
del sujeto de estudio puede validarse a través de experimentos que permitan conocer el
efecto de la modificacion funcional del blanco (o incluso, de la ausencia total del
mismo) sobre un microorganismo. Cuando se trabaja con proteinas, y particularmente
con enzimas como sustancias blanco, deben considerarse tres factores importantes: la
especificidad o selectividad molecular de la enzima, la afinidad o fuerza con que se fija
el sustrato a ella, y la geometria del sitio de union. Muchos farmacos son inhibidores de
la funcion de una enzima a través de un bloqueo efectivo del sitio activo o de las zonas
coadyuvantes de la catalisis. En estos casos es deseable desarrollar compuestos que se
unan con gran firmeza y alta especificidad a los sitios funcionales, y para desarrollar un
farmaco con ambas caracteristicas es imprescindible conocer con detalle la geometria
del sitio de unién. (Padilla J, et al)

En el presente trabajo se describira un método de simulacion por computadora de
reconocimiento molecular o docking, el cual es ampliamente utilizado para el hallazgo
de nuevos compuestos con efectos terapéuticos. Si bien la técnica del docking
representa una alternativa a los procedimientos de ensayo masivo de laboratorio,
también, y de manera mas importante, ella ha sido utilizada en el disefio de farmacos,
tanto para llevar a cabo las etapas de identificacion del sitio de union sobre el blanco,

como las de construccién y evaluacion de los complejos moleculares resultantes.



2. INTRODUCCION

El nimero de células de un organismo en desarrollo se encuentra en constante
incremento, mientras que en un adulto, este permanece invariable adn cuando la
division celular continda, este fendmeno se debe a que la divisién celular se encuentra
en equilibrio dindmico con la muerte celular. Para mantener este equilibrio u
homeostasis en el nimero de células debe existir un mecanismo para su eliminacion. La
muerte celular ocurre en respuesta a traumas o a condiciones tdxicas, se le conoce con el
nombre de necrosis y es, en general, la respuesta a estrés en el medio ambiente.
(Hernandez, 1998)

Por el contrario, el cancer es un desorden celular y a pesar de que aparece como un
tumor formado por una masa de células, el tumor visible es el resultado final de una
serie de cambios que tienen lugar durante un proceso que debi6 tomar muchos afios para
desarrollarse una proliferacion incontrolada de células en un 6rgano o tejido.

El cancer es una enfermedad que ha padecido la humanidad desde hace milenios y
actualmente es uno de los problemas mas importantes de salud mundial. (Joshina,
2001).

A nivel mundial, el cancer es la principal causa de mortalidad, se le atribuyen 7.9
millones de defunciones ocurridas en 2007. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), estima que alrededor de 84 millones de personas morirdn a causa de esta en
fermedad entre 2005 y 2015.

Asimismo, la mortalidad mas alta es debida al cancer de pulmoén, seguido por el de
estomago, higado, colon y mama; por sexo las incidencias mas frecuentes en los
hombres son por cancer de pulmdn, estdmago, higado, colon-recto, eséfago y prostata;

y para las mujeres al de mama, pulmoén, estdbmago, colon-recto y cuello uterino.

(www.inegi.gob.mx)

» En 2006, de cada 100 egresos hospitalarios de mujeres, 20 fueron por cancer de

mama, 13 por cancer en el cuello del Gtero y 12 por leucemias.

* En el mismo afio, de los hombres, 19 de cada 100 egresos fueron por leucemias,

cerca de 8 por cancer de prdstata y 6 por cancer de tragquea, bronquios y pulmon.



» El cancer en 2007 represento la tercera causa de muerte entre las mujeres con 35
303 defunciones (15.4%), mientras que en los hombres fue la cuarta con 33 509
muertes (11.8%).

» Durante 2007, los tres principales tipos de cancer que causaron defunciones en
las mujeres fueron el de mama (13.8%), cuello del Gtero (12.1%) e higado
(7.6%). En los hombres, el cancer de prostata (15.7%), traquea, bronquios y

pulmon (14%) y estdmago (9%).

Distribucion porcentual de egresos hospitalarios por tipo de tumor
maligno para cada sexo, 2006

Tipo de tumor maligno Hombres Mujeres
Total 100.0 100.0
Del estdbmago 4.0 2.7
Del colon 3.7 2.8
Del rectosigmoides, recto y ano 2.4 1.6
Traquea, bronquios y pulmon 6.0 2.6
Mama 0.4 19.8
Cuello del atero 0.0 13.1
Leucemias 18.8 11.9
Labio, cavidad bucal y faringe 2.3 1.2
Esdéfago 1.5 0.4
Higado 2.4 1.9
Pancreas 1.9 1.5
Melanoma y otros tumores de la piel 0.8 0.8
Cuerpo del atero 0.0 2.8
Ovario 0.0 7.3
Prostata 7.8 0.0
Vejiga 2.9 0.9
Otros 45.1 28.7
Fuente: SSA, DGIS. Egresos Hospitalarios, 2006. Base de datos. Proceso INEGI .

Tablal. Distribucidn en porcentaje de egresos hospitalarios por tipo de tumor.

Porcentaje de defunciones por tumores malignos por sexo segun afio de ocurrencia, 1998-2007

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

— ®—Hombres —— Total — &—-Mujeres

Nota: El porcentaje esta en relacién con el total de defunciones registradas en cada afio, en general y por sexo.
Fuente: INEGI. Estadisticas Vitales, 1998-2007. Bases de datos.

Fig.2. Gréafico en porcentaje de defunciones por tumores malignos 1998-2007.

(www.inegi.gob.mx)
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Los humanos estamos expuestos a compuestos alquilantes producidos tanto
enddgenamente como en el medio ambiente. Por otra parte hay agentes alquilantes que
son usados como farmacos citotdxicos en terapia contra el cancer. (Finn Drablos y
col., 2004). Los agentes alquilantes estan entre los quimioterapéuticos mas
ampliamente usados en el tratamiento del cancer en humanos. Dentro de estos agentes
se encuentran; Mostazas nitrogenadas, Etileniminas, Metilmelaminas,
Alquilsulfonatos, Nitrosoureas y Triazenos.

Varios sitios de alquilacion en el DNA han sido descritos siendo blancos de accion de
estos compuestos. (Ma. F paz y col., 2004).

La inhibicion farmacoldgica de la enzima DNA Metiltransferasa (enzima encargada de
metilar predominantemente los dinucleétidos hemimetilados C-G del genoma en
mamiferos en procesos cancerigenos, ademas de mantener el patron de metilacion
durante la replicacion del DNA) proporciona una nueva oportunidad en terapias de
cancer, reduciendo la actividad de la DNMT1 (los inhibidores de la DNMT1 son
administrados con la intencion de modular el patron de metilacion del DNA
geondmico), se ha mostrado que causa una disminucion dominante en los niveles de
metilacion del genoma del DNA, por lo que se considera que la DNMT1 es también
esencial para mantener la epimutacion en el cancer, por lo que esta enzima ha llegado a
ser un blanco primario de terapias experimentales en cancer (Pawel Siedlecki y col.,
2003)

Varias pruebas en la fase 11l de inhibidores de la Metiltransferasa han sido terminadas
exitosamente, pero la eficacia de estos compuestos parece estar comprometida por su
falta de especificidad.(Bodo Brueckner ; Frank Lyko. 2004)

Por otro lado el desarrollo del cbmputo y de la ciencia de las computadoras ha permitido
el florecimiento de la quimica computacional a partir de unidades centrales de proceso
(o procesadores) mas rapidos, dispositivos con alta capacidad de almacenamiento de
datos, procesamiento en paralelo, etc. Asimismo, la evolucion de las matematicas, la
fisica y la quimica teorica han contribuido ha tal florecimiento al proveer de métodos
numéricos y analiticos mas eficientes, modelos tedricos y conceptos mas poderosos, que
se han incorporado en algoritmos programables. De esta manera, las computadoras han
invadido los laboratorios de investigacion, ya que ahora de pueden calcular con mucha
precisiéon algunas propiedades moleculares como la geometria y la energia relativa,

brindando con esto informacion sobre la estabilidad y la reactividad molecular a partir

11



de lo cual se puede aprender sobre el efecto que tienen en los procesos quimicos, los

sustituyentes, la conformacion, etcétera. (Gabriel Cuevas; Fernando Cortés, 2003)
La representacién molecular del reconocimiento molecular proteina — ligando se refiere

a “docking molecular”. Este método es una herramienta util en el disefio de farmacos y

en la estimacion de la afinidad de la unién. (Jon A. Erickson y col., 2004)

12



3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Llevar a cabo estudios de interaccion farmaco —receptor entre la Metiltransferasa,

enzima involucrada en procesos cancerosos y compuestos antineoplasicos mediante un

programa de disefio molecular, para que asi en base a la energia de interaccion

determinar la afinidad de estos compuestos antineoplasicos por la enzima

Metiltransferasa.

OBJETIVOS PARTICULARES

Construir las moléculas Temozolomida, Dacarbazina, sus analogos (SLTAL,
SLTA2, SLTA3, SLTA4, SLTAS5, SLTA6, SLTA7, SLTAS8, SLTA10,
SLDTIC) y CCNU, sus analogos (SLCNUIleu, SLCNUala) utilizando los
programas Sybyl (menu Build) y Silicon Graphics Spartan Builder y realizar
un analisis conformacional de Temozolomida, Dacarbazina, CCNU y sus
analogos para escoger los conformeros mas estables de cada una de estas

moléculas.

Exportar del banco de datos de proteinas (http://www.csb.org/pdb/) el archivo
de la estructura de la enzima Metiltransferasa, SMHT para realizar varios
estudios de interaccion farmaco -receptor (Docking) entre la enzima
Metiltransferasa con cada uno de los antineoplasicos y calcular la energia de

Interaccién asi determinar cual de las interacciones resultan mas estables.

13



4 H1 POTESTIS

Si mediante el uso de un programa de disefio molecular se realizan estudios de
interaccion farmaco-receptor entre la enzima Metiltransferasa y compuestos
antineoplasicos entonces se tendra una estimacion tanto del comportamiento molecular
de estos compuestos antineoplasicos asi como la afinidad de la union farmaco -

receptor.
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5. GENERALIDADES
5.1 CICLO CELULAR

La célula se define como la unidad fundamental, estructural y funcional de los seres
vivos. Se reproduce en una sucesion ordenada de eventos que garantiza la duplicacion
exacta de todos los componentes celulares y su particién en dos células hijas, este
fendmeno de conoce como ciclo de division celular. (Hernandez, 1998)

La clasificacién celular parece seguir operando segun Bizzozero, quien considera a las
células labiles que presenta poca diferenciacion celular, un tiempo de vida bajo y una
alta capacidad para reproducirse y generar mas tejido, ejemplo de estas células son
eritroblastos formadores de eritrocitos, de las células epiteliales de la piel, las cuales se
encuentran sometidas a un desgaste continuo. Las células estables como las del higado
tienen una menor capacidad para reproducirse, presentan una mayor diferenciacion
celular, y por lo tanto mayor especializacion en sus funciones y morfologia, y presentan
un tiempo de vida mayor. Por ultimo, las células permanentes, que son altamente
especializadas, su capacidad para reproducirse se ha perdido por completo, pero en
cambio, su tiempo de vida se vuelve mayor, de hecho de por vida, ejemplo de estas
células son las neuronas o el tejido muscular. Todas estas células partieron de una sola
célula totalmente indiferenciada e “inmadura”, la cual tienen la capacidad para
reproducirse y diferenciarse.

El ciclo celular es el proceso por el cual las células aumentan y es similar en todas
las células somaticas* e involucran el crecimiento de los componentes de la célula
seguido por la division de la misma, en dos células hijas con las mismas caracteristicas

morfolégicas y fisiolégicas que la célula madre.  (Joshina, 2001)

*Células somaticas: Células del cuerpo que no contribuyen a la descendencia.

Se conocen 4 etapas:

e G1: Es una pausa donde parece que no pasa nada, aunque hay mucha
actividad bioquimica. Es la fase de crecimiento citoplasmatico
caracterizado por la sintesis de las proteinas.

» S: Es la fase de sintesis, particularmente DNA, para doblar la cantidad
normal, con lo que se garantiza la misma estructura molecular en las

células hijas, también incrementan otros componentes.
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» (G2: Es un segundo periodo de pausa, donde se realizan un reacomodo
del material genético sintetizado.

e M: Es la fase de mitosis en la cual el nicleo se divide para formar los
cromosomas, los cuales en las células normales se separan en dos grupos
idénticos, la membrana nuclear se forma y el citoplasma se divide para

formar dos células idénticas. Este proceso se llama citocinesis.

La mitosis presenta 5 fases:

1. Profase: Caracterizada por el movimiento de cromatina y la formacién de los
cromosomas hasta el punto de ser visible como filamentos en el microscopio,
cada cromosoma consiste en dos cromatides unidas al centromero. EI nicleo
comienza a desaparecer al igual que el citoesqueleto y su tubulina se comienza a
reacomodar para formar el huso acromatico.

2. Prometafase: Se reconoce por la fragmentacion de la membrana nuclear
permitiendo que entre el huso acromético al area nuclear; los cromosomas
ocupan la region ecuatorial del nacleo y los centriolos se disponen uno en cada
polo.

3. Metafase: Los cromosomas que se encuentran ya condensados, se alinean para
formar el plato matafasico, que es el plano equidistante entre dos polos del uso
acromatico.

4. Anafase: Es la fase mas corta, las cromatides de cada cromosoma se separan y se
mueven hacia polos opuestos de la célula.

5. Telofase: Los cromosomas se desenrollan. El uso desaparece y forma la
membrana nuclear alrededor de los dos grupos de cromosomas “hijos”. Al

mismo tiempo, la célula es la citocinesis para producir dos células hijas.

El ciclo total normalmente tiene una duracion de 18-24 horas, varia de acuerdo al tipo y
a la especializacion de la célula.
Este ciclo puede ser blogueado en una fase en particular por farmacos, por agentes

fisioldgicos o llevados a una fase de reposos conocida como GO. (Joshina, 2001)

16



5.2 CANCER

El termino “cancer” (palabra derivada del griego, Karkinos, cangrejo) se refiere a mas
de 100 formas de enfermedad. Casi todos los tejidos del cuerpo pueden sufrir un
desequilibrio en la regulacién de la proliferacion celular, algunos de tipo muy severos;
cada cancer tiene caracteristicas Unicas, puede iniciarse en cualquier érgano o tejido del
cuerpo humano. (Hernandez, 1998)

Es una enfermedad que ataca los procesos basicos de la vida de la célula, alterando en
casi todos los casos el genoma celular y dando lugar a un crecimiento no controlado y
diseminado de las células cancerosas. La causa de la alteracion del genoma es la
mutacion de uno o més genes. Recientemente ha habido un gran proceso identificando
los genes mutados durante la Carcinogénesis y fueron llamados oncogenes.

La célula cancerosa difiere de la normal en una gran variedad de caracteristicas
anatomicas, funcionales y bioguimicas que permiten distinguirla con relativa facilidad
de los elementos no alterados, lo mas importante es que la célula afectada exhibe un
comportamiento radicalmente distinto al de los elementos normales. Este
comportamiento se caracteriza por una propiedad fundamental: su anatomia de los
mecanismos que regulan la morfosis en organismos superiores.

Existen muchas definiciones de neoplasia, o que nos hace suponer que no hay una
totalmente satisfactoria, pero de acuerdo a las caracteristicas de ésta podemos definirla
de la siguiente manera:

“La neoplasia es un trastorno del crecimiento y la diferenciacion celulares caracterizado
por crecimiento excesivo, generalmente rapido y progresivo, debido a multiples causas
que probablemente inducen un cambio en el genoma (mutacion) y que manifiesta
diversos grados de los mecanismos normales de regulacién de la morfosis”. (Joshina,
2001)

5.2.1 ; COMO SE DESARROLLA UN CANCER?

Después de varias décadas de investigacién, la ciencia ha propuesto que el cancer se
desarrolla de una manera similar en la mayoria de los tejidos, es decir, es el resultado

del dafio del material genético.
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Los genes son secuencias especificas de aminoacidos que se encuentran en las
moléculas de DNA, ellos contienen la informacion necesaria para poder sintetizar
proteinas particulares. Cuando los genes son activados las ceélulas responden

sintetizando las proteinas que codifican dichos genes.

Muchos carcindgenos dafian el DNA o interfieren con las enzimas necesarias para su
correcta replicacion. La célula puede responder adecuadamente a los dafios pequefios y
en la mayoria de las ocasiones a dafios mayores: esto puede retrasar la division celular
hasta que el dafio es reparado, entrar en apoptosis 0 puede progresar sin interrupcion a
través del ciclo de crecimiento celular. La transformacion maligna no ocurre por un
evento simple, es una evolucién progresiva de las células somaticas para dar variantes
con crecimiento descontrolado y con propiedades invasivas. Las mutaciones en los
genes pueden perturbar a la célula induciendo cambios en las cantidades o en las
actividades de los productos proteicos. Ahora, el hecho de que un namero de células
anormales aisladas proliferen de manera normal no causa ningin dafio, sin importar que
otras desagradables propiedades puedan tener, pero si la proliferacion esta fuera de

control, originan un tumor o neoplasia. (Hernandez, 1998)

Dos clases de genes, los cuales solo constituyen una pequefia parte del equipo genético
completo, juegan un papel muy importante en el inicio de un céncer. En su
configuracién normal, estos organizan la compleja secuencia de eventos que componen
el ciclo celular, los proto-oncogenes que se encargan de activar la proliferacién celular
y, los genes supresores de tumores, que inhiben la proliferacion. Cuando mutan, los
proto-oncogenes inducen una excesiva multiplicaciéon, por sobre produccion de la
proteina estimuladora de crecimiento o una forma mas activa. En contraste los genes
supresores de tumores, por una mutacion, pueden quedar inactivos, dando como
resultado una pérdida de la funcionalidad de las proteinas que se encargan de detener la
proliferacion inapropiada de la célula.

Como es evidente, la homeostasis se pierde cuando los sistemas de reparacion no
pueden eliminar estas mutaciones permanentes .Ahora se sabe que para que un
tumor se desarrolle, es necesario que ocurran media docenas 0 mas de mutaciones en los
genes que controlan la proliferacion celular, y que las células de un tumor son
descendientes de una célula ancestral comin. La proporcion de la division y muerte

celular determina que tan répido crece un tumor. Algunas células transformadas se
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dividen méas lentamente que las normales, pero en general, la vida de dicha célula se
prolonga més de lo normal. ComUnmente deben transcurrir décadas antes de que un
tumor sea palpable, una vez que se han alterado los genes que controlan el programa de
proliferacion. Como podemos ver, estos genes son la clave para entender el proceso del
origen del cancer.

Cuando las células neoplasicas se encuentran agrupadas en una masa bien delimitada se
dice que forman un tumor benigno y es completamente curable con la remocién del
conjunto celular. Pero si las células tienen la capacidad de invadir tejidos vecinos u
drganos distantes se dice que el tumor es maligno, es decir, un cancer. La invasividad es
la capacidad de células malignas de desprenderse del grupo neoplasico, desplazarse por
torrente sanguineo o linfatico y formar colonias secundarias en otras partes del cuerpo,
la formacion de estos tumores secundarios se conoce como metastasis. (Hernandez,
1998)

Otras dos importantes caracteristicas del cancer son: la anaplasia y la autonomia
manifestada a través de la pérdida de la inhibicién del crecimiento celular, dando como
resultado una semidependencia en cuanto a la conducta y la funcion. Existen diferentes
tipos de cancer, clasificados de acuerdo al tejido y al tipo de célula donde se originan.
De esta manera carcinoma es el cancer originado en las células epiteliales, sarcoma es el
que se origina en tejido conectivo o células musculares, leucemia el derivado de las
células hematopoiéticas, entre otros. La mas terrible caracteristica del céncer, es que
cuando no se detecta a tiempo, lenta e irremediablemente conduce al enfermo hacia la

muerte, por lo que todos los demés dafios son secundarios. (Hernandez, 1998)

5.2.2 CARCINOGENESIS

La carcinogénesis es un proceso de varias fases. La accidon de un agente productor de
cancer (carcin6geno) no guia a la produccién inmediata de un tumor, hay una serie de
cambios después de la induccion por el carcindgeno. Las etapas subsecuentes-
promocion del tumor- puede ser producido por el carcinbgeno o por otras sustancias

(agentes promotores) que por ellos mismos no producen tumores. (Joshina, 2001)

19



5.2.3 FASE DE LA CARCINOGENESIS

La progresion incluye todos los cambios en la naturaleza de la neoplasia una vez que ha
alcanzado su estado de autonomia. Comprenden variaciones de la velocidad de
crecimiento, desarrollo de una poblacion celular heterogénea, transformacién en
neoplasia maligna, variaciones del tipo y el indice de la agresividad, capacidad de
producir metastasis, entre otras. Las caracteristicas generales de la progresion

neoplésica pueden resumirse en las siguientes seis reglas o principios: (Joshina, 2001)

1) progresion independiente de tumores multiples. Cuando en un mismo animal o
individuo coexisten dos 0 mas tumores, la progresion de cada uno de ellos es
independiente de la mostrada por los demas.

2) Progresion independiente de distintos caracteres. Las diversas propiedades de
una misma neoplasia sufren cambios cualitativos independientes; por ejemplo,
las anomalias cromosémicas pueden alterarse mientras la velocidad de
crecimiento se conserva constante.

3) Progresion independiente del crecimiento. Las modificaciones en las
caracteristicas de un tumor no se correlaciona ni con su crecimiento, ni con su
estadio clinico, tamafio, tiempo de duracion, u otros factores.

4) La progresion neoplasica puede ser continua o discontinua, o sea puede llevarse
a cabo de forma gradual o por cambios bruscos.

5) La progresion sigue uno o varios caminos alternativos del desarrollo.

6) La progresion no siempre alcanza una forma estable durante la vida del portador
de la neoplasia.

Aungue una de las caracteristicas de la célula neoplasica es su crecimiento indefinido,
en ocasiones éste se detiene espontaneamente por largos periodos, con menor frecuencia
cesa definitivamente y en un numero muy pequefio de casos el tumor puede incluso
desaparecer, a esta fase se le conoce como regresion. Se considera dos formas generales

de mecanismos de regresion de los tumores: (Joshina, 2001)
1) Las debidas a cambios en el medio requerido por las células neoplasicas para

continuar su crecimiento, que incluyen tumores hormona-dependientes o que

presentan reaccion “defensiva” del huésped en contra de las células tumorales,

20



por ejemplo: fendmenos vasculares oclusivos que interfieren con la irrigacion de

la masa tumoral y provocan su necrosis y esfacelo o respuesta inmune

especificas, dirigidas contra antigenos presentes en las células neoplésicas y

ausentes en las normales, que resultaria en la destruccion selectiva del tumor.

2) EIl segundo mecanismo es intrinseco en las células tumorales, se postula una

“programacion” simultanea con el origen del tumor, cuyo genoma recibe al

mismo tiempo instrucciones para multiplicarse con caracter neoplasico pero

también para cometer “suicidio” al llegar a cierto limite.

Las células cancerosas tienden a expandirse. La expansion a tejidos vecinos se llama

invasion, esta se puede llevar a cabo de diferentes maneras:

0]

Infiltracion de los espacios intersticiales por hileras de elementos tumorales
constituyendo prolongaciones o bien células aisladas o en grupos pequefios,
pero siempre en continuidad con la masa neoplasica principal.

Los cordones dendriticos de células tumorales penetran dentro de un vaso
linfatico o sanguineo y contintan creciendo a lo largo de su luz.

Invasion nodular o en gruesos cordones de células tumorales, que en vez de
separar las estructuras vecinas y penetran en ellas, las obliteran y las

destruyen.

(Joshina, 2001)

La expansion a érganos distantes se denomina metastasis. Este depdsito secundario de

un tumor maligno primario ademas de encontrarse alejado de el no hay continuidad

anatomica entre las dos masas neoplasicas. Se lleva acabo a través de varios pasos:

0]

Invasion. EI tumor alcanza y penetra los vasos linfaticos o sanguineos, las
cavidades serosas o conductos preformados y revestidos por epitelio, como
el arbol bronquial.

Embolia o transportes. Cuando la célula neoplasicas son acarreadas por linfa,
sangre, liquido seroso o secrecion epitelial, hasta detenerse al final de su
viaje en un organo distante o en una superficie, serosa o epitelial.
Multiplicacién celular y desarrollo de un nddulo, que invade los tejidos

vecinos y deriva de ellos el estroma necesario para su subsistencia.

(Joshina, 2001)
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5.3 CARCINOGENOS QUIMICOS
Se ha logrado demostrar que varias sustancias quimicas son carcindgenas.

Las siguientes observaciones han surgido del estudio de estas sustancias:

1) Tienen estructuras en extremo diversas e incluyen tanto productos naturales
como sintéticos.

2) Algunos reaccionan en forma directa y no requieren de transformacion quimica
para inducir carcinogenicidad, pero otros reaccionan en forma indirecta y solo se
activan después de conversion metabolica. Estos agentes se denominan
procarcindgnos y sus productos activos carcindgenos esenciales.

3) Todos los carcindgenos quimicos, tanto los de reaccion directa como los
esenciales, son electrofilos altamente reactivos que reaccionan con 4tomos ricos
en electrones en el RNA, proteinas celulares y principalmente DNA.

4) Los agentes que en si tienen poca 0 ninguna actividad cancerosa aumentan la
carcinogenicidad de muchas sustancias quimicas, en particular carcin6genos
débiles. Estos agentes aumentadores se conocen como promotores.

5) Los efectos transformadores de los carcindgenos sobre el DNA son permanentes
e irreversibles. No obstante, los efectos de los promotores son transitorios y
reversibles.

Diversos carcindégenos quimicos pueden actuar con otros tipos de influencias
carcinogenas (por Ej.: virus o radiacion) para inducir neoplasia: cocarcinogénesis.
(Joshina, 2001)
5.3.1 MECANISMO DE ACCION DE LOS CARCINOGENOS
QUIMICOS

El estudio de carcindgenos quimicos ha propiciado a datos respecto a la naturaleza
fundamental de la carcinogénesis. Estos datos pueden resumirse como sigue:

Casi todos los carcindgenos quimicos mutagenos: se unen de forma directa al DNA y a
sitios especificos dentro de la molécula, induciendo errores en la codificacion durante la
transcripcion y replicacién. Esto no excluye la posibilidad de union a RNA o a
proteinas citoplasmaéticas. Ya que el DNA es el blanco primario, puede convertir células
normales en cancerosas por transfeccion (transferencia de genes mediante técnicas de

DNA recombinante) de DNA tomado de celulas transformadas quimicamente.
(Joshina, 2001)
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5.4 VIRUS ONCOGENOS

Algunos virus han sido relacionados con algun tipo de cancer, y se denominan virus
oncogénicos y se consideran dos grupos, segun la naturaleza del acido nucleico que
constituyen su genoma: los virus de DNA 'y los de RNA.

Los virus oncogénicos de RNA fueron denominados oncornavirus (de VIRUS ONCO-
genos-RNA), posteriormente se demostrd que poseen polimerasa de DNA dependiente
de RNA, conocida como transcriptasa inversa, que permite la transcriptasa inversa del
RNA viral hacia DNA especifico para virus, de ahi que ahora se conozcan como
retrovirus. Estos virus son responsables de muchos tumores espontaneos, son muy
semejantes entre si y de tamafio menor con respecto a los virus DNA.

Los virus oncogénicos de DNA se han asociado con una variedad mayor de neoplasias
experimentales incluidas en animales que los RNA, son mas heterogéneos y de mayor
tamafio. No contienen transcriptasa inversa, por lo tanto el DNA viral o una porcion del
mismo se incorpora en forma directa dentro del genoma de células susceptibles. En
contraste con los retrovirus no pueden replicarse mas virus; la multiplicacion de virus
causa histolisis*. Se conocen como papota ya que incluyen virus de papiloma y

vacuolizantes. (Joshina, 2001)

* Histolisis: Ruptura celular

5.5 CARCINOGENESIS POR RADIACION

La radiacién, cualquiera que sea su fuente (luz solar, rayos X, fision nuclear,
radionuclidos) es un carcindgeno establecido. Se sabe que la energia radiante tiene el
potencial de producir mutaciones y ain de matar celulas, el mecanismo de

carcinogenicidad no este bien definido, pero hay dos factores establecidos:

= Los tumores solo aparecen luego de un periodo latente prolongado durante el
cual se han desarrollado generaciones sucesivas de clonas. Estas replicacion
celular puede ser un requisito para la fijacibn permanente de la lesion
inducida por radiacién y quiza para que se amplifique.

= La iniciacién por radiacion por lo general es irreversible, pero a dosis bajas
es reparable. Pueden aparecer o no tumores cuando las células reciben dosis
fracciones, segun la dosis, duracion de los intervalos y la capacidad de las

células para repararse durante estos.
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5.6 OTROS FACTORES DE RIESGO

Cigarro y alcohol: Los extensos estudios epidemioldgicos realizados en
distintos paises del mundo han establecido de manera definitiva que el habito
de fumar cigarro se relaciona casualmente con la existencia y fenomenal
aumento en la frecuencia de carcinoma pulmonar, ademas de existir datos
que apoyan una relacion semejante con otros tumores, como carcinomas de
la cavidad oral, de laringe, vejiga urinaria y eséfago; los datos no excluyen la
existencia y posible accion de otros agentes carcindgenos, pero demuestran,
hasta donde la investigacion epidemioldgicas pueden hacerlo, que el habito
de fumar cigarro desempefian un importante papel etioldgico. El exceso de
alcohol esta relacionado con cancer de boca, faringe, laringe y eséfago.
Ademas también produce cirrosis en el higado, lo cual incrementa el riesgo
de céancer de higado.

Dieta: La dieta juega un papel muy importante en el desarrollo de algun tipo
de cancer, particularmente de los érganos digestivos y reproductores. Los
carcindgenos de la dieta pueden existir dentro de alimentos naturales, pueden
ser producidos al cocinar, por almacenamiento no adecuado o generados por
la actividad de los &cidos biliares y flora intestinal o sintética como los
aditivos para la conservacion, saborizantes, colorantes, entre otros.
Ocupacional: existen muchas sustancias capaces de producir tumores, las
cuales se pueden encontrar en el medio ambiente, a veces como compuestos
organicos naturales o como productos de procesos industriales. Los
factores de riesgo a los que estamos expuestos en un trabajo son diversos.
(Joshina, 2001)

Medicamentos: Las terapias con estrdgenos después de la menopausia se ha
ligado al desarrollo de cancer endometrial, se han hecho estudios que indican
que la progesterona a bajas dosis reduce la incidencia de cancer uterino
asociado con el uso de estrogenos. Otros farmacos potencialmente
carcinogénicos son los agentes alquilantes como ciclofosfamida, que se

asocia con leucemia linfocitica aguda.
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5.7 TIPOS DE TUMORES (NOMENCLATURA)

En la practica es muy importante homologar la nomenclatura para tomar una decision
acerca del tratamiento adecuado. A pesar de que pueden parecer confusos, es una
nomenclatura simple:

e Los términos tumor, crecimiento o neoplasia se utilizan para describir
tumores malignos.

» Los tumores pueden originarse de células maduras, diferenciadas o células
tallo*. El cancer de una célula tallo lo identificamos como el sufijo —oma.
EJ: neuroblastoma para un tumor de origen neuroblastico.

« Otro elemento importante es la categorizacion de tumores, es el tejido donde

se origina:

v’ Carcinoma: son los tipos mas comunes de cancer, surge de las células
epiteliales, los mas comunes son los cancer de pulmon pecho y colon.

v/ Sarcomas: Se originan en tejidos de soporte de origen mesodérmico,
como el hueso, cartilago y tejido conectivo.
Linfomas, Eritoblastomas y Leucemias: surge de células sanguineas y de
origen linfatico. (Joshina, 2001)

* Células tallo: Células célula madre; es toda célula que da origen a nuevas células.
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TEJIDO TIPO DE TUMOR TUMOR
CELULA BENIGNO MALIGNO
Epitelio escamoso Papiloma Carcinoma
Piel Célula basal Carcinoma basal
Cél. de pigmento Melanoma Melanoma maligno
Boca, labios, lengua, | Epitelio escamoso Papiloma Carcinoma escamoso
esofago.
Estémago e Epitelio columnar Adenoma Carcinoma
intestinos
Faringe y pulmones | Epitelio bronquial Adenoma Carcinoma
Sistema urinario Urotelio Papiloma Carcinoma
(vejiga)
Higado, rifion,
préstata, tiroides, Epitelio Adenoma Carcinoma

pancreas y pituitaria

Gonadas:

Ovario

Testiculos

Epitelio superficial

Células germinales

Células germinales

Cistadenoma
Seroso

Cistadenoma
mucinoso

Teratoma

Teratoma

Cistadenocarcinoma
Seroso

Cistadenocarcinoma
Mucinoso.

Teratocarcinoma
Coriocarcinoma

Seminoma
Carcinoma embrional
Coriocarcinoma
Teratoma maligno

26




Mesencrimo Fibrositos Fibroma Fibrosarcoma
Tejido fibroso Adipositos Lipoma Liposarcoma
Tejido adiposo Osteocitos Osteoma Osteosarcoma

Hueso Coindrocitos Coindroma Coindrosarcoma
Cartilago Cél. Musculo liso Leiomioma Leimiosarcoma
Musculo liso Células musculo Rabdomioma Rabdomiosarcoma
Mdsculo estriado Endotelio Hemangioma Hemangiosarcoma
Vesicula sanguineas Endotelio Linfagioma Linfagiosarcoma
Vesicula linfatica
Sistema nervioso
Neuroblastomas
Nervios loelectro Retinoblastoma
Células de soporte oligodendrocitos Meningioma Astrocitoma

Oligodendrocitoma

Células de envoltura Meninges
(SNC)
Células de Perineurio Neurofibroma | Neurofibrosarcoma
envoltura (SNA) Endoneurio Neurofibroma | Neurofibrosarcoma
Sistema

Reticuloendotelial

Células mieloides

Leucemia mieloide

Leucocitos Monocitos Leucemia monocitica
Granulocitos Leucemia granulocitica
Linfocitos Leucemia linfatica
Eritroleucemia
Eritrocitos Eritrocitos
Linfoma Non-Hodgkin
Nodulos linfaticos Linfocitos Enfermedad de
Hodgkin's
Tejidos embrionarios Mixtos Teratoma Teratocarcinoma

Tabla 2. Nomenclatura de Tumores Comunes. (Joshina, 2001)
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5.7.1 FASES DE LOS TUMORES

La idea de conocer la fase de los tumores es seleccionar el tratamiento apropiado, la
precision de categorizar la fase puede depender de la localizacion del tumor primario,

las caracteristicas fisicas del paciente y la experiencia para la examinacion clinica.

Existen varios sistemas para llevar esto acabo para los diferentes tipos de tumores pero
la principal clasificacion internacional en el sistema TNM, el cual involucra el

tamafio(T), el status del nodo (N) y la presencia o ausencia de metastasis distante (M).

FASE MANIFESTACION CLINICA

I Pequefio tumor localizado

I Diseminacion a nédulos linfaticos locales

Tumor grande local y/o diseminacién a
Il otros nodulos linfaticos

v Presencia de metastasis distante.

Tabla 3. Fases TMN. (Joshina, 2001)

6. CANCER Y METILACION DEL DNA

6.1 LA MAQUINARIA DE LA METILACION DEL DNA EN
MAMIFEROS

La maquinaria mamifera de la metilacion del DNA consiste en tres 0 mas DNA (5-
citosina) metiltransferasas (DNMTSs), estas enzimas son agrupadas dentro de una familia
que consiste de cinco miembros: Dnmtl, Dnmt2, Dnmt3a, Dnmt3b, Dnmt3L. DNMT1

es responsable de mantener el patron de la metilacion durante la replicacion del DNA.
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Dnmt3 a y b participan en el establecimiento del patron de la nueva metilacion durante
el desarrollo temprano embriénico, Dnmt3L comparte alguna homologia con Dnmt3a y
Dnmt3b y juega un papel central en el establecimiento de la impresion gendmica
materna, no obstante se piensa que no tienen actividad catalitica in Vitro. Finalmente,
aun no se ha encontrado alguna funcion en particular para Dnmt2, una proteina similar a
las Mtasas procaridticas. No es capaz de metilar DNA in Vitro y mostr6 no ser esencial
para la nueva (de novo) o el mantenimiento de la metilacion en células ES. (Jean B
Margot y col., 2003)

Cataliticamente las tres enzimas (DNMT1, DNMT3 a y b) son activas in Vitro en la
presencia del sustrato DNA y cofactor AdoMet.

Cambios dela metilacion en la neoplasia

Normal ¢ PRRReEEIRE oo Lo ¢ Do e ’

Cancer ¢ mnwné& 00 Tom 0 fom © '

Fig.3. Cambios de la metilacion en Neoplasia (James G. Herman)

Se muestra la estructura de un gen que contiene islas CpG, con exones designados por cajas (1, 2,3). Los
sitios CpG se muestran en forma de paletas, las paletas no rellenas (sombreadas en color negro)
representa un sitio CpG no metilado, y las paletas rellenadas representan un sitio CpG metilado. En una
célula normal son poco comunes sitios CpG fuera de la isla CpG altamente metilados, mientras que
aquellos dentro de las islas permanecen libres de la metilacion. Esto permite trascripcién, mostrado por la
flecha. La DNA metiltransferasa también se muestra en la figura. En células con céncer, la perdida de la
metilacién en las regiones que no son las islas CpG ocurre junto con regiones hipermetiladas de sitios
CpG dentro de las islas CpG. Este cambio tardio conduce a un block de trascripcién. La DNA
metiltransferasa puede también ser alterada, con un ligero incremento en los niveles de la enzima, y

quizés cambios en la regulacion de proteinas a través de la alteracion de factores reguladores.
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A Fenomenos biolégicos
Trascripcion, replicacién, reparaciéon. recombinacién, desarrollo,
reprogramaron, enfermedad ,tumorogenesis

O

METILACION |

DEL DNA

| Cromatina |

® Hipometilaciéon del DINA
® Hiperacetilacion de histonas

Modificacién proteica

Epigenéticos

Fig4. Fendmenos bioldgicos involucrados en cambios de la metilacion;

activacion transcripcional, represion transcripcional. (M. Nakao)

(A)

(B)

Epigenéticos es un sistema biolégico avanzado que selectivamente utiliza informacion
genémica y es involucrado en varios fendmenos fundamentales. Especificamente, se pone
énfasis en la regulaciéon de la expresion de genes, a través de DNA metilacion, cromatina, y
modificacion post-transcripcional de proteinas tal como histonas. Las flechas indican posibles
interacciones funcionales entre ellas. DNA hipermetilacion, histona hipoacetilacién y cromatina
inactiva reprime la transcripcion. En contraste, una condicién activa transcripcionalmente puede
estimular DNA hipometilacion, histona hiperacetilacion y cromatina activa. Tambien, una
estructura de la cromatina en particular puede ser requerida para establecer la metilacion del
DNA.

DNA metilacion y la modificacion de la histona juega un rol clave en el control de la
transcripcion. La figura muestra factores transcripcionales (TF), RNA polimerasa (Pol II),
factores de la transcripcion general (GTF), histona acetilada (Ac) y citosina metilada (mC).
Cualquiera de los dos HAT o HDAC reclutado por TF u otra proteina unida al DNA induce la
activacion transcripcional o represion respectivamente. Factores de remodelado de la cromatina,

convierte a la cromatina en un estado activo o inactivo.
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Recientes avances han demostrado que la maquinaria de la DNA metilacion no esta
compuesta solo por Mtasas, mas bien por un complejo de diferente proteinas en
conjunto. (Sriharsa Pradhan; Pierre-Olivier Esteve 2003)

La base molecular de la correlacion entre cambios epigenéticos en la metilacion del
DNA y modificaciones en la cromatina fue inicialmente revelada por la identificacion
de un complejo proteinico conteniendo ambos la metil-citosina unida a una proteina
MeCP2 vy las histonas deacetilasas HDAC1 y HDAC2. Estudios posteriores han
revelado que muchas de las DNA metiltransferasas y metilcitosinas interactian con
enzimas que modifican la cromatina, incluyendo HMTSs.

De esta manera los mecanismos moleculares el silenciamiento epigenéticos de los genes
es probable que involucre la accion coordinada de DNA metiltransferasas, HDACs,
HMTs, y proteinas adicionales que modifican la cromatina. (Jonathan G. Moggs y
col., 2004)

ATP=driven
nucleosome

emodelling facto
< 3 Mi2
CWeoi> @Rnens S

Trascripcién activa (_@

(ConmTsa

| DINA metiltransferasas (DINITs)

TUnién metil-proteinas (MBDs)

7 CpG metilado en DINA

Fig5. Mecanismos moleculares en el silenciamiento de la expresion genética.
(J.G. Moggs et al.) / (James G. Herman)

Regulacion epigenética de la expresion de genes involucra vinculos moleculares entre la metilacion del
DNA vy proteinas modificadoras de la cromatina. Las bases moleculares para la interrelacién entre
cambios epigenéticos en la metilacion del DNA y modificaciones en la cromatina fueron inicialmente
reveladas por la identificacién de un complejo proteinico conteniendo ambos, proteinas unidas a metil-
citosina MeCP2 y las histonas de-acetilasas HDAC1 y HDAC?2. Estudios subsecuentes han revelado que
varias metiltransferasas y proteinas unidas a metil-citosina interactian con enzimas modificadoras de
cromatina. De esta manera, el mecanismo molecular del silenciamiento epigenético de los genes
probablemente involucra las acciones coordinadas de DNA metiltransferasas HDACs, HMTs y proteinas

modificadoras de la proteina.
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(b)

Fig.5. Mecanismos moleculares en el silenciamiento de la expresion genética.
(J.G. Moggs et al.) / (James G. Herman)

Una célula normal. La configuracién tipica de un transcrito activo (la flecha indica donde empieza el exon
1), tres exones (cajas marcadas 1,2 y 3) con una region promotora no metilada isla CpG (circulos
blancos). La isla esta constituida por una regién rica de CpG protegido de la metilacién, en tanto que las
areas que se encuentran en seguida, ambas dentro del cuerpo del gen, muestra la disminucién de CpG vy
una elevada metilacién (circulos negros). La constitucion de la cromatina de la isla es
transcripcionalmente favorable y caracterizada por nucleosomas no compactados y ampliamente
separados con histonas acetiladas (6valos verdes en el DNA). En contraste las regiones son regularmente
separadas, nucleosomas compactados con histonas de-acetiladas (6valos rojos en el DNA). Las islas son
completamente accesibles para una transcripcion tipica complejo compuesto por histona acetilasa (HAT),
co-activador (CA), factor transcripcional basal (TF) pero no interactia con DNA metiltransferasa
(DNMTSs). En contraste, el complejo transcripcional es excluido de la interaccion con la region metilada
que es completamente accesible para la DNMTs y tienen complejos proteinicos que estdn compuestos por
proteinas unidas a metil-citosina (MBPs; halo amarillo) e histona-de-acetilasa (HDAC).

Célula con céncer. Los genes son mostrados aberrantemente metilados, transcripcionalmente silenciado
(X roja en el sitio donde empieza la transcripcion). La isla rica en CpG es ahora ampliamente metilada
(circulos blancos) completamente accesible a DMNTSs, los nucleosomas contienen histonas-de-acetiladas
y un compactado y espaciado més uniforme (6valos rojos en el DNA). Los CPGs metlados de las islas
estan ahora interactuando con los complejos MBP-HDAC y el complejote transcripcion (HAT, CA, TF)
es excluido de la region.

El area hacia debajo de la isla muestra la tipica hipometilacion del cancer en el genoma de las células, con
una débil interaccién con DNMTS, decrece el agrupamiento de nucleosomas y el nimero y disminuyendo
el complejo MBP-HDAC.
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6.2 PAPEL DE LA METILACION EN EL DNA

La regulacion epigenética de la expresion de los genes se basa en la modulacion de la
trascripcion por mecanismos hereditarios sobrepuesto en aquella conferida por la
secuencia de DNA primaria. La metilacion del DNA es un ejemplo de cdmo un
mecanismo y una alteracion en la metilacion del DNA pueden jugar un papel clave en la
carcinogénesis como un mecanismo secundario epigenético* y no genotéxico*. La
metilacion del DNA o la transferencia de grupos metilos a la citosina de los
dinucledtidos de la region CpG es llevado acabo por DNA metiltransferasa (Mtasas)
(Jean B Margot y col., 2003), es un mecanismo que permite o lleva a la pérdida de la
funcidn de la supresion de tumores en el cancer en humanos. La metilacion en esta zona
indica que algunos genes son mas frecuentemente metilados que otros, y que cada tipo
de tumor es asociado con un Unico conjunto de genes metilados. La metilacion del DNA
en mamiferos ocurre en los residuos de citosina en la region CpG. (Sriharsa Pradhan;
Pierre-Olivier Esteve 2003)

Hay multiples factores que regulan la metilacion del DNA, como se puede observar en

la figura 2;

Nueva metilacion

Demetilacién no ligada a la

Mantenimiento de la metilacion replicacién del DNA

Metilacion del DNA

Fuente u origen de los grupos Diferenciacion

Metil. Ej.: S-adenosil metionina

Proliferacion celular

Fig. 6. Factores que influyen en la metilacion del DNA. Muiltiples factores controlan la

metilacién del DNA. Un patrén particular en la metilacién del DNA es el producto de multiples
factores interdependientes. Alteracién de uno o més de estos pueden conducir a un mayor cambio en el
estado de metilacion. El estado de diferenciacién puede afectar la metilacion y el estado de metilacién
puede influir en el estado de diferenciacién; asi de esta manera, la doble flecha entre la metilacion del
DNA vy diferenciacion. “Annual Review of pharmacology and toxicology, volume 42, 2002. By

annual reviews.
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Epigenético: mecanismo de regulacion de la expresion (transcripcion y traduccion) de genes que no dependen de cambios
en la secuencia primaria del DNA, sino que opera a un nivel superior (p. ej., metilacion, efectos de posicion.)

*Genotéxico: Es todo aquello que ocasiona dafio o es dafiino para el ADN.

6.3 DNA METILTRANSFERASA 1

« DNMT1: Es la metiltransferasa mas abundante en la célula de mamiferos,
metila predominantemente los dinucleétidos hemimetilados C-G en el
genoma mamifero. La enzima tiene alrededor de 1620 amino&cidos. Los
primeros ~1100 aminoacidos constituyen el dominio regulador o la regién N
terminal de la enzima. El resto del residuo constituye el dominio catalitico o
regién C terminal. Los dominios estan unidos por repetidas secuencias de
Gly-Lys.

 Expresion y papel de la DNA (5-citosina) Metiltransferasa en
enfermedades y sistema inmune: La metilacion del DNA juega un papel
muy importante en el mantenimiento del desarrollo y funcion celular.
Cambios en el patréon de metilacion de genes especificos estan
correlacionados con el desarrollo de la inmunidad, envejecimiento y cancer.
La sobre expresion de las enzimas DNMT1, DNMT3a y DNMT3b estan
asociadas con la hipermetilacion de p15 en leucemias agudas. Ademas, la
hipermetilacion de la isla C-G de la proteina Kinasa asociada a la muerte
(DAP-Kinase), fue encontrado que es comun en células B malignas
resultando en la proteccion de apoptosis.

Esta enzima ha llegado a ser un blanco primario de experimentos en la terapia del
cancer. En muchos casos, la inhibicién de la DNMT1 se ha llevado a cabo por 5-
azacitidina y compuestos relacionados. Estas sustancias tienen funcidén de sustratos
suicidas después de haber sido incorporados dentro del DNA. 5-azacitidina tiene un
atomo de nitrégeno en lugar de carbono en la posicion C-5, el cual previenen la
terminacion de la reaccién de la metilacion del DNA. La DNA metiltransferasa
permanece unida al DNA como una reaccion intermediaria y de esta manera llegan a ser
reducidas del nucleo. Subsecuentemente la replicacion del DNA sobre varias
generaciones celulares resulta luego en una pasiva demetilaciéon del genoma. La
actividad reducida de la DNMT1 humana ha mostrado una reduccion dominante en los

niveles de metilacion del DNA genémico. (Pawel Siedlecki y col., 2003)
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La inactivacion farmacoldgica de la DNA metiltransferasa proporciona una nueva
oportunidad para la terapia del cancer. Varias pruebas en la fase Il de inhibidores de la
DNA metiltransferasa han sido completadas exitosamente, pero la eficacia de estos
compuestos parecen estar comprometidas por su carencia de especificidad. Los
inhibidores de la DNMT son administrados con la intencién de modular el patron en la
metilacién del DNA gendmico.

El DNA humano es metilado en la posicidn citosina-5 dentro de los dinucle6tidos
citosina-guanina (CpG). Esta modificacion epigenética tiene un papel importante en la
inactivaciéon del cromosoma X, sello gendmico, silenciamiento de secuencias
retrovirales y transpuestas, estabilidad genémica y regulacién transcripcional. (Bodo
Brueckner; Frank Lyko. 2004)

6.4 DNMT1: CANDIDATO COMO BLANCO EN ELTRATAMIENTO
DEL CANCER

Lineas que evidencian la union entre la DNA metilacion y el cancer:

v' El DNA de las células con cancer estan generalmente mas metiladas que el
DNA de las células en estado normal.

v Los genes supresores del tumor estan hipermetilados en muchos canceres en
comparacion con las células normales.

v DNMTL, la enzima responsable de la replicacién del patréon de metilacion
del DNA, es regulada por multiples sefiales oncogénicas.

v" Los niveles de DNMT1 estan elevadas en lineas celulares con cancer y
tumores.

(Moshe Szyf , 2001)

La inhibicion de la DNMT1 causa demetilacion y activacion de los genes supresores del
tumor, resultando en la inhibicion de la célula tumoral. Esta hipotesis es apoyada por
varios reportes en el tratamiento de lineas celulares cancerigenas con 5-azacitidina, un
inhibidor farmacoldgico de DNMT1, o analogos de oligonucleotidos dirigidos contra
DNMT1.
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En muchos casos, la inhibicion de la DNA metiltransferasa se logra por 5-azacitidina o
compuestos relacionados. Sin embargo, 5-azacitidina y compuestos relacionados se
caracterizan por su baja especificidad y alta toxicidad. Esto ha limitado su potencial

como agentes quimioterapéuticos. (Siedlecki et al, 2003)

7. QUIMICA COMPUTACIONAL

A finales de los afios setenta aparecié un nuevo campo del conocimiento orientado al
disefio de moléculas asistido por computadora: la quimica computacional. Esta nueva
disciplina fue impulsada por las principales compafiias farmacéuticas del mundo
interesadas en la quimica medicinal y por el vertiginoso desarrollo del computo.

Si bien la definicion de la quimica computacional puede parecer arbitraria y subjetiva, al

gusto de cada persona, es necesario proponer una muy general:

La disciplina que comprende todos aquellos aspectos de la investigacion quimica que se
benefician con la aplicacién de la computadora. Esta definicion incluye desde la
utilizacién del computo para controlar un espectrémetro de resonancia magnética
nuclear o un espectrofotometro de infrarrojo hasta el manejo de bancos de informacion,
pasando desde luego por las implicaciones que impactan la descripcion de la estructura
de moléculas. En un sentido mas restrictivo, el nlcleo de la quimica computacional
implica el uso de modelos matematicos para la prediccion de propiedades quimicas y
fisicas de compuestos empleando computadoras. Se puede concluir que la quimica
consiste en determinar la estructura y las propiedades moleculares mediante el uso de
mecanica molecular, métodos semiempiricos y teorias de orbitales moleculares a

primeros principios (ab initio). (Gabriel Cuevas; Fernando Cortés 2003)

7.1 MODELADO MOLECULAR

El desarrollo del computo y de la ciencia de las computadoras ha permitido el
florecimiento de la quimica computacional a partir de unidades centrales de proceso (0
procesadores) mas rapidos, dispositivos con alta capacidad de almacenamiento de datos,
procesamiento en paralelo, etc. Asimismo, la evolucion de las matematicas, la fisicay la
quimica tedrica también ha contribuido a tal florecimiento al proveer de métodos
numéricos y analiticos mas eficientes, modelos tedricos y conceptos mas poderosos, que

se han incorporado en algoritmos programables. De esta manera, las computadoras han
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invadido laboratorios de investigacion, ya que ahora se pueden calcular con mucha
precision algunas propiedades moleculares como la geometria y la energia relativa.

(Gabriel Cuevas; Fernando Cortés 2003)

El uso de Sybyl (ver. 6.9 y 7.0), el cual es un programa computacional de disefio
molecular ayuda en la descripcion y predicciéon del comportamiento molecular. La
representacion molecular del reconocimiento molecular proteina-ligando se refiere a
“Docking Molecular”. Este método es una herramienta til en el disefio de farmacos,

estimacion de la afinidad de la unién. (The Tripos Bookshelf Ver. 6.9)

En el método de disefio molecular se trata de colocar un ligando en la cavidad de union
de la enzima, esta union de un ligando a una proteina provee datos o informacion de la
posicién y de esta manera de las interacciones entre el ligando y las proteinas. Un
detallado entendimiento de las interacciones de dicho reconocimiento proteina-ligando
puede ser atil en términos de relacion estructura-actividad, el cual es importante para el
disefio y optimizacion de farmacos.

Muchos de los métodos de Docking que han surgido difieren principalmente con
respecto a la colocacion del ligando, exploracion del espacio conformacional,
representacion de las interacciones proteina-ligando, estimacion de la afinidad de
interaccion. Estos métodos son una herramienta Gtil en el disefio de farmacos, desde su
ayuda para proporcionar un entendimiento de las interacciones clave hechas por un
ligando conocido o para examinar el potencial de nuevas interacciones de un ligando

disefiado.

Un detalle importante en el estudio de la validacién de un Docking es el tratamiento de
las estructuras de la proteina y ligandos. La manipulacion de estas estructuras antes del
Docking puede tener un gran impacto en la precision del Docking. (Jon A. Erickson y
col., 2004)

= Se adicionaran hidrogenos y calcularan las cargas (método Gasteiger-
Huckel) de la enzima. Ya que generalmente las estructuras en PDB no
contienen hidrégenos y las cargas atomicas necesarias para el mantenimiento

de las energias de interaccion.
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= En cuanto a los ligandos, una vez construidos se minimizaran sus energias
(Kcal/mol).

= Se realizara un andlisis conformacional de cada una de las estructuras,
escogiendo el conférmero mas estable de cada molécula.

= Optimizar la geometria de cada uno de los conférmeros escogidos mediante
el método Hartree-Fock y B3LYP.

@ CARGAS MEDIANTE EL METODO GASTEIGER-HUCKEL

La determinacién de las cargas atdbmicas es una cantidad que no solo es un indice de la
ionicidad de un enlace, sino también se puede considerar como un indice de reactividad
cuando se involucran especies cargadas en un proceso quimico.

Las cargas atdbmicas no son variables observables, por lo que cualquier definicion
resulta arbitraria dado que los postulados de mecanica cuantica no permiten discernir a
los electrones de cada uno de los atomos de una molécula; esto ocasiona que el grado de
arbitrariedad para efectuar la asignacion de los electrones de cada atomo varie con cada

método. (Gabriel Cuevas; Fernando Cortés 2003)

Este método es una combinacion de otros dos métodos computacionales para calcular
las cargas: el método Gasteiger-Marsili para calcular los componentes ¢ de las cargas
atomicas y el método Huckel para calcular los componentes = de las cargas atdmicas.
La carga total es la suma de las cargas calculadas por los dos métodos. Cargas formales
en los atomos incluidos en el sistema = se asumieron estar deslocalizados sobre todo el
sistema . Por esta razon, la porcion Hiickel de las cargas es calculada primero y esta
carga es usada como base para calcular la carga Gasteiger-Marsili. (The Tripos
Bookshelf Ver. 6.9)

@ MINIMIZACION ENERGETICA
Mediante la optimizacidn energética, se obtendra una geometria adecuada al igual que

una energia menor de la estructura, lo cual es de suma importancia para la estabilidad de

la estructura.
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La energia es una funcion de las coordenadas y el programa (Sybyl) trata de generar
coordenadas las cuales corresponden a un minimo de energia. (The Tripos Bookshelf
Ver. 6.9)

@ ANALISIS CONFORMACIONAL

Los atomos que constan de una molécula, generalmente pueden tomar diferentes
posiciones relativas sin experimentar un nuevo arreglo de sus enlaces quimicos. Cada

uno de estos arreglos de estos atomos es una conformacién (conférmero).

La transformacién de una conformacion a otra es llevada acabo primeramente por
cambios en la rotacion en un enlace con alteraciones menores de la longitud del enlace y
rotacion. Para que una conformacién sea estable, debe haber algunas interacciones
internas favorables entre los atomos de la molécula o con 4&tomos en el medio externo.

Es importante identificar todas las conformaciones variables de una molécula. (The
Tripos Bookshelf Ver. 6.0)

8. ANTECEDENTES DE LOS ESTUDIOS DE DISENO
MOLECULAR DE IMIDAZOTETRAZINONAS

Estudios sobre la estructura actividad de imidazotetrazinonas muestran que un
hidrégeno unido a un grupo donador en la posicion C-8 es requerido para la actividad
anticancerigena, y grupos voluminosos en la posicion C-6 no tienen un efecto
quimioterapéutico, ya que estudios realizados de la actividad anticancerigena de
anélogos de Temozolomida como Mitozolomida contra tumores, decrece cuando hay
sustituyentes voluminosos en la posicion C-6 y se prefiere un puente de hidrégeno de un

grupo donador proveniente del C-8. (Lunt, E y col., 1987)

Estos estudios solo se han realizado utilizando al DNA como receptor, en donde la
hipétesis de que el pro-farmaco antitumor Temozolomida habré su anillo a MTIC el
cual luego ademas se rompe para reaccionar en una secuencia rica de guanina en el

DNA ha sido probada por técnicas computacionales. De acuerdo a los datos reportados
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de la interaccion DNA con Temozolomida, la accesibilidad estérica y electrostatica es
mejor en los residuos de guanina.

Los residuos de guanina presentan un microambiente nucleofilico accesible en el DNA
facilitando asi la conversion la conversion del pro-farmaco Temozolomida a MTIC. Se
ha mostrado también las caracteristicas rotacionales del grupo 8-carboxamida, durante
la minimizacion el grupo carboxamida fue acomodado planarmente con respecto a el
anillo imidazol.

Las bases de guanina en el DNA tienen un mayor potencial electrostatico molecular que
otras bases, y el atomo con mayor potencial negativo es el N-7 de la guanina. Esto
explica por que este &tomo es mas frecuentemente alquilado por una serie de farmacos
electrofilicos. El segundo factor responsable para la selectividad de la alquilacién de la
guanina es la accesibilidad estérica. Con lo que se ha reportado una interaccion

Temozolomida-Guanina del 70% y distancias menores a 4.0A.

Si el grupo 3-metil de Temozolomida es reemplazado por el grupo 3-(2-cloroetil) en
Mitozolomida, no hay un cambio apreciable en la interaccion. (Brian J. Denny y col.,
1994)

Se ha reportado que el (-) — epigalocatequina-3-gallate (EGCG), el polifenol mayor del
té verde puede inhibir la actividad de la enzima DNMT. Estudios de disefio molecular
respaldan la actividad del té verde y sugieren que EGCG puede formar puentes de

hidrogeno con Pro,,,,, Glu,,.; (estos dos sitios son cataliticamente importante dentro
de la enzima), Cys,,,s, Sl YArd 5 €n el sitio catalitico de la DNMT. Estos hallazgos
sugieren que EGCG ejerce su efecto inhibitorio sobre la funcion de DNMT blogueando

o impidiendo la entrada del nucledtido de citosina dentro de su sitio activo, previniendo

asi la metilacion. (Ming Zhu Fangy col., 2003)

9. METODOS DE CALCULOS TEORICOS

MECANICA MOLECULAR

La mecanica molecular considera a una molécula como un conjunto de atomos unidos
por fuerzas elésticas, las cuales se describen mediante funciones clésicas de energia
potencial, comprendiendo principalmente: alargamiento y flexion de longitudes de
enlace y angulos de valencia (planos y diédricos), torsién a través de enlaces e
interacciones de no enlace y electrostaticas.
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Es un método muy usado en aquellos casos en los que solamente se requiere saber
cuales son las conformaciones energéticamente preferidas. También se le conoce como

campo de fuerzas. (Enrique Moreno Guerrero. 1997)

MECANICA CUANTICA

Los célculos de mecéanica cuantica, no solo proporciona las conformaciones preferidas,
sino también la estructura electrénica y ciertos parametros y propiedades derivadas de
ella, como son calor de formacion, momento dipolar, potencial de ionizacién, afinidad
electronica y energia total. Sin embargo se obtienen a costa de un mayor consumo de

recursos computacionales porque se realizan a partir de resolver la ecuacion
Schrodinger (H =vE ), empleando el operador Hamiltoniano completo de

energia potencial y cinética.

Por otro lado, los métodos semiempiricos emplean aproximaciones para la obtencion de
valores de energia, haciendo uso tan solo de los orbitales atomicos de valencia,
considerando que los orbitales atdmicos internos no intervienen en la combinacion. Las
diferencias entre estos métodos es que los semiempiricos aproximan las integrales que
salen del proceso de solucionar la ecuacion de Schrddinger el cual puede ser
variacional o perturbacional, asi mismo las funciones base que usan no son las mismas
para ambos métodos y finalmente el tiempo de computo, es mucho mayor para métodos

ab initio que para semiempiricos, siendo estos evidentemente mas rapidos.

Actualmente existen una gran cantidad de métodos semiempiricos, pero es dificil
decidir cual es el mejor, pues eso depende del sistema a estudiar y la informacion que se

desee obtener.  (Enrique Moreno Guerrero. 1997)

9.1 METODOS DE CALCULOS TEORICOS

Huckel simple, fue descrito por primera vez en 1930, para ser aplicado a sistemas
conjugados, y por lo tanto, solo considera los electrones = del sistema. Tales electrones
muestran una alta reactividad y pueden ser facilmente excitables por radiacion UV-
visible, a diferencia de aquellos involucrados en enlaces o; estas caracteristicas

derivables de la diferente naturaleza de ambos enlaces, y por tanto de su diferente
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simetria llevo a postular la separacion o/ w, en la cual la parte ¢ y la parte « en la

funcién de onda molecular podian ser consideradas como independientes:
Y=Yy
Asi los electrones & podian ser tratados explicitamente, sin considerar los electrones o, y

sobre esta base.

E, =E, +E,

tot

Esta aproximacion se interpreta fisicamente, como aquella que considera el movimiento
de los electrones en un campo de potenciales debido al nucleo y al carozo* de
electrones o, por lo que la energia calculada correspondera a la energia electrénica mas
la repulsién internuclear. La funcién de onda n es tomada como CLOA que participan
en el sistema = de lo cual resultan OM y no OMS; la energia « es entonces la suma de
las energias unielectronicas correspondientes, y se asigna no mas de dos electrones de
cada OM, comenzando por aquellos de mas baja energia. (Enrique Moreno
Guerrero. 1997)

El operador H], debe interpretarse como un operador efectivo unielectrénico y, por

tanto no considera explicitamente las interacciones electron-electron.

El método permitid reproducir tedricamente muchas propiedades observadas, tales
como las longitudes de enlace C-C es una cadena insaturada, la alta estabilidad de los
compuestos aromaticos y la reactividad de moléculas insaturadas antes reaccion de
adicion, estableciéndose en algunos casos correlaciones experimento-teoria Utiles.

*Carozo: Nucleo

Las integrales correspondientes al desarrollo variacional se aproximan a:

Sij = (@i|Dj) = dij

Hij = (®iH |@i) = ci

Hij = <CI>i\He’§f \@i) = Bij
Es decir, que se desprecia cualquier traslape, las integrales de Coulomb se aproximan a
los potenciales de ionizacion de los estados de valencia y las de intercambio se anulan
para 4&tomos no vecinos y se asocian a una constante p para &tomos vecinos (conectados

por un enlace c); B evaluado termodinamicamente mide la energia de desmoralizacion

del sistema n. Aunque la consideracidn acerca de las integrales de traslape parece ser
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una consideracion muy drastica, no tuvo un efecto grande sobre los resultados y han
podido ser hechas ciertas predicciones sobre el comportamiento quimico y la estructura
de estos sistemas conjugados.

Con estas aproximaciones, y haciendo uso de la simetria molecular para simplificar el

problema secular, podemos obtener el conjunto de valores {ci,ey}. El método fue

concebido para hidrocarburos, pero prevé aproximaciones de oy [ para los
heteroatomos.

Aunqgue en la actualidad, esta teoria no es utilizada, sigue manteniendo su importancia
en el orden metodoldgico ya que, es posible resolver sin otra herramienta que lapiz y
papel, diversos sistemas conjugados y predecir reactividades y aspectos estructurales de
los mismos mediante el célculo de determinados indices, como los ordenes de enlace,
las cargas m y las energias de deslocalizacién; y en segundo lugar, porque la
formulacién de estos indices desde un punto de vista quimico-cuantico, a la vez que
enriguecié conceptualmente determinados conceptos de la quimica, fue de gran utilidad
en la explicacion de reactividades y mecanismos de reaccion con participacion de

moléculas insaturadas. (Enriqgue Moreno Guerrero. 1997)
9.1.2 LA TEORIA DE HUCKEL EXTENDIDIO

Este método, establecido para todos los electrones de valencia, complica el problema
secular respecto al Huckel simple, pero no llega a utilizarse un tiempo computacional
excesivo en el mismo.
Si se expresa el Hamiltoniano de un sistema como:

H = —§|:I2V2 +§ZA/ruA} S5Z,/1,B +3Z1/r,, + 52,7,/ Ry

uB=A A(B

En la formulacién del Hamiltoniano, Hoffmann sefiala que el término positivo
isoelectrénica se cancela con el término negativo electron-ndcleo, por lo que el
Hamiltoniano del sistema puede reducirse al monoelectrénico. EI término de repulsion
nacleo-nicleo no se considera explicitamente, sino a través de las aproximaciones
hechas a las integrales con parametros experimentales.
De esta manera el operador monoelectronico se puede descomponer en los operadores

de cada orbital atémico:
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Ho =2h

Por analogia con el Hickel simple, las integrales son reemplazadas por pardmetros

empiricos en el determinante secular H,, —&S, | =0

Los términos diagonales son aproximados al parametro o que corresponde al potencial
de ionizacion correspondiente, considerando los estados de valencia energéticamente
entre los 4 enlaces C-H lleva a considerar un estado un estado de valencia hibridizado y
de capa abierta para los atomos de carbono al cual le estan asociados varias posibles
configuraciones de spin. En este sentido deben de asignarse potenciales de ionizacion

que reflejen en lo posible el potencial de ionizacion del estado de valencia.

Los términos no diagonales son evaluados por la formula:

H, =05Klx,/2+a, /2B, (1)

Siendo K un pardmetro empirico ajustable y Suv la integral de traslape para los

orbitales atbmicos p y v centrada sobre tales dtomos. Esta ecuacion, conocida como
relacion de Wolfsberg-Helmholtz, parte de la consideracion de que la energia de
interaccion aumenta a mayor traslape entre los OA y que la energia de interaccién de
traslape entre OA de baja energia debe ser menor que aquella producida entre aquellos
de mayor energia aun considerando igual la magnitud de traslape. EI pardmetro K fue
parametrizado por Hoffmann, sugiriéndose el valor de 1.75. (Enrigue Moreno
Guerrero. 1997)

La ecuacién 1 es una generalizacion, derivada de la conocida aproximacion de
Mulliken, segun la cual la distribucién de electrones que es producto de dos OA*
centrados en dtomos distintos es tomada como aquello que resulta repartir por igual los

electrones entre los dos atomos.

Las funciones base son construidas de orbitales atdbmicos tipo Slater normalizados; se
define sobre la base de los OA y sus posiciones en la molécula, dados por las

coordenadas internas (o cartesianas) de los atomos. Las integrales Sij de traslape son

ahora todas calculadas explicitamente a partir de las funciones de onda atomicas
proyectadas geométricamente del sistema en el sentido de su conectividad.

* OA: Orbital atémico
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Una vez obtenida la matriz de traslape [S]y la matriz [h], ya que puede ser

resuelta la ecuacion secular de |H,, -5, =0

Hv
Se requiere entonces que las funciones base sean ortogonales, de manera que no
exista superposicion espacial alguna. Ello se logra realizando transformaciones

adecuadas sobre el sistema; si seleccionamos la matriz de transformacion A, la

cual aplicada sobre las funciones ¢, , @, ,.......... , produciran una nueva serie
de orbitales 1;,1,,..... que satisfacen la condicion de ortogonalidad; entonces:
<¢y ¢v> = Syv
1i = 2¢y Ayi
u
1j = §¢U Arpj
(& ‘lj> =90y

¢U>AA,uij = 2Alu *S,uv Ajj

¢v Au,uj > = EAuy " <¢y

(€ ‘1j> = 2(% A,
La condicion de ortogonalidad requiere que:

La)=A"SA=1
donde Y es la matriz unidad. Si consideramos que A es una matriz Hermitiana

(A* = A), entonces la ecuacion puede ser simbolicamente escrita como:

A - S -1/2
Como S es generalmente es una matriz no diagonal, es necesario transformarla a donde:
S =Usu

Siendo S’ una matriz diagonal. Evaluando (S’)"y regresando a S obtenemos:

S_1/2 iy (S’)'UZU 1
lo cual permite definir la matriz de transformacion.

Los coeficientes son obtenidos en la forma CLOA*, lo cual permite analizar
directamente propiedades de simetria, estructura de nodos y otros aspectos relativos a la

contribucion orbital de los enlaces, de gran importancia para el quimico.
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Las energias orbitales pueden interpretarse como energias de ligadura, asociadas
experimentalmente con energias de espectros de fotoelectrones y la energia total es
tomada como la suma de las energias unielectrénicas:
OM ocup
Er" = X e,
I

*CLOA: Funcién de orbitales moleculares.

Evidentemente, si las aproximaciones que sustentan el método tienen un efecto
negativo, es en los valores de energia total donde mas significativamente van a sentirse.
No obstante, se ha demostrado que (i) la variacion en la energia total como resultado de
un cambio en la geometria es aproximadamente el mismo que la variacion en la energia
electronica (incluyendo la repulsion nuclear), a pesar de que el valor absoluto calculado
y el real difieren considerablemente y (ii) la parametrizacion realizada a partir de los
valores empiricos, permite comparar valores de energia, tanto en el EHT para moléculas

como el variante de sdlido, para sistemas que se acercan a reaccionar. (Enrique

Moreno Guerrero. 1997)

La energia total, puede entonces ser mejorada con la consideracion del término de
Madelung formulado a partir de las cargas netas de cada atomo y que de alguna manera
tiene en cuenta el término internuclear. Esta alternativa es particularmente adecuada
para compuestos polares, donde los resultados sobrestiman la polaridad de los enlaces,

ya que los elementos de matriz H, del Hamiltoniano efectivo se han aproximado al

potencial de ionizacidn del atomo neutro y no del atomo cargado. Para corregir esto, en

el método se deja depender los elementos diagonales de la carga Q,neta sobre cada

atomo, de forma que:

H; =a; - AQ;
Donde A es un parametro. Tales cargas son ajustadas iterativamente durante el proceso

de resolver las ecuaciones correspondientes hasta que la solucion SCF se alcanza.
De ahi que esta opcion sea llamada interaccién de cargas. (Enrique Moreno
Guerrero. 1997)
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9.2 METODOS DE MECANICA MOLECULAR

LOS METODOS DE MECANICA MOLECULAR (MM) no estan basados en la
mecanica cuantica ya que no tienen relacion con el Hamiltoniano electrénico ni con la
funcion de onda y tampoco con la densidad electronica, sino més bien en las leyes de la
mecanica clasica, y usan como modelo una molécula compuesta por atomos
(considerados particulas puntuales dotadas de masa y carga) unidos por enlaces que se
pueden comparar con resortes. A partir del uso de varios pardmetros como las
constantes de fuerza de alargamiento del enlace y de la introduccion de términos que
permiten considerar interacciones entre los atomos no enlazados, el método construye
una expresion para la energia potencial que es funcion de las posiciones atomicas V (X,
y, z). Por medio de la minimizacién de esta funcién, para varios conformeros
moleculares, los métodos de MM predicen geometrias en el equilibrio y energias
relativas. Estos métodos fueron desarrollados por Westheimer, Hendrickson, Wiberg,
Allinger, Warshel y otros, quienes elaboraron sus propias parametrizaciones, y son
aplicables a estados electrénicos en su estado basal. La mayoria de las aplicaciones se
han disefiado para compuestos organicos, asi como para compuestos organometalicos y
de coordinacién. Debido a que los célculos de MM son mucho maés répidos que los
calculos mecénicos cuanticos, se pueden tratar sistemas de hasta 10000 atomos.

En estos métodos se analizan las contribuciones a la energia potencial de las moléculas
. . | -7
debidas a: alargamiento del enlace (\/*"), deformacion fuera del plano

(\/ "), rotacién interna alrededor de un enlace, también llamado torsion (\/ ),
interacciones entre estas clases de movimiento (que producen el termino cruzado
(V™). atracciones y repulsiones de Van der Waals entre los atomos no enlazados

(V™) e interacciones electrostéticas entre los atomos (\/ *). (Gabriel Cuevas;
Fernando Cortés 2003)
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Torsién

/ N\

/

Compresion de
enlace / /l\ﬂ

Angulo de enlace

Interacciones no-enlazante

Fig7. Principales fuerzas en mecéanica molecular

V :V alarg +V def +V oop +Vtor +V cruz +V vwd +V elec (ec1)
Las moléculas son tratadas como un conjunto de atomos en el espacio, unidas entre si mediante

enlaces y gobernadas por un conjunto de funciones de potencial mecanoclasicas. Como
consecuencia, la energia total de una molécula se obtiene como la suma de una serie de

contribuciones o términos perfectamente definidos que dependen de las coordenadas espaciales

de los ndcleos. (Juan Andreés; Juan Beltran 2000)

Los términos que componen la funcién energia pueden ser agrupados en:

» Términos de valencia: asociados a movimientos de tensién, flexion, torsion y
flexion fuera del plano. Son términos que dependen directamente de los enlaces
quimicos.

» Términos de no valencia: son los términos que reflejan las interacciones a larga
distancia entre atomos no enlazados. Engloban las interacciones de Van de
Waals y las interacciones electrostaticas.

* Términos cruzados: estos términos aparecen al considerar que los enlaces,
angulos de enlace y diedros en una molécula no estan aislados sino que pueden
estar influenciados por los atomos y grupos quimicos vecinos. vienen
representados por funciones que dependen de dos o mas coordenadas de

movimiento (p.e. término tension-flexién, término tension-torsion, etc.). (Juan

Andrés; Juan Beltran 2000)

48



<

Enlace Vv ¥%¢
5 ./VM/VWVMA/VW‘

Describe el cambi6 energético asociado al alargamiento o
acortamiento del enlace de una molécula

N

Angulo v *f

Energia asociada al aumento o disminucién del angulo de
enlace.

Energia

(V)= Angulo dihedro

V tor

Moléculas planas con centros trigonales, en la cual en
donde el desplazamiento por encima y debajo del plano
molecular constituye un tipo de distorsién que requiere
energia.

No enlace
V vdw +V elec

Interacciones de Van der Waals; aqui se incluyen todas las
interacciones entre los &tomos que o estdn unidos
directamente. Electrostatica; se utilizan cargas atdmicas
parciales localizadas sobre cada atomo.

Fig8. Contribuciones a la energia potencial molecular (Gabriel Cuevas; Fernando
Cortés 2003) / (Juan Andrés; Juan Beltran 2000)

49



La suma de estas contribuciones produce la energia, V, para una conectividad y
conformacién molecular determinada.

Algunas personas usan el término energia estérica o de tension para designar a 'V, pero
otros autores prefieren el de energia de tension para denotar otra cantidad. Las
expresiones explicitas empleadas para cada término en la ecuacion 1definen lo que se
Ilama campo de fuerzas en mecanica molecular y las derivadas de energia potencial
determinan las fuerzas que acttan en cada atomo. Un capo de fuerzas contiene formulas
analiticas para los términos en la ecuacion 1, asi como los valores para todos los

parametros que aparecen en estas formulas

Cada campo de fuerzas en mecénica molecular asigna un nimero (codigo) a cada atomo
en la molécula segun el tipo al que pertenece y en funcién de su nimero atémico, carga
y ambiente molecular. Cada tipo corresponde a diferentes caracteristicas y

comportamientos. (Gabriel Cuevas; Fernando Cortés 2003)

9.3 ANALISIS DE LOS TERMINOS DE LA ECUACION DE
ENERGIA POTENCIAL V

« Alargamiento: La energia potencial de alargamiento del enlace V¢ es
tomada como la suma de las energias potenciales Vijal 9 para el alargamiento
de cada enlace en la molécula vV **¢ = iZJ_Vija' 9, donde la suma es sobre todos
los pares de atomos directamente enlazados (relacion 1,2). La eleccion mas
simple para modelar el término V,"*®es el uso de la aproximacion del
oscilador arménico en donde V,'*®es una funcién cuadratica del
desplazamiento (o alargamiento de enlace) Iij de la longitud de referencia o

natural 1, esto es:

alar 1
VijI ’ =EKIJ (Iij _||OJ)2

La constante de fuerza K, y la longitud de referencia 1°, dependen del tipo

de los 4&tomos enlazados.

« Deformacion: La energia potencial V* es debida a la deformacion del

angulo de enlace entre tres atomos (relacion 1-3), que es considerada como

la suma de las energias potenciales Vij",ff para la deformacion de cada angulo
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de enlace de la molécula V"

1-3
= %Vij‘ff , donde la suma corre sobre todo los
U]

angulos de enlace que tiene la molécula. En este caso se calcula la energia

asociada a la vibracion de apertura o cierre alrededor del angulo de enlace en

el equilibrio. La eleccion mas simple para calcular Vij",ff es como una funcién

cuadratica:
Vdef —_ 1 K 0 60 2
ik~ 2 IJK( ijk — YK

donde 67, es el valor de referencia para el angulo de tipo 1JK, es decir, el
valor del angulo en el punto de minima energia. La constante K ,, controla la

flexibilidad del &ngulo de forman tres atomos directamente unidos. Estos
datos también son caracteristicos del tipo de atomos involucrados.

Torsion: El término V'™ es tomado de la suma de los términos V. sobre

tor
tor

1,4 X
todos los pares de atomos con relacion 1-4. V = ZVg'. La energia V. M se
ij

relaciona con la rotacion alrededor del enlace i-j en una secuencia de cuatro
atomos i-j-k-1.
La expresion usada con més frecuencia para V' es la serie de Fourier

truncada:

A =;12_1Vn[1+ cos@d) —d)oj

Términos cruzados: Los términos cruzados V“* en la expresion de V
representan acoplamientos entre los términos de alargamiento, deformacion
y movimiento de torsion. Para permitir estas interacciones se adiciona un
termino cruzado de alargamiento-deformacion con la  forma

1/2k,, (Al, + Al,)A6,dondeAl,, Al,yA# son las desviaciones de los enlaces

y los angulos de los valores de referencia.

Los términos cruzados mas usados son los de alargamiento-deformacion y
alargamiento-alargamiento para dos enlaces del mismo atomo, asi como
alargamiento-torsién, deformacion-torsion y deformacion-deformacién para

dos angulos con el mismo tipo de 4&tomo central.

Interaccion electrostatica; EIl termino electrostatica V ©* se toma como la

suma de las interacciones electrostaticas que involucran todos los pares de
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atomos excepto los pares con relacion 1-2 y 1-3: V;**se calcula usando la

expresion de la energia de interaccion electrostatica (Coulémbica),

_QQ,
elec Er Rij

E, es la constante dieléctrica del medio

V

R; la distancia entre los atomos

(Gabriel Cuevas; Fernando Cortés 2003)

Interacciones de VVan der Waals

El termino de Van der Waals usualmente se tomo como la suma de las

interacciones que involucran todos los pares de &tomos posibles con relacion

1-4; 1-5;1-6;.............. y se calculacomo V'™ = 3 V',

i,j)1-4
Las interacciones de Van der Waals y electrostaticas entre atomos con una
relacion 1-2 y 1-3 se consideran incluidas en forma implicita en los
parametros de alargamiento y deformacion. Cada término V' como el

potencial de Lennard-Jones que tiene la formula:

VVdW:E,J R*1 9 R*i
R; R;

donde R; es la distancia entre los atomos i y j, el parametro E,; es el valor

6

de la energia V'™ y el parametro R;, da el valor de la distancia Rij en el

minimo de la energia potencial v (Ey).

Las interacciones electrostaticas y de Van der Waals son llamadas interacciones de no

enlace y consumen la mayor parte del tiempo de computo ocupado en el calculo de V de

una molécula grande. (Gabriel Cuevas; Fernando Cortés 2003)

Debido a que las frecuencias moleculares dependen de la segunda derivada de la energia

respecto a las coordenadas nucleares, es necesario calcularla, 1o que es posible con

numerosas metodologias y niveles de teoria, como la de Hartree-Fock (HF), Magller-
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Plesser de segundo orden (MP2), CASSCF, etc., y en el marco de la teoria de
funcionales de la densidad a nivel BP8,PW91,B3LYP,entre otros, que la calcula de
forma analitica, aunque existen aproximaciones que lo hacen de forma numeérica.
También se debe considerar que el calculo de las frecuencias moleculares tiene sentido
cuando se calculan geometrias que corresponden a puntos estacionarios de la superficie
de potencial y, ademas, debe realizarse con el mismo nivel de teoria y la misma base de
calculo con que se optimizo la geometria molecular.

(Gabriel Cuevas; Fernando Cortés 2003)

9.4. METODO DE HARTREE-FOCK PARA EL CALCULO DE
PROPIEDADES DE ESTRUCTURAS ELECTRONICAS

La teoria de estructura electronica abordada a través de métodos ab initio se enfoca a la
prediccion de las propiedades de los sistemas atdmicos y moleculares. Esta basada en

las leyes de la mecénica cuantica.

POSTULADOS DE LA MECANICA CUANTICA
Postulado 1
a) El estado de un sistema dinamico de N particulas esta descrito por una funcion
W (0,0, Qay 1)
b) La cantidad de WY*¥(Q,,0,.......... 0,y .t)es proporcional a la probabilidad de

encontrar a la particula 1, entre q,yq, +dq,; a la particula 2, entre
q,yq, +dag,,...... , 'y a la particula N entre q,,YyQ,, +dg,, para un tiempo

especifico t.

Postulado 2
Para toda propiedad observable (cualquier variable dindAmica que puede ser medida)

de un sistema, existe su correspondiente operador (operacién matematica que
transforma una funcién en otra) lineal hermitiano y las propiedades fisicas del
sistema puede ser inferidas a partir de las propiedades matematicas asociadas a su
operador.

Postulado 3
Sea A un operador correspondiente a un observable. Entonces: Ay =agyp ,donde

ag, €s un numero. Si un experimentador efectla una serie de mediciones de la

observable relacionada con el operador A, el resultado sera siempre un valor propio
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de A. Solamente cuando la funcion de onda que describe al sistema coincide con la
funcién propia de A, un experimento dard el mismo resultado en cada medicién y
éste coincidira con el valor propio asociado a la funcion propia.

Postulado 4
Si el sistema esté descrito por una funcion que no es funcién propia del operador A,

una serie de mediciones de la observable relacionada con el operador A no daré el
mismo resultado. En lugar de eso se obtendra una distribucion de resultado donde el

promedio estara dado por la expresion:

A_<wszs>

Wshw )
Postulado 5
La evolucion del estado W (g, t) en el tiempo esta dada por la ecuacion

9y
in——=H
ot v
donde H es el operador de Hamilton o Hamiltoniano para el sistema.
(Gabriel Cuevas; Fernando Cortés 2003)

METODO DE HARTREE-FOCK

Las ecuaciones Hartree-Fock (HF) se obtienen al sustituir un determinante de Slater
en la ecuacién de Schrédinger; seguida por algunas transformaciones algebraicas.
Estas ecuaciones pueden ser vistas como una alternativa a la de Schrodinger donde
el Hamiltoniano exacto es sustituido por el operador de Fock: F¥=EWY. La diferencia
entre operador Fock y el Hamiltoniano exacto es que, en lugar de considerar que los
electrones interaccionan uno a uno mediante un potencial Couldmbico como lo hace
el Hamiltoniano, éstos mantienen una interaccion promedio con todos los electrones
del sistema. Lo anterior se logra al sustituir el operador Coulémbico por uno que
describe el promedio de la interaccion, de tal manera que las ecuaciones HF parecen
ser un conjunto de ecuaciones independientes para cada electrén. EI Hamiltoniano y
la funcion de onda verdaderos involucran las coordenadas de todos los electrones,
mientras que el operador Hartree-Fock, operador de un electron involucra las

coordenadas de un sé6lo electrén.
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La funcion de onda de Hartree-Fock esta descrita como un producto antisimétrico

(como un determinante de Slater) de espin-orbitales ¢. que minimizan la energia del

sistema segun la ecuacion:

F¢, (1) = €9, (1)
donde ¢, es la energia del orbital y F es el operador Fock, que se define como:

N/2

FO) =h@+ 3 R, -K,@]

j=t

(Gabriel Cuevas; Fernando Cortés 2003)
10 . QUIMIOTERAPIA DEL CANCER

La incidencia, distribucion geografica y comportamiento de los tipos especificos del
cancer se relacionan con mdultiples factores que incluyen sexo, edad, raza,
predisposicion genética y exposicion a carcindgenos ambientales. De estos factores,
probablemente el ultimo es el méas importante. Los carcindgenos quimicos (en particular
aquéllos presentes en el humo del tabaco) asi como los colorantes azo, aflatoxinas y
benceno estan implicados con claridad en la induccién de cénceres en humanos y
animales.

También se han implicado ciertos tipos de herpes y papilomas del grupo de virus de
DNA y de tipo RNA C como agentes causantes de canceres en animales y podrian

originar de igual modos algunos canceres en seres humanos.

11. DESARROLLO DE FARMACOS ANTINEOPLASICOS

Por tres decenios se ha hecho un gran esfuerzo por desarrollar medicamentos
antineoplasicos a través del disefio tanto de pruebas de seleccién empiricas como
racionales de los nuevos compuestos de la actualidad. Los avances recientes en este
campo han incluido la sintesis de péptidos y proteinas con la técnica de DNA
recombinante y anticuerpos monoclonales. El programa para el desarrollo de farmacos a
empleado el andlisis de unos cuantos sistemas tumorales animales trasplantables bien

reconocidos. El andlisis in Vitro para determinar sensibilidad medicamentosa de una
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bacteria de células tumorales humanas, puede aumentar o disminuir el programa de

analisis. (Bertram G. Katzung, 2002)

11.1. AGENTES DE ALQUILACION

Historia. La mostaza sulfurada fue sintetizada en 1854, pero no fue hasta 1887 cuando
se describieron por fin sus propiedades vesicantes. Durante la Primera Guerra Mundial,
la atencion médica se orientd en primer término a la accion vesicante de dicho
compuesto en la piel, 0jos y vias respiratorias, aunque mas tarde se advirtio que después
del contacto con él surgian signos toxicos graves a nivel sistémico. En 1919, Krumbhaar
y Krumbhaar hicieron la observacién pertinente de que la intoxicacion causada por la
mostaza sulfurada se caracterizaba por leucopenia, y en casos en que hubo necesidad de
necropsia, por aplasia de médula 6sea, disolucién del tejido linfoide y ulceras de vias
gastrointestinales.

En el lapso que medio entre la Primera y Segunda Guerras Mundiales se emprendieron
estudios amplios sobre las acciones bioldgicas y quimicas de las mostazas nitrogenadas.
Su notable accion citotoxica en el tejido linfoide motivdo a Gilman, Goodman vy
T.F.Dougherty a estudiar el efecto de tales compuestos en el linfosarcoma de trasplantes
en ratones, y en 1942 emprendieron estudios en seres humanos. Asi nacié la era de la

quimioterapia antineoplésica actual.

*Vesicantes: Sustancias que pueden ser solidas, liquidas o gaseosas que en contacto con la piel producen irritacion y

ampollas.

En sus fases iniciales, las investigaciones mencionadas se hicieron bajo las restricciones
de secreto maximo impuestas al empleo de agentes clasificados como sustancias bélicas.
Sin embargo, al terminar la Segunda Guerra Mundial se cambiaron las clasificaciones
de dichos compuestos.

Se han preparado miles de variedades de la estructura quimica basica de las mostazas
nitrogenadas, pero solo unos cuantos agentes han sido mas Utiles que el compuesto
original en circunstancias clinicas especificas. En la actualidad, en la quimioterapia de
las neoplasias se utilizan cinco tipos principales de agentes de alquilacion: 1) las
mostazas nitrogenadas; 2) las etileniminas; 3) los alquilsulfonatos; 4) las nitrosoureas y
5) los triazenos.
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Propiedades quimicas. Los agentes de alquilacién de uso en quimioterapia tienen en

comun la propiedad de tornarse electrofilos potentes, por la formacion de intermediarios
del ion carbonio o de complejos transicionales con las moléculas “blanco” en las que
actlan. Tales reacciones motivan la formacién de enlaces covalentes, por alquilacién de
diversas fracciones nucledfilas, como los grupos fosfato, amino, sulfhidrilo, hidroxilo,
carbonilo e imidazol. Los efectos quimioterapéuticos y citotdxicos guardan relacién
directa con la alquilacién del acido desoxirribonucleico. EI &tomo del nitrégeno 7 de la
guanina es particularmente susceptible a la formacion de enlaces covalentes con los
agentes de alquilacion bifuncionales y pueden presentar adecuadamente el punto clave o
“blanco” que gobierne los efectos bioldgicos. Sin embargo, hay que advertir que pueden
ser alquilados en menor grado otros atomos en las bases de purina 'y

pirimidina de DNA, como serian los nitrégenos 1 y3 de adenina, el nitrégeno 3 de
citosina y el oxigeno 6 de guanina, como lo estaran los atomos de fosfato de las cadenas
de DNA y los grupos amino y sulfhidrilo de proteinas. (Goodman & Gilman, 2003)
Son macromoléculas intracelulares. Estos agentes se clasifican como monofuncionales
(un grupo reactivo) o bifuncionales (dos grupos reactivos). Los agentes alquilantes
bifuncionales pueden formar enlaces cruzados entre moléculas bioldgicas y son el tipo
mas util en la clinica.

Los agentes alquilantes fueron los primeros empleados para tratar tumores malignos y
ahora se usan en muchos regimenes quimioterapéuticos combinados. Los agentes
alquilantes poseen muchos efectos comunes. La toxicidad limitante de la dosis es
mielosupresion (reduccion de la produccion de leucocitos y plaquetas). La neutropenia
(cuenta de neutrofilos menor de 2000/uL) aparece alrededor de 10 dias después de
iniciar la administracion del farmaco y el recuento sanguineo mas bajo, se observan a
los 15 dias aproximadamente. La recuperacion a los niveles basales en general ocurre
entre 21 a 28 dias; esto puede retardarse con melfalan y las nitrosoureas. (Harold
Kalant, 2002)
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NOMBRES

CLASE TIPO DE AGENTES GENERICOS Y ENFERMEDAD
OTROS
Enfermedad de
Hodgkin, linfomas no
Carmustina (BCNU) | Hodgkin, tumores
Nitrosoureas cerebrales primarios,
Lomustina (CCNU) | mieloma mdltiple,
melanoma maligno.
Agentes de
alquilacién

Triazenos

Dacarbazina
(DTIC;
dimetiltriazeno
imidazolcarboxamida)

Temozolomida

Melanoma  maligno,
enfermedad de
Hodgkin, sarcomas de
tejidos blandos.

Glioma
Melanoma maligno

Tabla 4. Goodman & Gilman. Las Bases Farmacologicas de la Terapéutica. (Joel
G. Hardman. Lee E. Limbird .Vol Il. 102 edicion. Mac. Graw-Hill. Mexico. 2003.)
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11.2. DACARBAZINA (DTIC)
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Fig.9. Estructura de Dacarbazina y su mecanismo de accion

Aunque considerado inicialmente como antimetabolito, el derivado triazénico 5-(3,3-
dimetilo-1-triazeno)-imidazol-4-carboxamida, de un nombre comun dacarbazina o
DTIC. (Goodman & Gilman, 2003). Se sintetiz6 originalmente como un
antimetabolito para inhibir la biosintesis de purina. Se cree que actla a través de la
formacion de un metabolito con propiedades alquilantes. EI farmaco se emplea
principalmente para tratamiento de sarcomas, enfermedad de Hodgkin y melanomas.
Causa nauseas y vomito en una elevada proporcion de pacientes, y la toxicidad que

limita la dosis es la mielosupresion. (Harold Kalant, 2002)
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Este compuesto sintético necesita de la activacion inicial por parte del higado, en una
reaccion de N-desmetilacion , tal reaccién se lleva a cabo mediante enzimas
microsomales hepaticas, al derivado monometilo que se descompone de manera
espontanea en 5-aminoimidazol-4-carboxamida, que se excreta en la orina, y
diazometano. Este ultimo genera un ion metilo carbonio que se cree es la especie
probablemente citotoxica. La dacarbazina se administra por via parenteral y no después
de algin esquema. (Bertram G. Katzung, 2002). La absorcion oral es erratica e
incompleta y el porque de que DTIC sea administrada intravenosamente. Después de la
administracion intravenosa, desaparece rapidamente del plasma probablemente como
resultado del metabolismo hepatico. El clearance* es bifasico con vida media inicial y
final de 20min y 5 horas respectivamente. En pacientes con disfuncion renal y hepaticas
se prolonga el clearance (vida media terminal de 7.2 horas). El farmaco es pobremente
distribuido al liquido cefalorraquideo. A las 6 Y4 horas de la excrecion del farmaco esta
intacto y el remanente es un metabolito ~ N-demetilado, 5-amino-4-imidazol
carboxamida (AIC). En dosis recomendada, solo alrededor del 5% del fa&rmaco se une a
proteinas. La secrecion tubular renal parece ser responsable de la mayoria de la
eliminacion urinaria del farmaco y su metabolito. Alrededor del 50% de la dosis se
excreta en la orina.

Este farmaco destruye células en todas las fases de su ciclo. Se ha atribuido la
farmacorresistencia a la reparacion de las bases guaninicas metiladas en el DNA, por

activacion de la transferasa O6-alquilo de guanina. (Goodman & Gilman, 2003)

*Clearance o depuracion: Es la depuracion o eliminaciéon de un farmaco por unidad de tiempo, generalmente constante
dentro de las concentraciones terapéuticas.
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11.3. TEMOZOLOMIDA
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Figura.10. Caracteristicas biologicas de los atomos de la molécula temozolomida.
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Compuesto sintetizado originalmente en 1984. Temozolomida es clasificado como una
imidazotetrazinona. Estudios de estabilidad quimica han mostrado que Temozolomida
se hidroliza espontaneamente a MTIC a un pH de 7.0. Por lo tanto, siguiente a la
absorcion intestinal el carbonil electropositivo C4 del anillo de la tetrazinona de
temozolomida, es susceptible a un ataque nucleofilico por el agua, formandose asi
MTIC el cual luego réapidamente se degrada a un derivado &cido carboxilico inactivo 5-
aminoimidazol-4-carboxamida (AIC), y un altamente reactivo ion metildiazonio. Este
cation es el agente metilante activo y es vulnerable a ataques nucleofilicos instantaneos
por donadores de electrones dentro de los nucledtidos de DNA causando la transferencia

del grupo metil del ion para formar un aducto de DNA metilado. (Malcolm J.M y col.,
2002)

En nifios y adultos con cancer avanzado, Temozolomida en forma oral (50 a 20 mg/m?)
muestra una farmacocinética predecible. La absorcion gastrointestinal de

Temozolomida es completa (biodisponibilidad ~ 100%) y répida [tiempo en que tarda
en alcanzar concentraciones altas en plasma (t )~ lhr]. Se absorbe rapidamente por
via oral, alcanzandose la Cmax a las 0.5-1.5 horas de su administracion,
transforméndose al poco tiempo en su metabolito activo. Presenta una baja unién a
proteinas plasmaéticas (10-20%) atravesando con rapidez la barrera hematoencefalica. Su
principal via de eliminacion es la renal, siendo su semivida de 1.8 horas. Su
biodisponibilidad en LCR es aprox. el 30% de la plasmética (Cuesta Teran, Martinez
de la Gandara.,2000).

Sin embargo, la administracién de Temozolomida (200mg/ m? /dia por cinco dias) con

comida retrasa los valores t _ en un 110% y suprime ambos, la concentracion maxima
en plasmaC__ Y el area bajo la curva tiempo-concentracion en plasma (AUC) por 32

y 9% respectivamente. (C__ Yy AUC incrementan linealmente con la dosis.

Temozolomida tiene un rango calculado del volumen de distribucién (Vd) 28.3 a 47.2L.
La concentracion de Temozolomida en plasma disminuye con una eliminacién principal
vida-media de =~ 1.8 horas (rango 1.7 a 1.9 horas). Seguido de la absorcion,
Temozolomida es inmediatamente sujeto de un proceso de eliminacion que involucra

excrecion via rifiones. El principal proceso de eliminacion es via hidrolisis pH-

62



dependiente a MTIC luego la degradacion a 5-amino-imidazol-4-caboxamida, un y
altamente reactivo i6n metildiazonio. La biotransformacién hepatica de Temozolomida
a Temozolomida acida tiene un rol de eliminacion menor.

Analogo de Dacarbazina, Temozolomida es un profarmaco alquilante monofuncional,
contrario a la Dacarbazina no requiere del metabolito hepatico ademas de poder cruzar
la barrera hematoencefalica.

Contrario a la Dacarbazina, Temozolomida no requiere metabolismo hepético para las
especies intermediarias (MTIC), espontaneamente se hidroliza a (MTIC) a un pH de
7.0. MTIC se degrada a un cation altamente reactivo que metila guaninas en el DNA en

la posicion 06. Temozolomida ha mostrado actividad citotdxica y antiproliferativa en

lineas celulares y tumores aislados de pacientes.

La potenciacion de la actividad de temozolomida con los inhibidores de la reparacion
del DNA sera en un futuro un area experimental y clinica a explorar en el futuro. Tiene
actividad importante contra gliomas y melanoma en seres humanos. Tiene el mismo
perfil de toxicidad que la DTIC, y actividad contra gliomas y melanomas malignos.
(Goodman & Gilman, 2003)

11.4. NITROSOUREAS

Estos farmacos parecen no reaccionar de manera cruzada (con respecto a la resistencia
tumoral) con otros alquilantes; todos parecen requerir de una biotransformacién para
lograr su accién antitumoral, la cual se presenta por descomposicion no enzimatica para
liberar derivados con acciones tanto alquilantes como *carbamoilantes. Las nitrosoureas
son bastante liposolubles y atraviesan la barrera hematoencefélica, lo que las hace Utiles
en el tratamiento de tumores cerebrales. Se cree que la funcion de las nitrosoureas se
lleva acabo por el entrecruzamiento a través de la alquilacion del DNA. Los
medicamentos pueden ser méas efectivos contra las células en fase de meseta en
desarrollo exponencial, aunque dentro de una poblacion celular ciclica los farmacos
parecen retardar la progresion a través de la fase sintética de DNA. (Bertram G.
Katzung, 2002)

Los farmacos de este grupo, que incluyen BCNU (carmustina) N,N"-bis (2-cloroetil)-N-
nitrosourea y CCNU (lomustina) N’-ciclohexil-N-(2-cloroetil)-N-nitrosourea,  son
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agentes alquilantes que no tienen mostaza en su molécula. Una diferencia principal
entre estos farmacos y otros agentes alquilantes es su carécter lipofilico, que permite a
una fraccion significativa estos farmacos atravesar la barrera hematoencefalica y actuar
contra tumores en el SNC. Aunque casi todos los agentes alquilantes causan
concentraciones minimas de leucocitos (nadir) alrededor de 10 dias después de su
administracion, y recuperacion en los dias 21 a 28, las nitrosoureas ocasionan dos
nadires, uno proximo al dia 10 y un segundo alrededor del dia 28, con recuperacion ¢

erca del dia 42. Por tanto, estos agentes se administran con intervalos de seis a
ocho semanas en vez de tres a cuatro semanas como otros agentes alquilantes. Con el
empleo cronico puede ocurrir toxicidad pulmonar (neumonitis intersticial). En la
actualidad las nitrosoureas tienen una funcién muy limitada en el tratamiento de cancer.
(Harold Kalant, 2002)

@) NO
H H ‘ H, H,
N C N c —cCc —~cl
Figll. CCNU

Luego de la administracion oral de CCNU o metil-CCNU, las concentraciones maximas
plasmaéticas de metabolitos aparecen en 1 a 4 horas y las concentraciones en el SNC
Ilegan de 30 a 40% de las del plasma.

*Carbamoilante: Reacciones con compuestos carbonilo participan otros grupos funcionales y aminoacidos como Lisina o
Arginina.

Aunque la vida media plasmatica inicial se encuentra en el intervalo de seis
horas, una segunda vida media esta en el intervalo de 1 a 2 dias. La excrecion
urinaria parece ser la principal via de eliminacion del farmaco. Es de interés una
nitrosourea de origen natural que contiene azucar, la estreptozocina, debido a que tiene
una minima toxicidad sobre la médula désea y, con frecuencia, es eficaz en el tratamiento
del carcinoma de las células de islote secretora de insulina del pancreas y en ocasionas
en los linfomas de Hodgkin. (Bertram G. Katzung, 2002)

Las nitrosoureas, que incluyen compuestos tales como 1,3-bis-(2-cloroetil)-1-
nitrosourea (carmustina, BCNU), 1-(2-cloroetil)-3-ciclohexil-1-nitrosourea (Lomustina,
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CCNU) vy su derivado metilo (semustina, metilo-CCNU), ejercen su toxicidad por la
separacién espontanea de las fracciones alquilantes carbamoilantes.

Las nitrosoureas antineoplésicas tienen en comun la capacidad de experimentar
degradacion espontanea no enzimatica, con la formacion del ion 2-cloroetil carbonio (a
partir de compuestos CNU); este producto electrofilo potente alquila diversas sustancias
y se han identificado aductos (complejos de inclusion) con guanina, histidina y adenina.
En esta situacion, el desplazamiento del atomo de halégeno puede ocasionar enlaces
cruzados entre uno y otro filamento de DNA o dentro de un solo filamento.

Las nitrosoureas tienen importancia en el tratamiento de los tumores cerebrales y las
neoplasias de vias gastrointestinales. Al parecer actian como agentes de alquilacion
bifuncionales. Las nitrosoureas utilizadas hasta la fecha en seres humanos, causan una
*mielosupresion profunda y acumulativa que reduce su utilidad terapéutica. Ademas, la
administracion prolongada de las nitrosoureas ha ocasionado insuficiencia renal. Como
ocurre con otros agentes de alquilacién, las nitrosoureas son altamente carcinégenas y

mutagenos. (Goodman & Gilman, 2003)

*Mielosupresi()n: Afeccion en la cual disminuye la actividad de la médula 6sea; esto da lugar a que haya menos glébulos
rojos, glébulos blancos y plaquetas.
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Figl2. Mecanismo de accién de nitrosoureas.
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11.5. ANALOGOS
Tanto las nitrosoureas como los triazenos son agentes quimioterapéuticos alquilantes
usados en el tratamiento de cénceres humanos, principalmente gliomas, linfomas,
algunos tumores sélidos y melanomas. Desafortunadamente, la eficacia clinica de estos
agentes es limitada por que causan una toxicidad retardada hematoldgica acumulada.
Una toxicidad reducida e incremento en las actividades antineoplasicas fue llevado a
cabo cuando grupos nitroexil (aminoxyl), tales como 2, 2, 6,6-tetrametilpiperidina-N-
Oxyl (TMPO) fue introducido dentro de la estructura quimica de cierto farmaco
anticancerigeno. Este descubrimiento alentd a los investigadores a sintetizar un nimero
de analogos spin labeled de los farmacos anticancerigenos CCNU y DTIC. Estos
compuestos muestran ventajas sobre CCNU y DTIC, teniendo baja toxicidad y alta

actividad anticancerigena contra modelos de tumores experimentales. (Vesselina
Gadjevay col., 2003)

11.6. ANALOGOS DE DTIC

Una seria desventaja de DTIC como un agente quimioterapéutico no es solo su alta
toxicidad, efectos adversos, si no también su fotosensibilidad que le permite una répida
descomposicion. La sustitucion del anillo imidazol con un anillo aril u otro anillo
heteroaril estabiliza las triazinas en muchos casos no afecta su actividad. En el caso de
la introduccion del radical libre nitroxil en la estructura de las triazinas (DTIC)
incrementa la estabilidad de este compuesto. Las triazinas spin labeled muestran dos
veces una menor toxicidad contra linfocitos humanos que DTIC. Ademas, las triazinas
spin labeled parecen ser mas toxicas en las células B16, YAC-1 y a linfocitos humanos
que DTIC. (Antoaneta My col., 2001)

Se cree que los radicales nitroxil estables (spin labels) pueden actuar como un vehiculo
de transporte a través de las membranas celulares y en general los radicales aminoxil
poseen baja toxicidad. Es también sabido que los radicales nitroxil se acumulan
predominantemente dentro de los tumores pigmentados melanoma. Con el propdsito de
que se tenga un efecto citotoxico mas selectivo se han sintetizado nitrosoureas spin
labeled y triazenos spin labeled (DTIC, SLTA6, SLTA8) como potentes agentes
antimelandmicos selectivos, en dicho estudio preliminar se observd una mayor
toxicidad para células melanémicas B16 que para YAC-1 y para linfocitos normales
fue demostrado para las triazinas spin labeled en comparacion con DTIC.

66



Se dedujo que triazinas spin labeled son agentes citotdxicos selectivos contra células
B16. Al realizarse un estudio comparativo de derivados de triazinas spin labeled
(SLTA6 y SLTAS8) con DTIC. La actividad citotoxica de las triazinas spin labeled fue
evaluada en leucemia linfoide L1210 en ratones.

La distribucién de SLTA6 y SLTAS8 se encontrd en higado, pulmones, cerebro, sangre
en rifiones y en tumor (melanoma B16) de ratones C57BL. La m&xima concentracion de
estos compuestos fue encontrada 30 minutos después de la inyeccién i.p en pulmones y
tumor melanoma B16. La triazina spin labeled también se encontr6 en cerebro, y esto
podria ser debido al hecho de que las nitrosoureas spin labeled cruzan la barrera
hematoencefélica y podria ser el “farmaco de eleccion” en la quimioterapia de los
tumores en cerebro. Una baja acumulacion fue encontrada 30 minutos después de la
inyeccion i.p en el higado con lo cual caracteriza al compuesto posiblemente con una
baja toxicidad aguda. Estas triazinas spin labeled fueron localizadas principalmente en
el melanoma B16. Sin embargo una alta concentracion de ambos SLTA6 o SLTAS en
melanoma B16 permanecio constante en el tumor durante el transcurso del estudio de

tal estudio.

Este resultado puede ser explicado por la acumulacién selectiva de la parte acarreadora
de la porcion nitroxil de las triazinas spin labeled, en el tumor melanoma B16, y puede
ser un prerrequisito para su citotoxicidad selectiva. No se encontré una diferencia
significativa entre la concertacion de SLTA6 y SLTAS8 en melanoma B16.

En un estudio in Vitro, SLTAS8 inhibi6 la proliferacion de células de melanoma B16
mas que SLTAG. Los efectos benéficos como una alta actividad antimelanémica y baja
toxicidad de las triazinas spin labeled puede ser atribuida a el efecto antioxidante del
nitroxido incorporado. La introduccion de este antioxidante también permite una

acumulacién selectiva en el tumor selectivo melanoma B16 y en el cerebro. (Vesselina
Gy col., 2002)
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La sustitucion del anillo imidazol con un anillo aril u otro anillo heteroaril estabiliza los

triazenos y en mucho de los casos, no afecta adversamente sus efectos.

El radical nitroxil estable puede actuar como un vehiculo de transporte a través de las

membranas celulares y en general radicales aminoxil poseen baja toxicidad.
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La sustitucion del anillo imidazol con un anillo aril u otro anillo heteroaril estabiliza los
triazenos y en mucho de los casos, no afecta adversamente sus efectos.

El radical nitroxil estable puede actuar como un vehiculo de transporte a través de las

membranas celulares y en general radicales aminoxil poseen baja toxicidad.

11.7. ANALOGOS DE NITROSOUREAS CCNU

Los analogos de nitrosoureas (CCNU) han sido preparados, y han mostrado ventaja
sobre CCNU-teniendo baja toxicidad y alta actividad anticancerigena contra algunos
modelos experimentales de tumores. (Antoaneta M y col., 2001)

Todas las nitrosoureas spin labeled mostraron un corto tiempo de vida media y una baja
actividad carbamoilante que las de CCNU. Sin embargo, su actividad alquilante fue
mayor que CCNU. Es obvio que, en su totalidad, ambos la introduccion de porciones de

aminoéacidos y sustitucion de la porcion ciclohexil con el radical libre nitroxil, permite
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una rapida descomposicion de los compuestos y también decrecen sus actividades
carbamoilante, por otra parte aumentan sus actividades alquilantes.

El mecanismo general de accidn de estos farmacos implica la ciclizacion intramolecular
para formar un ion etilenimonio que pude transferir directamente o mediante la
formacion de un ion carbonio, un grupo alquilo a un constituyente celular. Ademas de la
alquilacién, un mecanismo secundario que se presenta con las nitrosoureas implica la
carbamoxilacién de los residuos de lisina de proteinasa través de la formacién de
isocianatos.

Resultados de pruebas in vivo contra melanoma B16 de las nitrosoureas spin labeled
aminoacidos y CCNU muestran que el mayor efecto antimelanémico a la nitrosourea
spin labeled alanina. Todas las demas nitrosoureas (con excepcion de SLCNUmet)
también muestran mejor actividad que CCNU. Ademas las nitrosoureas spin labeled
aminoacidos muestran una mas baja toxicidad que CCNU.

De esta manera, se considera que la introduccion de una porcidén nitroexil a las
estructuras tanto de CCNU y DTIC, puede empezar una nueva tendencia para la
preparacion de farmacos antimelandmicos potentes mas selectivos y menos tdxicos.
(Antoaneta My col., 2001)

H O R (0] H H
.
N*C*S*N*C*’\‘I*C‘*C‘;'” CL

NO H H

H H

H l\‘l H
0.

SLCNU

COMPUESTO R
SLCNUala CH;
SLCNUleu CH;-CH(CH3z);

Figl5.Analogos de CCNU

La introduccién de una porcion de aminoacidos y la sustitucidn del ciclohexil por un radical
libre nitroxil en nitrosoureas permite una descomposicion rapida de los compuestos y también

decrece su actividad carbamoilante y por otra parte incrementa su actividad alquilante.
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12. MATERIALES Y METODOS

EQUIPO

= Supercomputadora SGI Silicon Graphics Octane 2

= Computadora Silicon Graphics

METODO

»= Mddulo Build de Civil 6.7y 7.0
= Silicon Graphics Spartan Builder
= Programa computacional de disefio molecular; Tripos SYBYL

Molecular Modeling Software. Ver 6.9y 7.0
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13. METODOLOGIA
DIAGRAMA DE FLUJO

Construccion de las moléculas a
trabajar;(Dacarbazina, Temozolomida
Lomustina y analogos). Utilizando:
Sybyl 6.9y 7.0
Silicon Graphics Spartan Builder

v

Buscar la estructura de la enzima

DNA Metiltransferasa en Protein

Data Bank;
(http://www.csb.org/pdb/)

Limpiar

DNMT de moléculas

de agua.

la enzima

v

Validacion del
POCKET

Adicionar hidrégenos a la enzima
DNMT vy calcular las cargas mediante el
método Gasteiger-Huickel.

Calcular la energia de la estructura de
la enzima (kcal/mol).

v

Realizar un estudio de POCKET para
determinar el sitio activo de la enzima

Metiltransferasa.

Llevar a cabo los estudios de DOCKING entre
cada una de las estructuras a trabajar
(conférmeros optimizados y no optimizados) y la
enzima Metiltransferasa.

Calcular las cargas
de cada uno de los
atomos de las
moléculas (enzima y
ligandos) a trabajar,
por el método
Gasteiger- Huckel.

Determinar los aminoéacidos de la
DNMT vy
funcionales de los antineopléasicos que AE
se encuentran interaccionando asi
como las distancias (A) de interaccion.

enzima

grupos uno de los dockings:

binding steric

=Eg.. tTEA

Calcular la energia de interaccion de cada

AE= [E complex-(E enzime+E ligand)]
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14. RESULTADOS

MOLECULA

DTIC

TEMOZOLOMIDA

SLTA1

SLTA2

SLTA3

SLTA4

SLTA5

SLTA6

SLTA7

SLTAS8

SLTA10

CCNU

SLCNUIeu

SLDTIC

ENERGIA
INICIAL
Kcal./mol

25.539

26.97

106.552

52.875

50.870

51.843

94.11

49.356

49.225

41.356

60.715

64.509

56.193

137.251

ENERGIA
OPTIMIZADA
Kcal./mol

25.47

26.97

4.231

5.78

2.449

3.57

2.20

-1.30

1.710

-1.518

1.297

-5.837

-8.928

13.286

TABLA 5. RESULTADOS DEL ANALISIS CONFORMACIONAL

CONFORMERO

CNF_589
E = 25.54kcal/mol

CNF_127
E = 16.563kcal/mol
CNF_ 290089
E =9.26 Kcal./mol
CNF_ 17030
E =9.70 Kcal./mol

CNF_ 82435
E =5.27 Kcal./mol

CNF_ 497083
E =6.72 Kcal./mol

CNF_ 13595
E =5.73 Kcal./mol

CNF_ 498217
E = 11.91 Kcal./mol/

CNF_ 497209
E = 6.14 Kcal./mol

CNF_ 37720
E =12.47 Kcal./mol

CNF_ 466585
E =5.65 Kcal./mol

CNF_ 416467
E =2.90 Kcal./mol

CNF_ 80665
E = 14.95 Kcal./mol

CNF_ 19405
E = 31.29 Kcal./mol



ENZIMA METILTRANSFERASA

Figl6. Enzima metiltransferasa. Aminoacidos (TYR242, THR226, LYS162,
ILE249, ARG228, ILE86,ASN123, THR250, ARG240, GLN237, GLU164), involucrados
en el sitio activo.
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ESTRUCTURA
CONFORMERO

Dacarbazina
CNF_589

E=21.434
Kcal./mol

ENERGIAS
INCIALES
(Kcal./mol)

E.total=-12.351
Estérica= -9.965
Electrostatica= -2.387
E.inicial = 20648.063

E.total=-10.508
Estérica= -9.147
Electrostatica= -1.362
E.inicial =21400.107

E.total=-12.940
Estérica= -8.523
Electrostatica= -4.418
Einicial =21409.872

ENERGIAS FINALES
(Kcal/mol)

E.total=-30.093
Estérica=-14.018
Electrostatica= -16.076
E.final = 20630.967

E.total= -31.464
Estérica= -8.820
Electrostatica= -22.644
E.final =21380.718

E.total= -31.527
Estérica=-10.353
Electrostatica= -21.174
E.final =21391.713

TABLAG. Docking entre la enzima DNMT y el conférmero de Dacarbazina
* AEbinding= E steric + EA [E complex — (E enzime + E ligand)]

*AE
binding

(Kcal/mol)

-7171.23

-73.796

-62.792

INTERACCIONES

DTIC

0 (9)
N (10)
N (4)

0 (9)
N (4)
N (10)

N (4)
0 (9)
N (10)
H (11)
H (14)

ENZIMA
DNMT

H (3908) ARG165
H (3910) ARG165
H (4612) THR 250

H(4530) ARG 240
H (4447)ARG 228
H (4607) ILE 249

H (3908) ARG 165
H (3908) ARG 165
H (3878) LYS 162
H (3876) LYS 162
H (4612) THR 250

DISTANCIAS

A

1.727
2.777
3.294

1.653
2.601
3.132

3.061
1.618
2.538
2477
2.175
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ESTRUCTURA
CONFORMERO

Dacarbazina
CNF_589

E=25.54
Kcal/mol

ENERGIAS INCIALES
(Kcal./mol)

E.total= -14.376
Estérica=-9.959
Electrostatica= -4.418
Ei=22089.968

E.total= -15.761
Estérica= -11.075
Electrostatica= -4.687
Ei=21412.106

E.total=-23.351
Estérica= -10.391
Electrostatica= -12.960
E.inicial= 21344.134

ENERGIAS FINALES
(Kcal/mol)

E.total= -31.281
Estérica=-12.289
Electrostatica= -18.992
E.f=21389.265

E.total= -33.421
Estérica= -10.695
Electrostatica= -22.727
E.f=21389.556

E.total= -31.669
Estérica= -5.687
Electrostatica= -25.982
E.final=21333.519

TABLAG. Docking entre la enzima DNMT y el conférmero de Dacarbazina
* AEbinding= E steric + EA [E complex — (E enzime + E ligand)]

*AE binding
(Kcal/mol)

-65.066

-66.915

-121.27

INTERACCIONES

DTIC

0(9)
N (6)
N (10)
N (2)
N (4)

N (4)
0(9)
N (10)
N (15)

N (4)
N (2)
N (6)
0(9)
C(®)
N (10)

ENZIMA
DNMT

H (3878) LYS162
H (3876)LYS162
H (4612) THR250
H (4600) ILE249
H (4612) THR250

H (3908) ARG165
H (3908) ARG165
H (4616) THR250
H (3876) LYS162

H (4612) THR 250
H (4612) THR250
H (3877) LYS162
H (3908) ARG165
H (3908) ARG165
H (3908) ARG165

DISTANCIAS
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A

1.949
1.788
3.077
4.405
2.832

3.189
1.670
3.072
2.492

2.517
3.594
2.015
1.605
2.493
2.842



INTERACCIONES

ESTRUCTURA ENERGIAS INCIALES ENERGIAS FINALES */E binding DISTANCIAS
CONFORMERO (Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol) ENZIMA A
DTIC DNMT
0 (9) H(3908) ARG165 1.605
E.total=-19.553 E .total=-34.146 C(8) H(3908) ARG165 2.503
Estérica=-8.547 E. Estérica= -10.016 -123.471 N (10) H(3908) ARG165 2.851
Electrostatica= -1.006 Electrostatica= -24.130 N (6) H(3877) LYS162 2.080
E. inicial =21348.456 E .final =21333.723 N (15) H (3877)LYS162 2.726
N (4) H(4612) THR250 2.530
Dacarbazina N (2) H (4612) THR 250 3.484
CNF_589
E=25.54
Kcal/mol E.total=-20.316 E.total=-35.259 N (2) H(4601)ILE 249 2.611
Estérica=-13.546 Estérica= -15.293 -273.692 N (4) H(3876)LYS 162 1.744
Electrostatica= -6.770 Electrostatica= -19.966 0(9) H(3878)LYS 162 1.984
E.inicial= 21203.914 E.final=21184.687 N (10) H(4612)THR 250 2.696

TABLAG. Docking entre la enzima DNMT y el conférmero de Dacarbazina
* AEbinding= E steric + EA [E complex — (E enzime + E ligand)]
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Fig 17. Interacciones entre Dacarbazina y el sitio activo de Metiltransferasa. Complejo de Mejor interaccion:
-273.692 Kcal/mol.
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CONFORMERO

TEMOZOLOMIDA

CNF_

E= Kcal/mol

ENERGIAS INICIALES
(Kcal/mol)

E total =-10.029
E estérica =-9.972
E electrostatica = -0.057
E inicial = 21415.484

E total =-12.774
E estérica = -8.350
E electrostatica = -4.424
E inicial = 21403.330

E total =-13.089
E estérica = -12.027
E electrostatica = -1.061
E inicial = 21401.387

E total =-14.720
E estérica =-10.763
E electrostatica = -3.957
E inicial =21397.772

ENERGIAS FINALES
(Kcal/mol)

E total =-28.119
E estérica =-11.851
E electrostatica = -16.268
E inicial = 21386.802

E total =-34.882
E estérica =-12.454
E electrostatica = -22.428
E inicial =21380.170

E total = --28.782
E estérica = -15.489
E electrostatica = -13.294
E inicial =21384.763

E total =-35.151
E estérica =-12.763
E electrostatica = -22.388
E inicial = 21377.649

TABLAT. Docking entre la enzima DNMT y el conférmero de TEMOZOLOMIDA
* AE binding= E estérica + AE [E complex-(E enzime + E ligand)]

*AE binding
(Kcal/mol)

-55.46

-68.855

-58.162

-71.645

INTERACCIONES

TEMO

N(18)
C(13)
0(17)
N(8)
C(6)
0(10)

C(6)
0(10)
0(17)

N(8)
N(18)

N(8)
0(17)
N(18)

C(6)
0(10)

0(17)
N(18)
N(8)
C(6)
0(10)

DNMT

H(3910) ARG165
H(3908) ARG165
H(3908) ARG165
H(3260) ILES6
H(3876) LYS162
H(4533) ARG240

H(4423) THR226
H(4423) THR226
H(4530) ARG240
H(4601) ILE249
H((4607) ILE249

H(3570) LYS122
H(3877) LYS162
H(3877) LYS162
H(3260) ILES6
H(3577) ASN123

H(4530) ARG240
H(4607) ILE249
H(4601) ILE249
H(4423) THR226
H(4423) THR226
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DISTANCIAS

A

2.969
2.617
1.651
3.830
3.762
3.835

2.872
1.785
1.691
2.501
2.832

2.723
1.599
3.334
2.966
2.368

1.691
2.833
2.507
2.874
1.787



CONFORMERO ENERGIAS INICIALES ENERGIAS FINALES */E binding INTERACCIONES DISTANCIAS
(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)

TEMO DNMT A
E total =-14.990 E total =-24.019 C(6) H(3877) LYS162 3.263
E estérica = -12.650 E estérica =-10.912 0(10) H(3261) ILE86 3.142
E electrostatica =-2.340 | E electrostatica = -13.107 -50.404 N(8) H(3260) ILE86 3.158
E inicial = 21399.409 E inicial = 21387.758 N(18) H(4616) THR250 2.907
0o(17) H(3910) ARG165 1.727
E total =-16.275 E total = -34.843 C(6) H(4423) THR226 2.873
E estérica = -7.520 E estérica=-12.371 O (10) H(4423) THR226 1.785
E electrostatica =-8.756 | E electrostatica = -22.472 -68.813 N (8) H(4601) ILE249 2.504
E inicial = 21403.230 E inicial =21380.173 N (18) H(4607) ILE249 2.833
O (17) H(4530) ARG240 1.692

TEMOZOLOMIDA

E total =-10.117 E total =-28.128 0(10) H(3260) ILE86 2.678
E estérica=-11.795 E estérica = -13.585 C(6) H(3260) ILE86 2.941
E electrostatica = 1.678 E electrostatica = -14.543 -55.37 N(8) H(4616) THR250 2.720
E inicial = 21405.477 E inicial =21386.901 0o(17) H(3876) LYS162 1.605
N(18) H(4610) THR250 2.890
C(6) H(4601) ILE249 3.680
E total =-9.824 E total =-30.102 0(10) H(4533) ARG240 3.405
E estérica = -10.734 E estérica = -13.902 -59.113 N(3) H(3876) LYS162 1.772
E electrostatica = 0.910 E electrostatica = -16.200 N(8) H(4612) THR250 3.383
E inicial = 21406.376 E inicial =21385.112 N(18) H(3908) ARG165 2.712
Oo(17) H(3878) LYS162 1.691

TABLAT. Docking entre la enzima DNMT y el conférmero de TEMOZOLOMIDA
* AE binding= E estérica + AE [E complex-(E enzime + E ligand)]
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Fig 18. Interacciones entre Temozolomida y el sitio activo de Metiltransferasa. Complejo de Mejor
interaccion: -71.645 Kcal/mol.
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CONFORMERO

SLTA1l
CNF_290089
E=4.826

ENERGIAS INICIALES
(Kcal/mol)

E total =-12.483
E estérica =-12.036
E electrostatica = -0.447
E inicial = 21481.608

E total =-26.137
E estérica =-17.039
E electrostatica = -9.098
E inicial = 21370.957

E total =-22.345
E estérica =-17.079
E electrostatica = -5.266
E inicial = 21373.650

E total =-12.497
E estérica =-13.590
E electrostatica = 1.093
E inicial = 21386.508

ENERGIAS FINALES
(Kcal/mol)

E total =-26.097
E estérica =-18.564
E electrostatica = -7.533
E inicial = 21370.640

E total =-26.624
E estérica = -18.324
E electrostatica = -8.300
E inicial = 21370.548

E total =-26.888
E estérica =-18.023
E electrostatica = -8.865
E inicial = 21370.582

E total =-20.868
E estérica =-20.786
E electrostatica = -0.082
E inicial = 21375.855

TABLABS. Docking entre la enzima DNMT vy el conférmero de SLTAL.

AE binding= E estérica + AE [E complex-(E enzime + E ligand)

*AE binding
(Kcal/mol)

-57.863

-58.482

-58.712

-47.419

INTERACCIONES

SLTA1l

F(1)
F (10)

F(1)
F (10)

F(1)
F (10)

F(1)
0(32)

DNMT

H(3876) LYS 162
H(3908) ARG 165

H(3876) LYS 162
H(3908) ARG 165

H(3876) LYS 162
H(3908) ARG 165

H(4533) ARG 240
H(4616) THR 250

DISTANCIAS

82

A

1.791
1.768

1.787
1.771

1.759
1.800

2.102
2.623



Fig 19. Interacciones entre SLTA1 y el sitio activo de Metiltransferasa. Complejo de Mejor interaccion. -
58.712 Kcal/mol.
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CONFORMERO

SLTA2
CNF_ 17030
E = 6.724 Kcal/mol

ENERGIAS INICIALES
(Kcal/mol)

E total =-13.223
E estérica =-10.465
E electrostatica = -2.758
E inicial =21784.472

E total = -8.464
E estérica =-9.622
E electrostatica =-1.158
E inicial =21388.176

E total =- 14.246
E estérica =-7.479

E electrostatica = -6.767
E inicial = 21375

E total =-8.637
E estérica =-8.937
E electrostatica = 0.300
E inicial = 21401.235

E total =-20.141
E estérica =-14.027
E electrostatica =-6.115
E inicial = 21385.633

ENERGIAS FINALES
(Kcal/mol)

*AE binding
(Kcal/mol)

E total =-30.244
E estérica = -20.693
E electrostatica = -9.551
E inicial = 21361.242

-73.306

E total =-31.170
E estérica =-19.442
E electrostatica =-11.728
E inicial = 21366.196

-69.278

E total =-31.172
E estérica =-19.489
E electrostatica =-11.683
E inicial =21360.180

-75.296

E total =-31.786
E estérica =-19.441
E electrostatica = -12.345
E inicial = 21376.602

-59.488

E total =-29.941
E estérica =-19.105
E electrostatica = -10.836
E inicial =21373.593

-60.652

INTERACCIONES

SLTAZ2

N(8)

0(32)
H(35)
N(14)
N(8)

0(32)
N(8)

N(8)
0(32)
H(35)

N(8)

DNMT

H(3877) LYS 162

H(4533) ARG 240
H(4533) ARG240
H(3876) LYS 162
H(3876) LYS 162

H(4533) ARG 240
H(3877) LYS 162

H(3876) LYS162
H(4533) ARG240
H(4533) ARG240

H(3876) LYS162

TABLADY. Docking entre la enzima DNMT y el conférmero de SLTA2.* AE binding= E estérica + AE [E complex-(E enzime + E ligand)]
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DISTANCIAS

A

1.946

2.010
2.395
2.055
2.077

2.075
1.928

2.079
2.016
2.387

2.016



Fig 20. Interacciones entre SLTAZ2 y el sitio activo de Metiltransferasa. Complejo de Mejor interaccion. -
75.296 Kcal/mol.
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CONFORMERO

SLTA3
CNF_ 82435

E = 2.453 Kcal/mol

ENERGIAS INICIALES
(Kcal/mol)

E total =-18.964
E estérica =-21.028
E electrostatica = -2.064
E inicial = 21382.559

E total =-10.246
E estérica =-5.971
E electrostatica = -4.274
E inicial =21395.950

E total =- 13.021
E estérica =-6.132
E electrostatica =-6.889
E inicial =21388.819

E total =-11.447
E estérica =-14.493
E electrostatica = 3.046
E inicial =21388.712

ENERGIAS FINALES
(Kcal/mol)

E total =-27.021
E estérica =-26.830
E electrostatica =-0.191
E inicial = 21375.167

E total =-26.727
E estérica =-16.160
E electrostatica = -10.567
E inicial = 21375.811

E total =-30.219
E estérica =-18.708
E electrostatica =-11.511
E inicial =21373.015

E total =-22.590
E estérica =-21.862
E electrostatica = -0.728
E inicial =21377.879

TABLA10. Docking entre la enzima DNMT y el conférmero de SLTA3

e AE binding= E estérica + AE [E complex-(E enzime + E ligand]

*AE binding
(Kcal/mol)

-54.704

-50.949

-57.237

-44.744

INTERACCIONES

SLTA3

H (35)
0(32)

H(35)
0(32)
N(28)

H(35)
0(32)
N(28)

0(32)

DNMT

H(4447) ARG 228
H(4447) ARG 228

H(3876) LYS 162
H(3876) LYS 162
H(3876) LYS 162

H(3876) LYS 162
H(3876) LYS 162
H(3876) LYS 162

H(4601) ILE 249

DISTANCIAS
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A

2.888
2.852

2.419
1.637
2.550

2.410
1.653
2.611

3.405



CONFORMERO ENERGIAS INICIALES

(Kcal/mol)

E total =-17.074
E estérica = -12.747
E electrostatica = -4.327
E inicial = 21385.392

E total = -35.483
E estérica =-18.549
E electrostatica = -16.934
E inicial =21372.727

SLTA4
CNF_ 497083
E = 4.142 Kcal/mol E total =- 41.595
E estérica = -20.048
E electrostatica =-21.547

E inicial = 21362.074

E total =-12.130
E estérica =-9.384
E electrostatica = -2.746
E inicial =21390.332

ENERGIAS FINALES
(Kcal/mol)

E total =-42.913
E estérica =-19.517
E electrostatica = -23.397
E inicial = 21362.260

E total =-41.972
E estérica =-18.967
E electrostatica = -23.005
E inicial =21361.881

E total =-42.517
E estérica =-21.394
E electrostatica =-21.123
E inicial =21361.822

E total =-38.676
E estérica =-23.425
E electrostatica = -15.251
E inicial = 21362.135

TABLA11. Docking entre la enzima DNMT y el conférmero de SLTA4
e AE binding= E estérica + AE [E complex-(E enzime + E ligand)]

AE binding
(Kcal/mol)

-82.375

-81.813

-82.417

-78.263

INTERACCIONES

SLTA4

F(48)
F(49)
C(10)
F(50)
0(32)

0(32)
F(50)
F(48)
C(10)
F(49)

F(49)
C(10)
F(48)
F(50)
0(32)

F(50)
C(10)
F(48)
F(49)
0(32)

DNMT

H(3908) ARG 165
H(3908) ARG 165
H(3908) ARG 165
H(3878) LYS 162
H(4447) ARG 228

H(4447) ARG 228
H(3878) LYS 162
H(4613) THR 250
H(3908) ARG 165
H (3908) ARG 165

H(3908) ARG 165
H(3908) ARG 165
H(4613) THR 250
H(3878) LYS 162
H(4447) ARG 228

H(4613) THR 250
H(3908) ARG 165
H(3908) ARG 165
H(3878) LYS 162
H(4447) ARG 228
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DISTANCIAS
A

1.899
2.230
2.553
1.788
1.719

1.706
1.779
1.826
2.587
2.230

2.231
2.593
1.823
1.778
1.700

1.782
2.526
2.227
1.740
2.460



Fig 21. Interacciones entre SLTA4 y el sitio activo de Metiltransferasa. Complejo de Mejor interaccion. -
82.417 Kcal/mol.
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CONFORMERO

SLTAG
CNF_ 498217

E = 6.846 Kcal/mol

ENERGIAS INICIALES
(Kcal/mol)

E total =-9.619
E estérica=-9.724
E electrostatica = -0.104
E inicial = 213895.699

E total =-11.533
E estérica = -12.367
E electrostatica = -0.835
E inicial =21393.962

E total = - 33.688
E estérica =-13.688
E electrostatica =-19.999
E inicial =21371.311

E total =-33.694
E estérica = -16.464
E electrostatica = -17.232
E inicial =21371.958

ENERGIAS FINALES
(Kcal/mol)

E total =-33.274
E estérica =-13.449
E electrostatica =-19.824
E inicial =21371.086

E total =-31.878
E estérica = -15.437
E electrostatica = -16.442
E inicial = 21371.062

E total =-32.063
E estérica =-15.330
E electrostatica = -16.732
E inicial =21371.017

E total =-34.079
E estérica = -14.992
E electrostatica = -19.086
E inicial =21370.994

TABLA12. Docking entre la enzima DNMT y el conférmero de SLTA6
* AE binding= E estérica + AE [E complex-(E enzime + E ligand)]

AE binding
(Kcal/mol)

-66.614

-65.242

-65.472

-65.495

INTERACCIONES

SLTAS5

0(48)

C(10)

0(49)
N(5227)

0(48)

C(10)

0(49)
N(5227)

0(48)

C(10)

0(49)
N(5227)

0(48)

C(10)

0(49)
N(5227)

DNMT

H(3910) ARG 165
H(3908) ARG 165
H(3557) VAL 121
H(3876) LYS 162

H(3910) ARG 165
H(3908) ARG 165
H(3557) VAL 121
H(3876) LYS 162

H(3910) ARG 165
H(3908) ARG 165
H(3557) VAL 121
H(3876) LYS 162

H(3910) ARG 165
H(3908) ARG 165
H(3557) VAL 121
H(3876) LYS 162

DISTANCIAS

89

A

1.807
2.541
3.070
1.905

1.817
2.553
3.030
1.860

1.813
2.552
3.050
1.8962

1.812
2.550
3.060
1.864



CONFORMERO ENERGIAS INICIALES

(Kcal/mol)

E total =-11.199
E estérica = -7.690
E electrostatica = -3.509

E inicial = 21393.033
SLTAG

CNF_ 498217
E = 6.846 Kcal/mol

E total =-21.352
E estérica =-10.168
E electrostatica =-11.184
E inicial =21382.057

ENERGIAS FINALES AE binding
(Kcal/mol) (Kcal/mol)
E total = -38.525
E estérica = -19.245 -79.726
E electrostatica = -19.279
E inicial = 21363.225
E total =-26.416
E estérica =-16.139 -56.707

E electrostatica = -10.277
E inicial = 21374.135

TABLA12. Docking entre la enzima DNMT y el conférmero de SLTA6
* AE binding= E estérica + AE [E complex-(E enzime + E ligand)]

INTERACCIONES

SLTAS5

0(32)
H(50)
0(49)
C(10)
0(48)

0(49)
C(10)
H(50)
0(48)

DNMT

H(4447) ARG 228
H(3910) ARG 165
H(3910) ARG 165
H(3910) ARG 165
H(3908) ARG 165

H(4613) THR 250
H(4613) THR 250
H(3908) ARG 165
H (3878) LYS 162
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DISTANCIAS

A

2.325
3.071
2.176
2.549
1.655

2.032
2.959
2.629
1.783



Fig 22. Interacciones entre SLTAG6 y el sitio activo de Metiltransferasa. Complejo de Mejor interaccion. -
79.726 Kcal/mol.
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CONFORMERO

SLTA5
CNF_ 13595
E = 1.783 Kcal/mol

ENERGIAS INICIALES

(Kcal/mol)

E total =-12.015
E estérica =-13.804
E electrostatica = 1.789
E inicial =21393.977

E total =-16.306
E estérica =-11.028
E electrostatica = -5.279
E inicial =21385.932

E total =-10.461
E estérica =-14.683
E electrostatica = 4.222
E inicial = 21389.556

E total =-8.872
E estérica =-12.849
E electrostatica = 3.977
E inicial = 21397.976

ENERGIAS FINALES
(Kcal/mol)

E total =-25.298
E estérica =-24.328
E electrostatica =-0.970
E inicial = 21377.345

E total =-27.329
E estérica =-19.837
E electrostatica = -7.492
E inicial = 21373.272

E total =-19.399
E estérica =-19.967
E electrostatica = 0.569
E inicial = 21380.836

E total =-36.947
E estérica = -26.857
E electrostatica = -10.090
E inicial = 21367.022

TABLA13. Docking entre la enzima DNMT y el conférmero de SLTA5S

* AE binding= E estérica + AE [E complex-(E enzime + E ligand)]

AE binding
(Kcal/mol)
SLTA6
-47.316 0O(5251)
H(5254)
-53.42 0O(5251)
N(5247)
-37.926 0(32)
-69.288 N(8)
0(32)

INTERACCIONES

DNMT

O (1949) TYR 242

H(3876) LYS 162
H(3876) LYS 162
H (3876) LYS 162

H(4601) ILE 249

H(3877) LYS 162
0(1949) TYR 242

92

DISTANCIAS
A

2.801

2.629
1.807
2.599

2.509

2.322
2.551



CONFORMERO ENERGIAS INICIALES
(Kcal/mol)
E total = -37.389
E estérica = -27.082
E electrostatica = -10.306
SLTA5 S
CNF_ 13505 E inicial = 21367.063

E = 1.783 Kcal/mol

E total =-31.948
E estérica =-21.875
E electrostatica =-10.073
E inicial =21372.913

ENERGIAS FINALES
(Kcal/mol)

E total =-37.002
E estérica =-27.114
E electrostatica = -9.888
E inicial = 21366.984

E total =-36.551
E estérica = -26.088
E electrostatica = -10.462
E inicial = 21366.885

TABLA13. Docking entre la enzima DNMT y el conférmero de SLTA5
* AE binding= E estérica + AE [E complex-(E enzime + E ligand)]

AE binding
(Kcal/mol)

-69.381

-69.029

INTERACCIONES

SLTAG

N(8)
0(32)

N(8)
0(32)

DNMT

H(3877) LYS 162
0(1949) TYR 242

H(3877) LYS 162
0(1949) TYR 242

DISTANCIAS

93

A

2.320
2.556

2.154
2.557



Fig 23. Interacciones entre SLTA5 y el sitio activo de Metiltransferasa. Complejo de Mejor interaccion. -
69.381 Kcal/mol.
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CONFORMERO

SLTA7

CNF_ 13595
E = 1.974 Kcal/mol

ENERGIAS INICIALES
(Kcal/mol)

E total =-10.227
E estérica =-9.224
E electrostatica = -1.003
E inicial =21392.302

E total =-13.898
E estérica =-10.989
E electrostatica = -2.909
E inicial =21391.017

E total =- 11.159
E estérica =-7.690
E electrostatica =-3.470
E inicial = 21388.405

E total =-16.004
E estérica =-11.932
E electrostatica = -4.072
E inicial = 21389.459

ENERGIAS FINALES
(Kcal/mol)

E total =-31.809
E estérica =-18.908
E electrostatica =-12.901
E inicial =21371.539

E total =-25.333
E estérica =-21.695
E electrostatica = -3.638
E inicial = 21375.477

E total =-30.730
E estérica =-21.479
E electrostatica = -9.250
E inicial =21371.065

E total =-29.676
E estérica =-21.564
E electrostatica =-8.111
E inicial = 21370.647

TABLA14. Docking entre la enzima DNMT vy el conférmero de SLTA7
* AE binding= E estérica + AE [E complex-(E enzime + E ligand)]

AE binding
(Kcal/mol)

-59.824

-49.41

-59.219

-58.583

INTERACCIONES

SLTA7

N (5247)
0(5251)
H(5254)

0(32)

N(8)
0(32)

N(8)

DNMT

H (3876) LYS 162
H (3876) LYS 162
H (3876) LYS 162

0(1949) TYR 242

H(3876) LYS 162
H(4447) ARG 228

H(3876) LYS 162

DISTANCIAS

95

A

2.785
1.737
2411

2.773

2.117
3.537

2.343



Fig 24. Interacciones entre SLTA7Y y el sitio activo de Metiltransferasa. Complejo de Mejor interaccion. -
59.824 Kcal/mo
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CONFORMERO ENERGIAS INICIALES

(Kcal/mol)

E total =-17.293
E estérica =-14.398
E electrostatica = -2.895
E inicial = 21377.449

E total =-33.401
E estérica =-21.012
E electrostatica = -12.390

SLTAS E inicial =21354.546

CNF_ 37720
E = 3.965 Kcal/mol
E total =- 9.356
E estérica = -10.000
E electrostatica = 0.644
E inicial =21392.516

E total =-6.795
E estérica = -4.682
E electrostatica = -2.113
E inicial = 21390.706

ENERGIAS FINALES
(Kcal/mol)

E total =-33.761
E estérica =-21.357
E electrostatica = -12.404
E inicial =21354.174

E total =-34.707
E estérica =-22.708
E electrostatica =-11.999
E inicial = 21352.912

E total = -26.287
E estérica = -20.696
E electrostatica = -5.591
E inicial =21369.306

E total = --25.975
E estérica =-19.998
E electrostatica = -5.977
E inicial = 21369.331

TABLA15. Docking entre la enzima DNMT y el conférmero de SLTAS8
* AE binding= E estérica + AE [E complex-(E enzime + E ligand)]

AE binding
(Kcal/mol)

-81.132

-83.34

-58.526

-58.189

INTERACCIONES

SLTAS8

0(23)

0(23)

0(40)
0(23)

0(40)
0(23)

DNMT

H(4530) ARG 240

H(4530) ARG 240

H(4616) THR 250
H(3876) LYS 162

H(4616) THR 250
H(3876) LYS 162

DISTANCIAS

A

1.759

1.807

2551
4.644

2.559
4.707



CONFORMERO ENERGIAS INICIALES

(Kcal/mol)

E total =- 19.134
E estérica = -14.127
E electrostatica = -5.007
E inicial = 21422.652

E total =-10.448
E estérica =-7.346
E electrostatica = -3.102
E inicial =21392.704

SLTAS8
CNF_37720

E = 3.965 Kcal/mol E total = -33.896

E estérica = -18.924
E electrostatica = -14.972
E inicial = 21365.319

E total =-13.747
E estérica =-13.667
E electrostatica = -0.800
E inicial =21393.779

ENERGIAS FINALES
(Kcal/mol)

AE binding
(Kcal/mol)

E total =-26.830
E estérica =-16.700
E electrostatica = -10.130
E inicial =21413.655

-14.92

E total =-33.682
E estérica =-18.861
E electrostatica = -14.821
E inicial = 21364.476

-70.751

E total =-34.926
E estérica =-19.255
E electrostatica =-15.671
E inicial = 21364.242

-72.229

E total =-25.711
E estérica =-21.642
E electrostatica = -4.069
E inicial = 21374.284

-52.972

TABLA15. Docking entre la enzima DNMT y el conférmero de SLTAS8
* AE binding= E estérica + AE [E complex-(E enzime + E ligand)]

INTERACCIONES

SLTAS8

H(42)
0O(40)
N(29)
0(23)
N(24)

N(8)
0(23)

N(8)
0(23)

N(24)
0(23)

DNMT

H(4510) GLN 237
H(4533) ARG 240
H(4533) ARG 240
H(3877) LYS 162
H(3876) LYS 162

H(4612) THR 250
H(4533) ARG 240

H(3876) LYS 162
H(4533) ARG 240

H(3876) LYS162
H(3876) LYS162

DISTANCIAS
A

2.559
1.683
2.133
2.937
2.451

2.601
1.791

2.637
1.804

2.461
3.469
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Fig 25. Interacciones entre SLTA8 y el sitio activo de Metiltransferasa. Complejo de Mejor interaccion. -
83.34 Kcal/mol.
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ENERGIAS INICIALES
(Kcal/mol)

CONFORMERO

E total =-23.163
E estérica = -15.620
E electrostatica = -7.542
E inicial = 21399.495

E total =-37.284
E estérica =-21.978
E electrostatica = -15.305

SLTA1L0 E inicial = 21386.790

CNF_ 466585

E = 1.448 Kcal/mol
E total =-3.747

E estérica = 0.199
E electrostatica =-3.946
E inicial = 21400.420

E total =-19.517
E estérica =-14.538
E electrostatica = -4.979
E inicial =21381.084

ENERGIAS FINALES
(Kcal/mol)

E total =-34.026
E estérica = -20.442
E electrostatica = -13.584
E inicial = 21386.585

E total =-34.531
E estérica =-21.215
E electrostatica =-13.316
E inicial = 21386.539

E total =-31.841
E estérica =-23.876
E electrostatica = -7.965
E inicial = 21369.524

E total =-29.024
E estérica =-21.628
E electrostatica = -7.396
E inicial =21370.242

TABLA16. Docking entre la enzima DNMT y el conférmero de SLTA10
e AE binding= E estérica + AE [E complex-(E enzime + E ligand)]

AE binding
(Kcal/mol)

-46.469

-47.02

-61.345

-64.0758

INTERACCIONES

SLTA10

N(6)
H(46)
0(32)

N(6)
0(32)
H(46)

N(6)

N(6)

DNMT

H(3877) LYS 162
H(4533) ARG 240
H(4533) ARG 240

H(3877) LYS 162
H(4533) ARG 240
H(4533) ARG 240

H(4530) ARG 240

H(4530) ARG240

100

DISTANCIAS

A

1.702
2421
1.821

1.699
1.831
2.423

2.322

2.324



Fig 26. Interacciones entre SLTA10 y el sitio activo de Metiltransferasa. Complejo de Mejor interaccion, -
64.0758 Kcal/mol.
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CONFORMERO ENERGIAS INICIALES

(Kcal/mol)

E total =-9.761
E estérica =-9.000
E electrostatica =-0.761
E inicial = 21606.025

E total =-42.354
E estérica =-17.186
E electrostatica = -25.167

SLDTIC E inicial = 21374.301

CNF_ 19405

E = Kcal/mol
E total = -23.803

E estérica =-9.061
E electrostatica = -14.742
E inicial = 21393.309

E total=-17.666
E estérica =-11.404
E electrostatica = -6.262
E inicial = 21405.984

ENERGIAS FINALES
(Kcal/mol)

E total =-40.335
E estérica =-16.184
E electrostatica = -24.152
E inicial = 21373.794

E total =-40.905
E estérica =-17.386
E electrostatica = -23.519
E inicial =21373.728

E total =-33.512
E estérica =-14.481
E electrostatica =-19.031
E inicial = 21381.552

E total =-29.082
E estérica =-14.578
E electrostatica = -14.504
E inicial = 21382.507

TABLAL7. Docking entre la enzima DNMT vy el conférmero de SLDTIC
* AE binding= E estérica + AE [E complex-(E enzime + E ligand)]

AE binding
(Kcal/mol)

-87.72

-88.356

-73.139

-67.754

INTERACCIONES

SLDTIC

0(33)
0(10)
N(11)
N(5)

0(33)
0(10)
N(11)
N(5)

N(11)
N(5)
0(10)

N(5)
N(11)
0(10)

DNMT

H(4447) ARG 228
H(3877) LYS 162
H(3261) ILE 86
H(4612) THR 250

H(4447) ARG 228
H(3877) LYS 162
H(3261) ILE 86
H(4612) THR 250

H(4612) THR250
H(4604) ILE249
H(3876) LYS162

H(4612) THR250
H(4612) THR250
H(3876) LYS162

DISTANCIAS
A

2.037
1.826
3.280
2.590

2.024
1.834
3.284
2.568

2.933
2.686
1.862

2.400
3.352
1.652
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Fig 27. Interacciones entre SLDTIC y el sitio activo de Metiltransferasa. Complejo de Mejor interaccion, -
88.356 Kcal/mol.
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CONFORMERO

CCNU

CNF_ 416467
E= Kcal/mol

ENERGIAS INICIALES ENERGIAS FINALES AE binding INTERACCIONES DISTANCIAS
(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)
CCNU DNMT A
E total =-15.976 E total =-35.328
E estérica=-12.111 E estérica = -21.045 0(25) H(3892)GLU164 1.772
E electrostatica =-3.865 | E electrostatica = -14.283 -36.369 C(20) H(3908)ARG165 2.691
E inicial =21378.417 E inicial = 21358.472 0(21) H(3908)ARG165 1.783
E total =-12.572 E total =-22.976 0(25) H(4530)ARG240 1.711
E estérica =-11.265 E estérica =-12.068 C(20) H(4533)ARG240 3.694
E electrostatica =-1.307 | E electrostatica = -10.907 -47.707 0(21) H(3876)LYS162 3.852
E inicial = 21382.855 E inicial =21370.110
E total =-18.575 E total =-37.998 0(25) H(3878) LYS162 1.757
E estérica = -14.229 E estérica = -19.832 -76.43 C(20) H(3908) ARG165 2.655
E electrostatica =-4.346 | E electrostatica = -18.167 0(21) H(3908) ARG165 1.628

E inicial = 21378.666

E inicial = 21356.409

TABLA18. Docking entre la enzima DNMT y el conférmero de CCNU.

* AE binding= E estérica + AE [E complex-(E enzime + E ligand)]
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CONFORMERO

SLCNUala
CNF_ 498755
E= Kcal/mol

ENERGIAS INICIALES
(Kcal/mol)

E total = -25.465
E estérica =-12.503
E electrostatica = -12.959
E inicial = 21394.097

E total =-44.202
E estérica =-12.327
E electrostatica =-31.876
E inicial = 21354.886

E total =-20.927
E estérica =-12.536
E electrostatica = -8.391
E inicial = 21405.139

ENERGIAS FINALES
(Kcal/mol)

E total = -45.447
E estérica=-17.971
E electrostatica = -27.475
E inicial = 21351.195

E total = -46.494
E estérica = -18.747
E electrostatica = -27.747
E inicial = 21350.926

E total =-35.167
E estérica =-16.597
E electrostatica =-18.571
E inicial = 21359.765

TABLA19. Docking entre la enzima DNMT y el conférmero de SLCNUala.

* AE binding= E estérica + AE [E complex-(E enzime + E ligand)]

AE binding
(Kcal/mol)

-113.168

-114.484

-94.318

INTERACCIONES

SLCNUala

0(33)
0(44)
0(40)
C(38)

0(33)
0(40)
0(44)
C(38)

0(40)
C(38)
0(33)

DNMT

H(3876) LYS162
H(4447) ARG228
H(4533) ARG240
H(4533) ARG240

H(3876) LYS162
H(4533) ARG240
H(4447) ARG228
H(4533) ARG240

H(3876) LYS162
H(3876) LYS162
H(4533) ARG240

DISTANCIAS
A

1.731
1.724
1.755
2.900

1.742
1.736
1.721
2.881

1.798
2.947
2.688
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Fig 28. Interacciones entre SLCNUala y el sitio activo de Metiltransferasa. Complejo de Mejor interaccién,
-114.484 Kcal/mol.
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CONFORMERO ENERGIAS INICIALES

(Kcal/mol)

E total =-9.356
E estérica =-6.393
E electrostatica = -2.963
SLCNUleu E inicial = 21392.596
CNF_ 80665

E= Kcal/mol

E total =-14.283
E estérica =-10.930
E electrostatica = -3.353
E inicial = 21384.090

ENERGIAS FINALES
(Kcal/mol)

E total =-27.033
E estérica =-19.479
E electrostatica = -7.554
E inicial = 21364.336

E total =-36.776
E estérica =-21.724
E electrostatica = -15.052
E inicial = 21354.224

TABLAZ20. Docking entre la enzima DNMT y el conférmero de SLCNUIeu
* AE binding= E estérica + AE [E complex-(E enzime + E ligand)]

AE binding
(Kcal/mol)

-59.946

-79.801

INTERACCIONES

SLCNUleu

0(40)
0(33)
0(18)

0(40)
C(38)
0(44)
0(33)

DNMT

H(4447) ARG228
H(4533) ARG240
H(4616) THR250

H(3876) LYS162
H(3876)LYS162
H(4423)THR226
H(4533)ARG240
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DISTANCIAS

A

3.140
1.911
2.797

3.0
3.555
1.917
1.621



Fig 29. Interacciones entre SLCNUIeu y el sitio activo de Metiltransferasa. Complejo de Mejor interaccion,
-79.801Kcal/mol.
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TABLA 21.COMPLEJOS ENZIMAS-LIGNDOS CON MEJORES ENERGIAS

COMPLEJO LONGITUD DE ENLACE AE binding
ENZIMA-LIGANDO A (Kcal/mol)

DACARBAZINA -DNAMT
Nrryramy H C

46011LE 249 2611
N> »y sy H_—_N

3878LYS162 1.744 -273.692
01>y H—N 1.984

3878LYS162
N>y yy  H C 2.696

4612THR 250

TEMOZOLOMIDA-DNAMT

Oryirryyn N
4530 ARG 240 1.691
Nyryrny H C
4607 ILE 249 2.833
Nrryany H C 2507 -71.645
46011LE 249
Cryvyyny H H 2874
4423THR 226
O iy H —H 1.787
4423THR 226
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COMPLEJO
ENZIMA-LIGANDO

SLTAL-DNAMT

Froyryny H N
3876LYS162

Froyryny H N
3908 ARG165

SLTA2-DNAMT
Oy y vy H—N

4533 ARG 240

Nyryrvy H—N

3877LYS162

SLTA3-DNAMT

Hyryy»rony H N
3876LYS162

Oy oy H N
3876LYS162

Nrryrny H N
3876LYS162

LONGITUD DE ENLACE
A

1.759

1.800

2.075

1.928

2.410
1.653

2.611

AE binding
(Kcal/mol)

-58.712

-75.296

-57.237
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COMPLEJO
ENZIMA-LIGANDO

SLTA4-DNAMT
Friyyornm H —N

3908 ARG165

Crrryhryn H_N

3908 ARG165

Friyyornm H_O

4613THR 250

Fryyyomy H—N

3878LYS162

Oyhirryrn H N

4447 ARG 228

SLTA5-DNAMT
Nyryrmy H —N

3877LYS162

Oyiyyny () —H

1949TYR242

LONGITUD DE ENLACE
A

2.231
2.593
1.823
1.778

1.700

2.320

2.556

AE binding
(Kcal/mol)

-82.417

-69.381
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COMPLEJO
ENZIMA-LIGANDO

SLTAG6-DNAMT

Oy H N
4447 ARG 228

Hybr oy H N
3910 ARG165

Oyirryrn N
3910 ARG165

Cryyywyvy H —N
3910 ARG165

Oy oy H N
3908 ARG165

SLTA7-DNAMT
Nyryrmy H —N

3876LYS162

O iy yyy H —N

3876LYS162

Hybr»yroyy H —N

3876LYS162

SLTA8-DNAMT
O iy yyy H_—_N

4530 ARG 240

LONGITUD DE ENLACE
A

2.325
3.071
2.176
2.549

1.655

2.785
1.737

2411

1.807

AE binding
(Kcal/mol)

-79.726

-59.824

-83.34
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TABLA 21.COMPLEJOS ENZIMAS-LIGNDOS CON MEJORES ENERGIAS

COMPLEJO LONGITUD DE ENLACE AE binding
ENZIMA-LIGANDO A (Kcal/mol)
SLTA10-DNAMT 2.324 -64.075

Ny »r oy N

4530 ARG 240

SLDTIC-DNAMT

Oy H N
4447 ARG 228 2.024
O oy H N 1.834
3877LYS162 -88.356
Ny vy H—=C 3.284
3261ILE86
Ny oy H C 2.568
4612THR 250
CCNU-DNAMT
Oy H N
4530 ARG 240 1711
Cryvyrny H N 3.694 -76.43
4533 ARG 240
Oy oy H C 3.852

3876LYS162
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COMPLEJO
ENZIMA-LIGANDO

SLCNUala-DNAMT

Oy oy H N
4447 ARG 228

Oy oy H N
3877LYS162

Oy oy H C
32611LE86

Cryvyyny H C
4612THR 250
SLCNUleu-DNAMT

Oy oy H N
3876LYS162

Cryyyyy H N
3876LYS162

Oy oy H C
4423THR 226

Oy vy H C
4533 ARG 240

LONGITUD DE ENLACE
A

1.742
1.736
1.721

2.881

3.0

3.55

1.917

1.621

TABLA 21.COMPLEJOS ENZIMAS-LIGNDOS CON MEJORES ENERGIAS

AE binding
(Kcal/mol)

-114.484

-79.801
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15. ANALISIS DE RESULTADOS

ANALISIS CONFORMACIONAL

El célculo de energia que posee una molécula en una conformacién particular (Econf)
es de gran importancia, ya que dicha energia esta en funcién de la posicion de los
atomos de una molécula, para buscar la conformacion de menor tension (minimizacion
de la energia o regularizacion de la energia).

Las moléculas utilizadas en el presente trabajo fueron construidas con ayuda de un
editor de moléculas, con esto se tiene una aproximacion de la estructura de la
molécula la cual posteriormente se regularizd, asigno cargas, minimizé energia y
finalmente se les realiz6 un analisis conformacional, escogiendo el conférmero de
menor energia. Evitando asi la existencia de longitudes o angulos de enlace

demasiados pequefios.

Para describir tal proceso de optimizacion se requiere de la relacién entre la
conformacién y la energia. Sin embargo existen complicaciones para encontrar la
geometria de menor energia, ya que existen una gran cantidad de minimos y no se
puede saber cuantos hay ni cual de ellos es el mas profundo, conocido como minimo

global.

Este tipo de estudio necesita de un andlisis conformacional riguroso de cada una de las
moléculas a analizar, pues puede ser que para un determinado farmaco, la
conformacién activa no sea la mas estable termodinamicamente, debido a que la
energia libre de asociacién supera generalmente la energia necesaria para que el
ligando sufra un cambio conformacional. Esta limitante, hace que este tipo de estudio
sea muy complicado y que los resultados a obtener no sean siempre satisfactorios, pues
cada conformacion energéticamente accesible, presupone una disposicion

tridimensional diferente de los grupos candidatos a interaccionar con el receptor.

Como se pudo observar en la tabla de resultados No 4. La energia de la molécula
inicialmente construida fue mayor que la obtenida después de un analisis
conformacional, obteniéndose de cada anélisis conformacional para cada molécula,

geometrias de mayor estabilidad lo cual es de gran importancia para estudios de
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Docking ya que de la estabilidad de las estructuras a trabajar depende la estabilidad de
los enlaces del complejo enzima-ligando formado.

DETERMINACION DEL SITIO ACTIVO DE DNAMT

El trabajo esta destinado a la blsqueda de las secuencias en la estructura quimica de
multiples ligandos que se unan a un mismo receptor. Para esto, se utilizan una serie de
programas que permiten la visualizacion tridimensional de las estructuras, a través del
cual se pueden realizar rotaciones, traslaciones y operaciones superposicién de
estructuras, para que en esta serie con una variacion sistematica de la estructura
quimica de los ligandos, se llegue a detectar, por superposicion de las estructuras
aquellas regiones de la moléculas que son indispensables para la actividad, y aquellas
que son vulnerables a ser sustituidas con variaciones pequefias en la afinidad. (J.C.
Escalona, R. Carrasco, J. A. Padron.)

Se debe de conocer el volumen del sitio de union que esta realmente disponible para
ser ocupado por los ligandos. (J.C. Escalona, R. Carrasco, J. A. Padron.) Cuando se
trabaja con proteinas, y particularmente con enzimas como sustancias blanco, deben
considerarse tres factores importantes: la especificidad o selectividad molecular de la
enzima, la afinidad o fuerza con que se fija el sustrato a ella, y la geometria del sitio de
union. Muchos farmacos son inhibidores de la funcion de una enzima a través de un
blogueo efectivo del sitio activo o de las zonas coadyuvantes de la catalisis. En estos
casos es deseable desarrollar compuestos que se unan con gran firmeza y alta
especificidad a los sitios funcionales, y para desarrollar un farmaco con ambas
caracteristicas es imprescindible conocer con detalle la geometria del sitio de union.

La superficie de una proteina es irregular, con una serie de protuberancias y cavidades
que forman un relieve complejo. Generalmente, es en estas cavidades es en donde las
moléculas organicas pueden unirse. Sin embargo, debido al tiempo de calculo que
implica, no es préctico probar el conjunto de las moléculas de la base de datos en todas
las orientaciones posibles sobre cada uno de los sitios potenciales de union. Por ello es
necesario seleccionar una sola de esas cavidades para su estudio. Si la proteina es una
enzima o un receptor, la eleccion directa es analizar el sitio activo o de reconocimiento;
ya que cualquier molécula que pueda unirse a este lugar impedira que la proteina

realice adecuadamente su funcion bioldgica. Lamentablemente, no siempre es posible
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dirigir el disefio de inhibidores sobre el sitio activo, pues es una region que esta muy
conservada en diferentes especies a lo largo de la evolucién, esto hace que el ligando
se una con la misma afinidad a la enzima de un organismo patdégeno que a la del
huésped. Existen dos alternativas que para identificar posibles sitios de union para el
reconocimiento de moléculas pequefias. La primera es computacional y consiste en
revisar la superficie molecular en busca de cavidades con ciertas caracteristicas de
tamario, hidrofobicidad y grupos funcionales. La segunda es experimental y en ella se
requiere determinar los sitios donde se albergan moléculas de solvente organico que
difunden por el cristal de una proteina. La ubicacion de tales moléculas de solvente se
determina por difraccion de rayos X y se consideran probables sitios de unién para un
ligando. (Padilla J, et al)

Mediante el modulo MOLCAD SURFACES, se realizo un estudio en la enzima
Metiltransferasa para conocer su sitio de accion y asi determinar por medio del estudio
de su superficie y potencial electrostatico visualizar la zona que se utilizaria para los

estudios de interaccion.

Los aminoacidos involucrados con el sitio de interaccién de la enzima son

LYS;q,, ArQyes, Arg 40, ArQ g, Thr,y, 1le,,q, Tyr,,, , concentrados en la region con mayor

potencial electrostatico. Lo cual indica que es el sitio en donde se llevaran a cabo las

interacciones con las moléculas antineoplasicas.

RECONOCIMIENTO MOLECULAR PROTEINA-LIGANDO

El modelado molecular ha permitido crear modelos tridimensionales de receptores y

ligandos posibilitando conocer el comportamiento de ambos a nivel submolecular.

La tarea de acomodar una molécula organica en una cavidad de la proteina blanco no
es sencilla. En el mas sencillo de estos esquemas se determina el niamero de contactos
totales que pueden establecerse entre cada pareja de atomos del sitio de unién y del
ligando, en una orientacion particular de éste. Se considera formado un contacto
cuando un atomo del ligando y otro del sitio de unién se encuentran a una distancia

menor o igual a la de un valor umbral (5 A). Si la forma geométrica del ligando es
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complementaria a la de la cavidad una orientacion adecuada generara un gran nimero
de contactos y se le asignard un puntaje alto; por supuesto que debe haber
penalizaciones por el traslape de cualquier atomo del ligando con los de la proteina
para evitar asi interacciones no realistas. (Padilla J, et al)

Aunque este criterio de evaluacion es bueno para detectar compatibilidad geométrica,
no considera la naturaleza de los atomos que interactan, es decir, otorga el mismo
peso a tener dos atomos cercanos con carga del mismo signo que con carga opuesta o
sin ella. Una forma alterna y mas confiable para asignar puntajes consiste en hacer uso
de programas de regularizacion de geometria o de simulacién de dinamica molecular.
(Padilla J, et al)

De acuerdo a lo anterior y a los resultados obtenidos en el presente trabajo, se tiene que
de los 15 estudios de Docking realizados y de acuerdo a los valores obtenidos de AE
binding se tiene el siguiente orden de afinidad de los ligandos por la Metiltransferasa;
DTIC (-273.692) > SLCNUala (-114.484) > SLDTIC (-88.356) > SLTAS (-83.34)

> SLTA4 (-82.417) > SLCNUleu (-79.801) > SLTA6 (-79.726) > CCNU (-
76.43) > TEMOZOLOMIDA (-71.645) > SLTAS (-69.381) > SL'TA10 (-64.075)
> SLTA7 (-59.824) > SLLTA1(-58.712) > SLTA3 (-57.237).

Los aminoécidos que predominaron en los enlaces obtenidos fueron; Isoleucina,
Lisina, Treonina, Arginina, y Tirosina, los cuales como se puede observar

corresponden a los aminoacidos del sitio activo de la enzima metiltransferasa.

Los estudios de modelado molecular indican que la Dacarbazina es bien acomodada
dentro de la cavidad (sitio activo) de DNMT, formando 4 enlaces, involucrando a los

siguientes aminoacidos; lle 249 (2.6 A), Lys 162 (1.774, 1984 A), THR 250 (2.696
A).Dicha interaccion arrojé una AE binding de -273.692 Kcal. /mol. En donde los
enlaces involucrados (ligando-enzima) son de origen electrostatico y puentes de
hidrogeno y cuyas distancias se encuentran por debajo de los 5 A, lo cual nos indica

que la Dacarbazina es el ligando con mayor afinidad por la enzima.
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La tarea de acomodar una molécula organica en una cavidad de la proteina blanco no
es sencilla, y debido a que la dacarbazina es de menor tamafio en comparacion con los
demas ligandos, pudo ser acomodada perfectamente dentro de toda la cavidad de la
DNMT, de la misma manera se pudieron obtener mas y mejores interacciones y

diferentes posiciones dentro de la cavidad en comparacién con los demas ligandos.

El siguiente complejo con mejor energia de interaccion fue el de SLCNUala-
Metiltransferasa cuya energia fue de -114.484 Kcal. /mol, cuyos enlaces obtenidos son
puentes de hidrogenos formados por Lys 162(1.742 A), Arg 240, (1.736, 2.881 A),
Arg 228 (1.721 A) 'y distancias menores a los 3 A.

Este resultado aunado con los obtenidos en estudios de efectos antimelanémicos
realizados in vivo (M. Zheleva, 2001), en el cual dicho andlogo de CCNU muestra un
alto efecto antimelanémico, cuya actividad se atribuye a el efecto antioxidante del
radical nitroxil, se deben relacionar para permitir evaluar o disefiar nuevos candidatos

que interaccionen con el receptor.

Los analogos de DTIC que mostraron mas favorable AE binding fueron SLDTIC,
SLTAS8, SLTA4, SLTA 6, cuyas energias fueron de -88.35, -83.34,
-82.417 y -79.726 Kcal. /mol respectivamente con enlaces menores a 5A.

El andlogo SLDTIC de Dacarbazina presento un mejor 4E binding de -88.35 que los
demés anélogos conformando 4 enlaces entre oxigeno 33, oxigeno 10, nitrégeno 11,
nitrégeno 5 y los &tomos de hidrogeno de Arginina 228, Lisina 162, isoleucina 86 y

treonina 250 respectivamente. Predominando los enlaces de hidrogeno.

Para SLTA4 predominan los enlaces entre los atomos de fluor, carbono 10 y oxigeno
32 del ligando y los hidrogenos de los aminoacidos Arg 165, Thr 250, Lys 162 y Arg

228, cuyos enlaces son de origen puentes de hidrogeno.

Los enlaces obtenidos de SLTAG6 fueron entre los atomos oxigeno 32, hidrogeno 50,
oxigeno 49, carbono 10 y oxigeno 48 entre los &tomos de hidrogeno de Arg 228, Arg
165, predominando este ultimo. Dichos enlaces son en su mayoria de origen puentes de

hidrogeno.
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Para SLTA 8 la mejor 4E binding fue de -83.34, como se puede observar en la tabla
No 14 de resultados para SLTAS8, los mejores 4E binding estan compuestos por solo
un enlace o dos ; -81.132, -83.34, predominando la interaccion entre el oxigeno 32 del
ligando y los hidrégenos 4530 del aminoéacido arginina 240, posteriormente -70.751
formado por dos interacciones, nitrogeno 8 y oxigeno 23 entre el hidrogeno 4612 de
Thr 250 e hidrogeno 4533 de Arg 240 respectivamente, -72.229 también formado por
dos enlaces, nitrogeno 8 y oxigeno 23 entre los &tomos de hidrogeno de Lisina 162 y
Arginina 240.

El complejo con mas nimero de interacciones fue el de 4E binding -14.92 con 5
interacciones, de acuerdo a la energia obtenida se puede decir que a pesar del gran
numero de interacciones son débiles y no muy estables debido a su no muy favorables
AE binding. Con lo cual y debido a lo anterior se tomaa AE binding -83.34 como la
mejor y mas favorable interaccién complejo-enzima de SLTA8. En un estudio in
Vitro, SLTAS8 inhibio la proliferacion de células de melanoma B16 més que SLTAGS.
(M. Zheleva, 2001)

SLTAS5 (-69.381) SLTAIL0 (-64.075) SLTA7 (-59.824) SLTA1 (-58.712) SLTAS3 (-
57.237) son los analogos de triazinas que tienen una mayor energia de interaccion a
comparacion de los demas ligandos trabajados, dichas interacciones no dejan de ser

favorables.

Los efectos benéficos como una alta actividad antimelandémica y baja toxicidad de las
triazinas spin labeled puede ser atribuida a el efecto antioxidante del nitroxido
incorporado. La introduccién de este antioxidante también permite una
acumulacion selectiva en el tumor selectivo melanoma B16 y en el cerebro. (M.
Zheleva, 2001)

Asi pues, a pesar de que en teoria DTIC destruye células en todas las fases de su ciclo
y de acuerdo su favorable 4E binding de DTIC obtenida en el presente trabajo no
quiere decir que sea el antineoplasico de mejor eleccion ya que ademas de ser
inestables (fotosensibilidad) presenta una alta toxicidad al igual que Temozolomida y
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CCNU. Desafortunadamente, la eficacia clinica de estos agentes es limitada por que

causan una toxicidad retardada hematolégica acumulada.

Debido a lo anterior se han realizado sintesis de andlogos de estos compuestos,
remplazando el anillo imidazol con un anillo heteroaryl estabilizando las moléculas y

disminuyendo los efectos adversos.

SLCNUIeu fue el segundo analogo de CCNU trabajado, obteniéndose del Docking
realizado una AE binding -79.801, existiendo interaccion entre oxigeno 40, carbono
38, oxigeno 44, oxigeno 33 y los hidrogenos de los aminoacidos Lisina 162, Treonina
226 y arginina 240 respectivamente.

CCNU molécula de la cual parten SLCNUala y SLCNUIeu, form6 un complejo con
una 4E binding favorable de -76.43 Kcal. / mol, el cual es mayor que los 4E binding
de sus anélogos lo cual se debe a que a estos Ultimos se les atribuye una mejor accion
metilante y carbomoilante debido a su radical nitroxil introducido en su molécula. Las
interacciones fueron formadas por el oxigeno 25, carbono 20, oxigeno 21 y los atomos
de hidrogeno de Lisina 162, Arginina 165.

Estos analogos de CCNU han mostrado una ventaja sobre este, tanto en estudios in
vivo como en los obtenidos en este trabajo de docking. Estas nitrosoureas muestran in

Vvivo una alta actividad antileucemica contra el linfoma L1210.

Una toxicidad reducida e incremento en las actividades antineoplasicas fue llevado a
cabo cuando grupos nitroexil (aminoxyl), tales como 2, 2, 6,6-tetrametilpiperidina-N-
Oxyl (TMPO) fue introducido dentro de la estructura quimica de cierto farmaco
anticancerigeno. Este descubrimiento alento a los investigadores a sintetizar un nimero
de analogos spin labeled de los farmacos anticancerigenos CCNU y DTIC. Estos
compuestos muestran ventajas sobre CCNU y DTIC, teniendo baja toxicidad y alta

actividad anticancerigena contra modelos de tumores experimentales. (M. Zheleva,
2001)

Temozolomida form6 un complejo enzima-ligando con 4E binding de -71.645 Kcal

/mol, cuyas interacciones se dieron entre oxigeno 17, nitrégeno 18, nitrogeno 8,
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carbono 6, oxigeno 10 y los 4tomos de hidrogeno de Arginina 240, Isoleucina 249,

Treonina 226.

Uno de los inconvenientes para obtener una energia de interaccion lo suficientemente
favorable entre enzima-ligando es la accesibilidad estérica, la facilidad con la que el
ligando sea acomodado dentro del sitio de accion de la enzima y esto se puede observar

haciendo una comparacién entre la Dacarbazina y sus analogos.

Los enlaces formados entre enzima-ligando fueron en su mayoria puentes de

hidrogeno, interacciones electrostaticas e interacciones o fuerzas de VdW.

La intencion es emplear ecuaciones matemaéticas de la fisica clasica que determinen la
energia no covalente de la union blanco-ligando como funcion de las distancias
atdmicas entre moléculas.

Para calcular la energia electrostatica entre dos atomos cargados puede utilizarse la

ecuacion de Coulomb:

E:]\_.(Is'(h

BL

Valores negativos, generados por cargas con signo opuesto, indican interacciones
favorables, y viceversa.

De esta forma, como es de esperarse, la menor distancia entre atomos genera la mayor
energia de interaccion. Para estimar las relaciones de tipo van der Waals existe una

expresion matematica tipicamente descrita por:

A B
T 412 46
BL BL

Donde A y B representan los valores de constantes que dependen de la naturaleza de
los dos 4tomos que establecen la interaccion. En los célculos de Docking es comdn
emplear mas de un criterio de asignacion de puntaje para evaluar de manera mas
completa las diferentes orientaciones que adquiere cada una de las moléculas en la
cavidad del blanco. Es importante mencionar que los calculos de energia, debidos tanto
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a las contribuciones electrostaticas como a las de tipo van der Waals, deben repetirse
para cada pareja de &tomos que intervienen en el reconocimiento molecular. (Padilla
J, etal)

Las energias totales y los calores de formacion de las moléculas son un reflejo de la
estabilidad de las mismas, por lo que el empleo de estos indices puede conducir a la
explicacion del fendémeno estudiado. Estos procedimientos ayudan al mejor
entendimiento del comportamiento de estos sistemas a nivel subcelular, permitiendo
establecer comparaciones entre los datos tedricos y los experimentales, e incluso
realizar predicciones cuantitativas. Teniendo en cuenta los avances que promete tener
la farmacologia molecular, es de suponer que el futuro del disefio de farmacos no esté
destinado como hasta el presente, a la obtencién de sustancias que puedan ser
reconocidas por los receptores o que modulen la sintesis, metabolismo o recaptacion de
los neurotransmisores, sino que estara orientado a obtener sustancias que actlen sobre
los sistemas enzimaticos activadores de la cascada de eventos que lleva consigo una

respuesta farmacologica

Con estos resultados es posible conocer la naturaleza de la unién, la flexibilidad del
receptor, y las interacciones que mantienen al ligando unido al mismo, pudiendo
estimarse por tanto la energia de estabilizacién de de este complejo, y ademas, el
aporte por separado, de cada una de las regiones del ligando.

Esto permite ademés, la insercion de estructuras construidas o disefiadas
intencionalmente para su ajuste exacto al receptor, siendo fuente interesante de

generacion de nuevas entidades farmacologicamente activas.
El influir mediante estos farmacos sobre estos mecanismos intermediarios entre el

receptor y el efector, pueden dar origen a sustancias muy selectivas que operen

selectivamente sobre las células que padezcan la disfuncion.
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16. CONCLUSIONES

Se determiné el sitio activo de la enzima Metiltransferasa y los

aminodcidos involucrados en dicha region.

Todas las moléculas con actividad anticancerigenas utilizadas como

ligandos, mostraron tener gran afinidad por la enzima Metiltransfersa.

La Dacarbazina fue la molécula con mejor energia de interaccion.

Los analogos de Lomustina (CCNU) presentan una mejor afinidad

por la enzima Metiltransferasa que la CCNU.
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18. APENDICE

SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA ENZIMA METILTRANSFERASA

Deposited: 22-Oct-1996 Exp.
Method: X-ray { EXPLORE }
Diffraction Resolution: 2.70 A

Title Ternary Structure Of Hhai Methyltransferase With
Hemimethylated DNA and Adohcy

Classification Complex (Methyltransferase/DNA)

Compound Mol_Id: 1; Molecule: Hhai Methyltransferase; Chain: A; Ec:
2.1.1.73

Mol_Id: 2; Molecule: DNA,; Chain: C, D; Engineered: Yes

TOTAL DE AMINOACIDOS: 2753

SEQRES 1 A 327 MET ILE GLU ILE LYS ASP LYS GLN LEU THR GLY LEU ARG
SEQRES 2 A 327 PHE ILE ASP LEU PHE ALA GLY LEU GLY GLY PHE ARG LEU
SEQRES 3 A 327 ALA LEU GLU SER CYS GLY ALA GLU CYS VAL TYR SER ASN
SEQRES 4 A 327 GLU TRP ASP LYS TYR ALA GLN GLU VAL TYR GLU MET ASN
SEQRES 5 A 327 PHE GLY GLU LYS PRO GLU GLY ASP ILE THR GLN VAL ASN
SEQRES 6 A 327 GLU LYS THR ILE PRO ASP HIS ASP ILE LEU CYS ALA GLY
SEQRES 7 A 327 PHE PRO CYS GLN ALA PHE SER ILE SER GLY LYS GLN LYS
SEQRES 8 A 327 CGLY PHE GLU ASP SER ARG GLY THR LEU PHE PHE ASP ILE
SEQRES 9 A 327 ALA ARG ILE VAL ARG GLU LYS LYS PRO LYS VAL VAL PHE
SEQRES 10 A 327 MET GLU ASN VAL LYS ASN PHE ALA SER HIS ASP ASN GLY
SEQRES 11 A 327 ASN THR LEU GLU VAL VAL LYS ASN THR MET ASN GLU LEU
SEQRES 12 A 327 ASP TYR SER PHE HIS ALA LYS VAL LEU ASN ALA LEU ASP
SEQRES 13 A 327 TYR GLY ILE PRO GLN LYS ARG GLU ARG ILE TYR MET ILE
SEQRES 14 A 327 CYS PHE ARG ASN ASP LEU ASN ILE GLN ASN PHE GLN PHE
SEQRES 15 A 327 PRO LYS PRO PHE GLU LEU ASN THR PHE VAL LYS ASP LEU
SEQRES 16 A 327 LEU LEU PRO ASP SER GLU VAL GLU HIS LEU VAL ILE ASP
SEQRES 17 A 327 ARG LYS ASP LEU VAL MET THR ASN GLN GLU ILE GLU GLN
SEQRES 18 A 327 THR THR PRO LYS THR VAL ARG LEU GLY ILE VAL GLY LYS
SEQRES 19 A 327 GLY GLY GLN GLY GLU ARG ILE TYR SER THR ARG GLY ILE
SEQRES 20 A 327 ALA ILE THR LEU SER ALA TYR GLY GLY GLY ILE PHE ALA
SEQRES 21 A 327 LYS THR GLY GLY TYR LEU VAL ASN GLY LYS THR ARG LYS
SEQRES 22 A 327 LEU HIS PRO ARG GLU CYS ALA ARG VAL MET GLY TYR PRO
SEQRES 23 A 327 ASP SER TYR LYS VAL HIS PRO SER THR SER GLN ALA TYR
SEQRES 24 A 327 LYS GLN PHE GLY ASN SER VAL VAL ILE ASN VAL LEU GLN
SEQRES 25 A 327 TYR ILE ALA TYR ASN ILE GLY SER SER LEU ASN PHE LYS
SEQRES 26 A 327 PRO TYR
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GLOSARIO

Célula somatica: Células del cuerpo que no contribuyen a la descendencia.

Célula tallo: Células célula madre; es toda célula que da origen a nuevas
células.

Carbomoilante: Reacciones con compuestos carbonilo participan otros grupos
funcionales y aminoacidos como Lisina Arginina.
Carozo: ndcleo

Epigenético: mecanismo de regulacion de la expresion (transcripcion vy
traduccién) de genes que no dependen de cambios en la secuencia primaria del
DNA, sino que opera a un nivel superior (p. ej., metilacion, efectos de posicion.)
Genotoxico: Es todo aquello que ocasiona dafio o es dafiino para el ADN.
Histolisis: Ruptura celular

Mielosupresion: Afeccién en la cual disminuye la actividad de la médula 6sea;

esto da lugar a que haya menos globulos rojos, glébulos blancos y plaquetas

Vesicante: sustancias que pueden ser soélidas, liquidas o gaseosas que en

contacto con la piel producen irritacion y ampollas.
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