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Resumen

El cancer es una de las principales enfermedades de alta mortalidad a nivel mundial, el
namero de muertos en 2020 se estimé en diez millones. Si bien existe una amplia
variedad de medicamentos contra el cancer, el presente proyecto de investigacion se
centr6 en las antraciclinas; estas moléculas tienen inconvenientes asociados a su
toxicidad, ya que provocan cardiotoxicidad, se sabe que son irritantes e inducen
mucositis. Una gran cantidad de datos publicados demuestra que el objetivo
farmacoldgico relevante para la actividad terapéutica de las antraciclinas es la
topoisomerasa lla. Por este motivo, se llevaron a cabo estudios de acoplamiento

molecular en dicha proteina.

Con base en lo anterior, el objetivo de este proyecto fue encontrar nuevas moléculas de
tipo antraciclina con actividad anticancerigena, en las cuales las limitaciones
toxicolégicas asociadas a este grupo de farmacos estuvieran atenuadas. El estudio
parti6 de 200 moléculas bioisostéricas con nucleo de antraciclina generadas en la
plataforma SwissBioisostere y un modo de union de la doxorrubicina al sitio catalitico de
la topoisomerasa lla. A continuacion, se realizé un cribado virtual a través de sucesivas
etapas; calculo de probabilidad de actividad biol6gica, en la plataforma en linea
Way2Drug; prediccion de propiedades fisicoquimicas y toxicoldgicas, en la plataforma
Molinspiration y aplicaciones de escritorio Osiris property explorer junto a DataWarrior
respectivamente; y un acoplamiento molecular con plantilla en la aplicacién de escritorio

Molegro Virtual Docker 6.0.

Se encontraron tres compuestos con propiedades toxicoldgicas nulas (a causa de una
modificacion estructural), y tres con potencial de irritabilidad. Asimismo, las energias de
afinidad y los modos de union para cada molécula con la enzima topoisomerasa lla en
comparacion con la doxorrubicina fueron muy similares, mientras que los resultados de
la dindamica molecular mostraron que los complejos formados son estables. Se
destacan las interacciones cation-n con anillos del ndcleo de antraciclina y los enlaces
de hidrégeno con los residuos ASN-150, ALA167 y LYS-168. De esta manera se
concluye que estos seis compuestos muestran potencial de ser utilizables como

farmacos en la terapia contra el cancer.



Introduccion

El cancer es una de las principales afecciones causantes de mortalidad entre la
poblacién a nivel mundial, segun datos del Global Cancer Observatory (GLOBOCAN),
en 2020 el nimero de muertos se conté alrededor de los diez millones [1]. En México el
cancer fue causal de 90 603 fallecimientos en 2020 [2].

El cancer es una enfermedad multifactorial, la cual se produce cuando la informacion
del DNA celular se corrompe, lo que da lugar a patrones anormales de expresion
genética [3]. Existen una gran variedad de terapias farmacoldgicas contra el cancer,
entre estas se pueden encontrar amplios grupos de farmacos, como; agentes
alquilantes, antimetabolitos, agentes estabilizadores y desestabilizadores de
microtUbulos, antagonistas hormonales, inhibidores proteina cinasa y agentes
antibiéticos anticancer [4, 5], dentro de este ultimo grupo tenemos a las antraciclinas, en

las cuales se centra este proyecto de investigacion.

Las antraciclinas son un grupo de medicamentos que se han extraido de Streptomyces
spp., y se utlizan en el tratamiento de varios tipos de céanceres, los farmacos
pertenecientes a este grupo empleados en la practica clinica son; doxorrubicina,
daunorrubicina, epirrubicina, idarubicina, mitoxantrona y valrubicina [6]. Una gran
cantidad de datos publicados demuestran que la diana farmacoldgica relevante para la
actividad terapéutica de las antraciclinas es la topoisomerasa Il [7]. Un aspecto
favorable para estos farmacos es que la FDA aprueba su uso en varios tipos de cancer
[6]. Sin embargo, las antraciclinas tienen inconvenientes relativos a su toxicidad, ya que
presentan cardiotoxicidad, lo cual, es la principal limitante en su uso farmacologico,

ademas se sabe que son irritantes e inducen mucositis [8, 9].

Dados los puntos anteriores, se pone de manifiesto la necesidad de contar con
tratamientos mas eficientes en la lucha contra el cancer. Para ello se consideré util
partir de un set de bioisosteros con nucleo de antraciclina debido a que existe evidencia
de que los compuestos con este nlcleo son agentes importantes en terapias contra
diversos tipos de cancer; y a que en el bioisosterismo se reemplazan grupos

funcionales de una molécula farmacologica manteniendo propiedades biologicas



similares mientras se da la posibilidad de mejorar propiedades fisicoquimicas,

farmacocinéticas o toxicolégicas de los farmacos [5, 10].

Se continud con estudios prospectivos de cribado virtual para seleccionar las moléculas
gque no presenten riesgos en cuanto a toxicidad y cuenten con propiedades
fisicoquimicas y de actividad biologica éptimas para su uso farmacologico, dichos
estudios estuvieron centrados en el acoplamiento molecular con la topoisomerasa lla
como objetivo, y fueron complementados con dindmicas moleculares para contar con
mas elementos que permitieran inferir sobre la estabilidad de los complejos. Se utilizé
esta técnica dado que tiene ventajas respecto al desarrollo experimental para la
identificacion de compuestos de interés: disminuye el costo, requiere menor cantidad de
tiempo, no requiere demasiada infraestructura y, evita falsos positivos y negativos
relativos al método de experimentacion [11]. En la ultima fase del proyecto se utilizo la
dindmica molecular en los compuestos acoplados a la topoisomerasa lla, dado que esta
técnica simula el comportamiento de los sistemas moleculares en funcion del tiempo
considerando como flexibles todas las entidades quimicas en el sistema [12], esto es
importante porque en combinacién el acoplamiento y la dinamica molecular nos ayudan
a elucidar la fuerza de las interacciones, la afinidad de unién y la estabilidad del sistema
proteina-ligando [13], obteniendo asi resultados confiables y mas elementos predictivos
para el sistema propuesto.



Marco tedérico
Cancer

Cancer es un término genérico que designa a un amplio grupo de enfermedades de
caracter multifactorial, se caracterizan por el desarrollo de células anormales, que se
dividen, crecen y diseminan sin control en cualquier parte del cuerpo, las cuales son
generadas por una gran variedad de factores, ello implica una génesis y progresion
extremadamente complejas y que pueden afectar a cualquier parte del organismo;
también se utilizan los términos de tumores malignos o de neoplasias malignas [5, 14,
15].

Epidemiologia

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo, se estima que en
2020 ocasioné diez millones de defunciones [1]. EI consumo de tabaco y alcohol, la
dieta poco saludable, inactividad fisica, contaminacién del aire, infecciones cronicas
(como las causadas por Helicobacter pylori, virus del papiloma humano, virus de la
hepatitis B y C o el virus de Epstein-Barr) son factores de riesgo para el desarrollo de

cancer [14].

Para el afio 2020, los canceres con mayor cantidad de muertes causadas a nivel
mundial fueron: 1.8 millones por cancer de pulmon, 935 173 a consecuencia de cancer
colorrectal, 830 180 debidas a cancer de higado, 768 793 por cancer de estdbmago y

684 996 como consecuencia del cancer de mama [1, 14].

En México la magnitud de los efectos del cancer en la salud de la poblacion no es muy
diferente al panorama mundial, pues es la cuarta causa de muerte, después de COVID-
19, las enfermedades cardiovasculares y la diabetes [16]. De acuerdo con el Instituto
Nacional de Geografia y Estadistica (INEGI), la tasa de defunciones a causa de
tumores malignos pas6 de 6.18 a 7.17 defunciones por cada 10 mil habitantes entre
2010 y 2020, registrando asi alrededor de 90 mil decesos para 2020 [2, 17]. De acuerdo

con el Global Cancer Observatory, en 2020, los cinco tipos de cancer con mayor



incidencia de casos nuevos en México son: 29 929 de cancer de mama, 26 742 en
cancer de prostata, 14 901 de cancer colorrectal, 11 227 de cancer de tiroides y 9 439

de cancer cervicouterino [17].
Fisiopatologia

Conocer y describir los mecanismos fisiopatoldgicos del cAncer es una tarea compleja,
desde que el término agrupa entidades clinicas de diversos origenes, como: cancer de
mama, neuroblastoma, osteosarcoma, leucemias, entre otras [18]. EI comportamiento
bioldgico del cancer se puede ceiiir a términos de un grupo de capacidades funcionales
que adquieren las células en estados de crecimiento neoplasico divididas en
caracteristicas distintivas y habilitadoras [3, 19].

Caracteristicas distintivas:

> Inmortalizacion por reactivacion de telomerasas (potencial ilimitado de replicacion)
» Capacidad para invadir tejidos adyacentes o distantes (metéstasis)

» Capacidad para reclutar un suministro de sangre para la angiogénesis sostenida
> Anulacion de la muerte celular programada (evasion de la apoptosis)

> Metabolismo energético reprogramado

> Independencia de los factores y sefiales de crecimiento

> Insensibilidad a las sefiales y / o estimulos que inhiben el crecimiento

> Induccién de la plasticidad fenotipica

> Evasion de la destruccion inmunolégica de células cancerosas.

Caracteristicas habilitadoras:

> Inestabilidad gendmica y mutacién

» Inflamacion promovida por tumores

> Microbiomas polimorficos

> Reprogramacion epigenética

Los patrones anormales de expresion génica causan cambios fundamentales en los

procesos biologicos dentro de las células cancerosas, lo cual deriva en las llamadas



caracteristicas distintivas y las caracteristicas habilitadoras del cancer [3]. Se presume
gue en una célula normal ocurren diariamente alrededor de 20 000 eventos que dafian
el DNA y cerca de 10 000 errores de replicacion; el principal mecanismo de alteracion
es la acumulacion de mutaciones, aunque los cambios epigenéticos (no mutacionales,
como la metilacion del DNA) se reconocen como centrales en el proceso [3, 18]. Como
ejemplos de los cambios mutacionales estan los diferentes tipos de cancer de pulmon,
los cuales comparten un espectro mutacional dominado por transversiones de C—A,
consistentes con la exposicion a los hidrocarburos arométicos policiclicos en el humo
del tabaco, mientras que el melanoma muestra un patrén que refleja las frecuentes
transiciones de C—T causadas por la reparacion incorrecta de enlaces covalentes
inducidos por rayos ultravioleta entre pirimidinas adyacentes [20].

Las células poseen mecanismos para reparar dichas alteraciones; por ejemplo, los
genes reparadores de DNA, de los cuales existen alrededor de 153 que participan
directamente en la reparacién del material genético, los principales mecanismos
incluyen la reparacion del mal apareamiento, reparacion por escision de bases o

nucleodtidos, union de extremos no homadlogos y recombinacion homadloga [18].

Tratamientos farmacolodgicos.

Entre las estrategias empleadas para el tratamiento del cancer se incluyen la cirugia, la
quimioterapia y la radioterapia, las cuales pueden ser utilizadas por separado o en
combinacion. La quimioterapia clasica se dirige directamente al DNA de la célula,
mientras que los farmacos anticancer contemporaneos implican una terapia dirigida a
moléculas, como las proteinas que poseen una expresion anormal dentro de las células

cancerosas [5].

En este apartado se tratardn algunas de las alternativas quimio terapéuticas como lo

son:

A. Los agentes alquilantes, los cuales actian directamente sobre el DNA para evitar
gue las células cancerosas se reproduzcan, se utilizan para tratar leucemias

cronicas, enfermedad de Hodgkin, mieloma mudiltiple, y canceres de pulmoén,



mama, ovario, cerebro, entre otros [4]. Estos agentes pueden interferir las fases

del ciclo celular en tres formas [4]:

1) El agente alquilante une grupos alquilo a las bases nitrogenadas, esto lleva a
que las enzimas de reparacion de la célula rompan el DNA al intentar
reemplazar las bases dafiadas.

2) Los agentes alquilantes unen grupos alquilo a bases del DNA causando que
se unan de manera diferente a como lo hacen normalmente, con ello evitan
que las dos hebras de DNA se separen temporalmente como deberian
hacerlo cuando comienza la reproduccion celular.

3) Los agentes alquilantes hacen que los pares de bases de la molécula de
DNA se emparejen incorrectamente, lo cual, conduce a mutaciones que

deterioran o destruyen la funcion de la célula.

B. Los farmacos antimetabolitos imitan compuestos que las células normalmente
necesitan para llevar a cabo sus funciones, pero son lo suficientemente diferentes
como para detener estos procesos. Los farmacos antimetabolitos alteran la
estructura estable del DNA, lo que hace imposible que la célula continte con los
procesos metabolicos que la mantienen viva [4]. Su incorporacion al DNA lleva a

la fragmentacion de este y la célula entra en un proceso de apoptosis [21].

C. Alcaloides de la vinca, actian cuando la célula se encuentra en metafase;
interfieren con la formacion de microtubulos, sin ellos, la célula no puede dividirse
[4]. La sefal del ciclo celular que es necesaria para que la célula pase de

metafase a anafase se bloquea y se produce la muerte celular por apoptosis [21].

D. Los antibidticos anticancerigenos son medicamentos que proceden de
compuestos quimicos encontrados por primera vez en bacterias cultivadas en el
laboratorio, en su mayoria con modificaciones. Llevan a cabo su accion biolégica
mediante diversos mecanismos de accién. Algunos ejemplos de estos
medicamentos son: dactinomicina, daunorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina,
idarrubicina, valrubicina, mitoxantrona, bleomicina y mitomicina [21]. En esta
ultima clasificacion se encuentran las moléculas utilizadas en el desarrollo de este

estudio.



Topoisomerasas humanas: estructuray funcion

Las diversas enzimas topoisomerasas regulan la estructura topoldgica del material
genético durante los procesos celulares, se pueden clasificar en dos subfamilias
generales, topoisomerasas tipo | y tipo Il [22, 23]. Estructuralmente, las topoisomerasas
eucariotas de tipo | son proteinas monomeéricas, producto de un solo gen. Este tipo de
topoisomerasas afectan la topologia del DNA y no dependen de la hidrolisis del ATP
para generar la energia requerida en su reaccién, sino que la obtienen de la tension

intrinseca del DNA superenrollado [23].

En cambio, las topoisomerasas eucariotas de tipo Il son homodimeros, productos de
genes distintos. La topoisomerasa de tipo Il crea roturas de doble hebra, las cuales
vuelve a unir posteriormente a pasar la hebra de DNA por la puerta de acidos nucleicos.
Son dependientes de ATP y de iones metalicos divalentes para su actividad catalitica,
poseen un dominio de unién a ATP separado del dominio de union al DNA [22, 23]. Los
vertebrados expresamos dos isoformas de topoisomerasa Il, las cuales se nombran a o
B. La expresién de la isoenzima 3 permanece constante y en un nivel relativamente bajo
a lo largo del ciclo celular, mientras que la isoenzima a aumenta su expresion en la fase
S y alcanza su maximo en la fase G2/M [22, 24]. La topoisomerasa lla se sobre expresa
en muchas células cancerosas, ya que proliferan rapidamente; por ende, la inhibicion
de la isoenzima mediante la formacion de un complejo ternario con el DNA y el farmaco,
asi como el bloqueo de la hidrolisis de ATP son enfoques comunes en la terapia contra

el cancer [25].
Inhibidores de la Topoisomerasa ll

A causa de lo mencionado anteriormente, las topoisomerasas han sido el objetivo de
diversas clases de farmacos comercializados durante varias décadas; centrandonos en

los inhibidores de la topoisomerasa Il podemos distinguir dos grupos:

Venenos de la topoisomerasa Il. Son utilizados como tratamiento de primera linea en la
guimioterapia, estabilizan el complejo de escision covalente de la topoisomerasa Il con
el DNA, esto conduce a rupturas de la doble cadena y eventualmente desencadenan en

apoptosis. Sin embargo, este mecanismo de accidon a menudo se asocia con efectos



secundarios graves, como la cardiotoxicidad y generacion de canceres secundarios, y
dado que no son capaces de diferenciar entre células cancerosas y benignas,

presentan efectos genotoéxicos [25, 26].

Inhibidores cataliticos de la topoisomerasa Il. Este grupo no induce el complejo ternario
con el DNA, por tanto, reducen el dafio hacia el mismo. Inhiben la actividad de la
topoisomerasa Il a través de diferentes mecanismos de accion: impiden la escision del
DNA, como la merbarona; inhiben la hidrolisis de ATP, como la bisdioxipiperazina; y
bloguean el sitio de unién al ATP de la enzima, como los analogos de purina. Debido a
dichos mecanismos de accién los inhibidores cataliticos pueden ser mas selectivos para
suprimir células cancerosas, y dan como resultado una genotoxicidad nula o baja para
las células benignas que no se dividen. Gracias a ello, los inhibidores cataliticos son
buscados como posibles farmacos antitumorales para aplicar de manera aislada o en

combinacion con otras quimioterapias de uso clinico [25, 26].

Antraciclinas

Las antraciclinas son farmacos extraidos de especies del género Streptomyces, se
usan para tratar diversos tipos de cancer; se encuentran entre los medicamentos contra
el cancer mas efectivos y siguen siendo una de las principales opciones en el
tratamiento clinico aun después de mas de 50 afios de su descubrimiento. Algunos de
sus ejemplos mas destacados son: doxorrubicina, daunorrubicina, epirrubicina,

idarrubicina, valrubicina y mitoxantrona [4, 5].

Este grupo de moléculas cuenta con varias indicaciones aprobadas por la FDA como
tratamiento en: leucemia linfocitica aguda, leucemia mielégena aguda, linfoma de
Hodgkin, linfoma no Hodgkin, cancer de mama o cancer de células pulmonares
pequefias [6]. A pesar de ello, tienen algunas limitantes: la principal y la mas estudiada
es la cardiotoxicidad; esto genera problemas en cuanto a su dosificacion, ya que es
dosis dependiente. Se han propuesto diversos mecanismos para la toxicidad cardiaca:
interaccion con la isoforma 3 de la topoisomerasa Il, generacion de especies reactivas
de oxigeno al reducirse a semiquinona o la formacién de radicales libres causados por
hierro [8, 27, 28]. Otro de sus principales inconvenientes, y de la quimioterapia en

general, es que inducen mucositis, lo cual puede explicarse debido a las reacciones



inespecificas que se han descrito en compuestos con estructuras que contienen a la
naftoquinona [9, 29, 30].

En lo concerniente al mecanismo de accion, existen diversas explicaciones de las
acciones citostaticas y citotéxicas de las antraciclinas, entre estas se incluyen: la
formacién de radicales libres, la peroxidacion de lipidos, los efectos directos de

membrana e interacciones enziméticas [5, 27].

La interaccion enzimatica es la explicacion mas ampliamente aceptada. La formacion
de un complejo ternario con la topoisomerasa impide la religacién de las roturas del
DNA; posteriormente, promueve la detencion del crecimiento y la muerte celular
apoptotica [5]. Para los efectos de este estudio se propuso un modo de union distinto
(véase figura 2 y anexo C), en este caso en el dominio catalitico ATPasa de la
topoisomerasa lla. Lo anterior se sustenta en moléculas de ndcleo similar al propuesto
(Véase figura 1), como es el caso del acido gambadgico o de compuestos que contienen
la estructura de la naftoquinona, dado que se han descrito los modos de union de

dichas moléculas a este dominio de la enzima [31, 32, 33].

O B1 OH cC1

R
eele "o

O B2 OH C2

Figura 1. Estructura general utilizada para formar los compuestos con nucleo de antraciclina
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Figura 2. A) Modelo tridimensional de la mitoxantrona en complejo ternario con DNA (PDB: 4G0V),

B) Modo de union del acido gambogico en el sitio catalitico de la topoisomerasa lla [31].




Quimica computacional

Dado todo lo anteriormente mencionado, es de interés explorar de manera prospectiva
tanto los efectos toxicos como la capacidad para inhibir cataliticamente a la enzima
topoisomerasa lla de diversas moléculas con ndcleo de antraciclina; para ello es
necesario el uso de un modelo in silico; por tanto, concierne dar una breve introduccion
a la quimica computacional, y posteriormente al cribado virtual, ya que es el método

utilizado a lo largo de este proyecto.

Asi como la quimica es la ciencia que se ocupa de la construccion, transformacion y
propiedades de las moléculas; y la quimica tedrica es el subcampo en el que métodos
matematicos se combinan con las leyes fundamentales de la fisica para estudiar
procesos de relevancia quimica; la quimica computacional es el area de estudio en la
que se utilizan equipos de cOmputo como herramientas experimentales.
El tratamiento general de la quimica computacional implica determinar geometria
relevante del sistema, su energia de estado fundamental o las propiedades fisicas de
interés, se centra entonces en la obtencion de resultados relevantes para problemas
quimicos, generando datos e informacion dificilmente obtenibles por métodos de

experimentacion tradicionales [34, 35].

En la actualidad una ventaja notable es que mientras en la quimica teorica solamente
se pueden realizar calculos para una pequefia cantidad de atomos, en la quimica
computacional se pueden estudiar sistemas que contienen varios miles de atomos,

realizando una gran cantidad de operaciones matematicas [34].
Generacién de bioisésteros

La fase de optimizacibn de farmacos normalmente implica realizar modificaciones
estructurales a moléculas para modular algunas propiedades mientras se mantienen
otras, la extensa aplicacion del isosterismo para modificar una parte de la molécula
biolégicamente activa para obtener otra de actividad similar, ha dado lugar al término de

“bioisosterismo” [36].
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Los bioisOsteros son sustituyentes o0 grupos con caracteristicas fisicas y/o quimicas
similares que tienen propiedades biologicas equivalentes a las del sustituyente original
del compuesto quimico de utilidad. En el disefio de farmacos, el propoésito de

intercambiar un bioiséstero por otro es [10]:

» Mejorar las propiedades fisicoquimicas de un compuesto sin realizar cambios
significativos en la estructura quimica.

» Disminuir o eliminar la toxicidad.

» Modificar la actividad farmacolégica del compuesto base.

» Alterar el metabolismo del compuesto base.

Los dos enfoques principales para la identificacidon de reemplazos bioisostéricos han
sido los métodos de similitud y la aplicacion de técnicas de mineria de datos en

bibliotecas de compuestos.

Los métodos de similitud se basan en que las moléculas similares tienden a tener
propiedades similares. Los métodos de mineria de datos incluyen enfoques manuales e
in silico. Los enfoques de mineria de datos in silico incluyen pares moleculares

coincidentes que se utilizan en un algoritmo de subestructura comun méximo [36].

SwissBioisostere es una base de datos de acceso libre que recopila mas de 25 millones
de reemplazos de subestructuras moleculares, su principal fuente de informacién es la
base de datos ChEMBL version 28, la cual ha sido almacenada en una base de datos
local MySQL. Dado que los proyectos modernos de descubrimiento de farmacos
producen gran cantidad de datos para diferentes moléculas quimicas, es posible extraer
fragmentos de dichas estructuras e identificar aquellos que difieren entre si. Esto se
logra mediante compuestos que difieren minimamente, los llamados pares moleculares
coincidentes (MMPs por su nombre en inglés), por ejemplo, cuando la fragmentacion de
dos compuestos diferentes encontrados en el mismo ensayo de ChEMBL hace que un
fragmento sea diferente mientras que todos los demas son idénticos, se ha encontrado
un reemplazo [37, 38]. El algoritmo de fragmentacion puede cortar hasta tres enlaces
simples de manera simultanea, siempre y cuando no sean parte de un ciclo o sistema
aromatico, también se evitan los cortes en cadenas alifaticas no ramificadas y en

hexosas ciclicas [38].
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La plataforma también provee informacion sobre la frecuencia con la que se han
aplicado los reemplazos y su impacto en la actividad biolégica medida, este
conocimiento puede ser aplicado en la modificacion de moléculas pequefias para
intentar aumentar su afinidad, o para eludir problemas farmacodinamicos. Ademas, los
resultados de SwissBioisostere pueden ser utilizados para crear pequefas bibliotecas
quimicas de estructuras bioisotéricas o relacionadas que luego pueden someterse a
cribado virtual [37].

Cribado virtual

El cribado virtual se utiliza en las primeras etapas de un proyecto de descubrimiento de
farmacos, tiene como propoésito principal discernir las moléculas de una biblioteca que
tienen potencial de convertirse en farmacos, es decir, moléculas que se unen a una
diana molecular en particular y que no tienen inconvenientes en cuanto a Sus
propiedades fisicoquimicas o toxicolégicas [11]. A continuacidn, se presenta una

explicacion del funcionamiento de las herramientas utilizadas durante este trabajo:

Céalculo de la actividad biol6gica

La actividad biol6gica es una de las propiedades mas importantes en los compuestos a
ser utilizados con fines medicinales, 200 afios de investigaciones han generado una
gran cantidad de datos, los cuales ahora estan disponibles en bases de datos como
PubChem, ChEMBL, ChEBI, DrugBank, y SIDER para ser utilizados en futuros estudios
[39]. Los métodos de disefio de farmacos basados en la estructura de los ligandos se
fundamentan en que estructuras semejantes tienen una actividad biolégica similar; sin
embargo, esto no es del todo correcto, dado que existen pozos de actividad, por lo que
los datos obtenidos con este método de analisis suelen considerarse poco precisos, en
este sentido los métodos de aprendizaje automatico suelen emitir resultados mas
satisfactorios [39, 40]. Las estimaciones de los espectros de actividad biologica en la
plataforma en linea PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances) de Way2Drug
se basan en datos y conocimientos de las relaciones estructura-actividad (SAR), que
acumulan los resultados de los andlisis del conjunto de entrenamiento, y pueden

predecir 4 000 tipos de actividad bilégica [41].

14



El algoritmo de estimacion utiliza un enfoque “naive Bayes”, lo cual implica que existen
supuestos de independencia condicional entre cada descriptor. Para cada tipo de
actividad que puede ser predicha por la plataforma con base en la estructura molecular,
presentada en forma de descriptores MNA (Multilevel Neighborhoods of Atoms) se
realizan los calculos correspondientes, los descriptores se obtienen a partir de la
estructura bidimensional de las moléculas introducidas en formato MOL file, Marvin JS
0, como en el caso de este estudio, SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry
Specification), mientras que la estimacion de la probabilidad condicional se establece

como [41]:

ann (Ak)gn(Di)

P(Ax|D;) = %, 9.(D)

Donde:

frn(4,): Es la funcion del compuesto n, el cual pertenece a un conjunto de compuestos

que tienen la actividad Ak en el espectro de actividades.

9n(D;): Es la medida del compuesto n perteneciente al conjunto de compuestos que
contienen el descriptor Di en la descripcion de la estructura, los valores que pueden

adoptar van de cero a 1/mn, siendo mn el nUmero de descriptores de la molécula n.

El propésito principal de PASS es la prediccion de espectros de actividad para
compuestos nuevos, por tanto, el algoritmo PASS excluye sustancias equivalentes a la
sustancia bajo prediccion del conjunto de entrenamiento. Entonces, si la molécula n es
equivalente a la molécula bajo prediccion, esta sustancia se excluye de las sumas en

las ecuaciones presentadas [41].

Propiedades fisicoguimicas y toxicoldgicas

Al momento de disefiar farmacos es importante tomar en cuenta otros aspectos ademas
del computo de las probabilidades de actividad biolégica; entre las mas importantes se
encuentran las propiedades fisicoquimicas y toxicoldgicas, ya que permiten indagar en
el comportamiento que tendran las moléculas dentro del organismo de su usuario. Las
maneras mas comunes de estudiar estas caracteristicas en el ambito computacional

son el uso de SAR y QSAR (relaciones cuantitativas estructura actividad), para ello
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existen una gran cantidad de softwares y plataformas en linea, los utilizados en este

trabajo fueron DataWarrior, OSIRIS Property Explorer y Molispiration.

Las caracteristicas fisicoquimicas mas comunmente evaluadas en los proyectos de
descubrimiento de farmacos son la masa molecular, el coeficiente de reparto n-
octanol/agua (logP), el niumero de donadores y aceptores de enlaces de hidrégeno, el
area de superficie topoldgica polar y el nimero de enlaces rotables, éstas fueron
calculadas con la plataforma en linea molinspiration para el caso de este proyecto, las

descripciones de cada una son las siguientes:

El coeficiente de reparto (logP) se utiliza en el disefio racional de farmacos como
medida de la hidrofobicidad molecular. La hidrofobicidad afecta la absorcion del
farmaco, la biodisponibilidad, las interacciones hidrofébicas farmaco-receptor, el
metabolismo de las moléculas, y su toxicidad. Segun las observaciones de Lipinski, en
las moléculas farmacolégicas este parametro es menor a 5 [42, 43].

El método para la prediccion de logP desarrollado por Molinspiration se basa en las
contribuciones de cada grupo de la molécula. Estos se han obtenido ajustando el logP
calculado con el logP experimental para un conjunto de entrenamiento de 12 202
compuestos, en su mayoria moléculas similares a farmacos, asi se obtuvieron valores
de hidrofobicidad para 35 fragmentos simples, y valores que caracterizan la
contribucion de los enlaces de hidrégeno intramoleculares y de las cargas al logP
mediante 185 fragmentos més grandes. La metodologia de Molinspiration para el
calculo de logP es muy robusta y es capaz de procesar practicamente todas las

moléculas organicas y la mayoria de las organometalicas [42].

El area de superficie polar (PSA) es la superficie de la molécula que pertenece a los
atomos polares, es un descriptor que muestra una buena correlacion en la absorcion de
farmacos, incluida la absorcién intestinal, la biodisponibilidad, la permeabilidad medida
en la linea celular de colon de Caco-2 y la penetracion de la barrera hematoencefalica.
En general se aceptan como compuestos de buena permeabilidad aquellos cuya PSA
es menor a 120 A2 aunque algunos autores extienden esta tolerancia hasta 140 A2 [42,
44].
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El calculo de PSA requiere bastante tiempo debido a la necesidad de generar una
geometria molecular 3D y posteriormente calcular la superficie. Por el contrario, el
método denominado area de superficie polar topologica (TPSA) utiliza un célculo
basado en la suma de contribuciones de superficie de fragmentos polares previamente
tabuladas, proporciona resultados practicamente idénticos al PSA (el coeficiente de
correlacion entre el PSA 3D y el TPSA basado en fragmentos para 34 810 moléculas
del World Drug Index es de 0.99), mientras que la velocidad de célculo es de 2 a 3
ordenes de magnitud mas rapido [45]. Molinspiration utiliza el enfoque topolégico para

el area de superficie polar considerando fragmentos polares centrados en O y N [42].

Para el caso de la masa molecular obtenida mediante molinspiration, se utiliza la suma
de las masas atdmicas, Lipinski considera que las moléculas con actividad

farmacoldgica no rebasan las 500 unidades de masa atémica [42, 43].

En el célculo de la cantidad de atomos donadores y aceptores de enlaces de hidrégeno,
se realiza el conteo de 4tomos que cumplen con la definicion dada por Lipinski al
formular su regla de los 5, es decir: los donantes de enlaces de hidrégeno expresados
como la suma de atomos de oxigeno o nitrdgeno unidos con al menos un atomo de
hidrégeno, mientras que los aceptores de enlaces de hidrogeno se expresan como la
suma de atomos de nitrégeno y oxigeno en la molécula. Lipinski hace la observacion de
gue las moléculas con actividad farmacolégica no cuentan con mas de 5 donadores, ni

mas de 10 aceptores [42, 43].

Para concluir con los parametros obtenidos mediante molinspiration, se encuentra el
namero de enlaces rotables. Este parametro es una medida de la flexibilidad molecular
y es un buen descriptor de la biodisponibilidad oral de los farmacos. En este caso

generalmente es aceptable que estén presentes 7 de ellos o incluso 10 [42, 44].

El conteo de los enlaces rotables se realiza teniendo por definicion cualquier enlace
simple que no pertenezca a un anillo, unido a un atomo pesado y que no sea terminal,
adicionalmente los enlaces entre carbono y nitrégeno de las amidas no se consideran

debido a su alta barrera de energia rotacional [42].
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DataWarrior es un software utilizado principalmente en proyectos de descubrimiento de
farmacos, las estructuras quimicas pueden introducirse con InChl keys, o como en el
caso de este estudio, codigos SMILES. La interfaz grafica muestra los datos en una
tabla indicando las moléculas en filas y sus propiedades (numéricas o categoricas) en
columnas [46, 47]. Aunque DataWarrior tiene un conjunto variado de herramientas
especializadas para el analisis y la visualizacion de datos quimicos y biolégicos, durante
este estudio nos centramos en los cdémputos de relacidon estructura-propiedad
toxicologica con los que cuenta este programa (Mutagenicidad, efectos sobre la

reproduccion, carcinogenicidad e irritacion).

Durante la evaluacion del riesgo de toxicidad se buscan fragmentos dentro de la
estructura quimica que sean indicativos de riesgo dentro de una de las cuatro clases de
toxicidad. Las alertas de riesgo de ninguna manera pretenden ser una prediccién de
toxicidad completamente confiable, tampoco debe concluirse la completa ausencia de
alertas de riesgo para una determinada sustancia. El proceso de prediccion se basa en
un conjunto pre-calculado de fragmentos estructurales que generan alertas de toxicidad
en caso de que se encuentren en la estructura introducida. Estas listas de fragmentos
se crearon fragmentando los compuestos de la base de datos RTECS (Registry of Toxic
Effects of Chemical Substances) que se saben activos en una determinada clase de
toxicidad. Durante la trituracion, cada una de las moléculas se corta en cada enlace
rotable obteniendo un conjunto de fragmentos centrales, los cuales se utilizaron para
construir posibles fragmentos méas grandes formando nuevas subestructuras de la
molécula original. Posteriormente, un proceso de busqueda de subestructuras
determina la frecuencia de aparicion de cada fragmento (centrales y construidos) para
cada clase de toxicidad. También se determinaron las frecuencias de aparicion de estos
fragmentos en las estructuras de mas de 3 000 farmacos comercializados, bajo la
suposicion de que éstos compuestos en gran medida se encuentran libres de efectos
toxicos, cualquier fragmento se considerd un factor de riesgo si se presentaba con
frecuencia como subestructura de compuestos nocivos, pero nunca o rara vez en

farmacos comerciales [48].
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Por altimo, OSIRIS Property Explorer (OPE) es una aplicacion Java que permite dibujar
estructuras quimicas o introducir sus codigos SMILES y calcula sobre la marcha varias
propiedades relevantes para los farmacos siempre que una estructura sea valida [49].
En este caso atendimos los resultados de alertas de toxicidad y la Drug Score, las
propiedades de toxicidad en esta aplicacion se calculan de la misma manera que en
DataWatrrior, la diferencia con ese programa radica en que OPE es mas antiguo, y
utiliza una version anterior de la base de datos RTECS cuando aun era manejada por la
US National Institute for Occupational Safety and Health [48, 49, 50]. OPE calcula el
pardmetro Drug Score, el cual es un valor que puede utilizarse para juzgar el potencial
del compuesto para calificar como farmaco, esto se logra combinando la semejanza con
farmacos (druglikeness), LogP, logS (logaritmo de la solubilidad), el peso molecular y

los riesgos de toxicidad; se relacionan mediante la siguiente ecuacion [49]:

1_[ 1 1 1_[
ds = (§+§Si)' ti
_ 1
P T T4 ewd

Donde:
ds: Es el Drug Score
s;: Son las contribuciones calculadas para log P, masa molecular, druglikeness y log S

t;: Son las contribuciones de los de la mutagenicidad, carcinogénesis, irritabilidad y
efectos reproductivos, pueden tomar el valor de 1.0, 0.8 o 0.6 dependiendo de si el

riesgo toxicoldgico es nulo, medio o alto.
p: Es druglikeness

ay b: Son parametros que adoptan distintos valores dependiendo de las propiedades
fisicoquimicas, los cuales son (1, -5), (1, 5), (0.012, -6) y (1, 0)
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Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular o “docking”, se trata de la herramienta de alto rendimiento
basada en estructuras moleculares, su objetivo principal es discernir qué moléculas se
unen a una diana molecular en particular y de qué manera lo haran; para lograr ese
objetivo, se necesita calcular la afinidad de union que se rige por contribuciones
entalpicas surgidas de interacciones con los respectivos objetivos macromoleculares
[11, 51, 52]. Por ello, la metodologia del acoplamiento molecular fue disefiada teniendo
en cuenta diversos aspectos de estudio respecto al sistema ligando-receptor, como son;
el conocimiento de la estructura, funcion y conformacién de los receptores; y las
propiedades acido-base y de estructura molecular de los ligandos. Cabe destacar, que
en este caso se realizaron acoplamientos moleculares rigidos, los cuales se realizan
con la proteina inmévil, dado que posteriormente se realizaron las dindmicas

moleculares.

Estructura de la proteina

El recurso utilizado para obtener la estructura de la proteina topoisomerasa Il fue
Protein Data Bank (PDB), una base de datos que se establecié en 1971 como la primer
base de datos digitales de acceso abierto en biologia. Actualmente alberga mas de
190 000 estructuras tridimensionales de macromoléculas biol6gicas y complejos de
macromoléculas con moléculas pequefias, lo que brinda informacion valiosa sobre la

funcién bioquimica y bioldgica [53].

El acceso abierto a los datos de PDB facilita el descubrimiento y el desarrollo de nuevos
agentes anticancerigenos [53], en este caso la base de datos proporciona la estructura
tridimensional de la topoisomerasa lla, se utiliza el archivo con cédigo 1ZXM de PDB,
dicha estructura fue determinada mediante difraccién de rayos X con una resolucion de

1.87 A [54], se ha elegido esta estructura por ser la forma inactiva de la proteina [55].

Optimizacioén de las moléculas
Las moléculas fueron construidas con SPARTAN 08, éste es un programa disefiado por
Wavefunction Inc. y Q-Chem Inc. para abordar calculos quimicos; esta herramienta

utiliza modelos de mecanica molecular, semiempiricos y Hartree-Fock para realizar los
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calculos, ademas cuenta con modelos graficos, funcionales de densidad y modelos

post-Hartree-Fock basados en funciones de onda [56].

Los métodos computacionales que modelan la estructura electronica de los compuestos
quimicos tienen tres tipos de enfoques: los métodos quimico-cuanticos ab initio, la
teoria del funcional de la densidad (DFT) y los métodos semiempiricos de quimica
cuantica. Los mas simples son los modelos semiempiricos, los cuales involucran
aproximaciones integrales y parametrizaciones que limitan su precision, pero las hacen
muy eficientes, de modo que las moléculas grandes se pueden modelar de una manera
realista [57].

Las geometrias de equilibrio de las moléculas utilizadas en el acoplamiento molecular
fueron calculadas utilizando el método semiempirico PM3, ya que se ha utilizado
anteriormente en sistemas que involucran a la doxorrubicina y sus derivados [58, 59].
Ademas, se agregaron restricciones a los carbonilos del anillo B de la estructura para
que se mantuvieran en el plano, y a los oxigenos de los hidroxilos del anillo C para que
mantuvieran su orientacion para la formacion de enlaces de hidrégeno intramoleculares

con las cetonas del anillo B observados en estudios conformacionales [60].

PM3 es un método semiempirico que toma en cuenta dieciocho pardmetros para cada
tipo de atomo distinto de hidrégeno, siendo estos: Energias de los orbitales atémicos
(Uss, Upp), integrales de dos electrones (Gss <ss|ss», Gsp <SS|pp>, Gpp <pplpp>, Gp2
pp|p’P’>, Hsp <sp|sp»), exponentes de orbitales atdbmicos en la funcién de Slater (&s, &p),
pardmetros atémicos (Bs, Bp), Yy parametros optimizables (ALP, Ki, L1, M1, K2, L2, M2),
para el caso del atomo de hidrégeno se toman los once parametros que no involucran
orbitales p; en este tipo de métodos las geometrias optimizadas se obtienen mediante
un algoritmo que utiliza la primera y segunda derivada de la energia con respecto a los
pardmetros geométricos para ubicar los puntos estacionarios. El método PM3 obtiene
buenas longitudes y angulos de enlace, siendo los angulos diedros calculados los que

tienen errores mayores [61, 62, 63].
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Computo de microespecies

Incluso si se utiliza el mismo programa de acoplamiento molecular, se pueden llegar a
diferentes resultados para la misma molécula objetivo, esto es causado por distintas
configuraciones de parametros durante la ejecucion del acoplamiento molecular, pero
aun mas importante: a causa de diferentes configuraciones de las estructuras del
ligando y proteina. Lo anterior aunado a que las posiciones de los atomos de hidrogeno
normalmente no estdn disponibles a partir de las estructuras de rayos X de los
complejos, se deben aplicar métodos para decidir el estado de protonacion de un
ligando o esta informacion debe ser proporcionada por el experimentador, ademas de
considerar cambios tautoméricos en las estructuras, ya que diversos autores coinciden
en que durante mucho tiempo estos fendmenos fueron dejados de lado en el disefio de
farmacos [64].

En el caso de este estudio, se utilizé la calculadora de pka del programa MarvinSketch,
la cual se basa en el célculo de la distribucién de carga parcial de los &tomos en la
molécula, asigna el caracter 4cido o basico a la molécula segun la teoria de Bronsted-
Lowry, mientras que la relacién entre las formas ionizada y neutra depende del pH, la
temperatura y la actividad idnica. La constante de ionizacion Ka se obtiene a partir de la
relacion de actividad de la base y el acido conjugados multiplicada por la actividad del
proton. Ademas, cuando la molécula es multiprética, se utiliza una constante de
disociacion macroacida obtenida a partir de la ley de conservacién de carga y masa
global para obtener el niamero total de microespecies, en cada caso se utilizé la
microespecie mayoritaria a un pH de 7.3 ya que este ha sido medido en el nucleo de
células cancerigenas [65, 66].

Simulaciones de acoplamiento molecular

Aun cuando el calculo de afinidades de union se realiza mediante funciones de
evaluacion, las cuales son esencialmente modelos que construyen un mapeo lineal
entre las caracteristicas que describen un complejo proteina-ligando y su modo de
unién, no siempre se obtienen poses precisas para clasificar correctamente las
moléculas, pero ayuda que las poses predichas sean representativas de

conformaciones bioactivas, lo cual depende en gran medida de la eleccion correcta de
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un algoritmo de busqueda para el acoplamiento y la cavidad de la proteina objetivo [11,
51]. La eleccién de la combinacién de algoritmo de busqueda y funcion de evaluacion
se realizé reacoplando el ligando co-cristalizado y tomando como criterio una
desviacion cuadratica media de las posiciones atdmicas menor a dos Angstroms, ya

gue es uno de los parametros mas aceptados para guiar dicha eleccion [67, 68].

Para realizar las simulaciones de acoplamiento se utiliz6 Molegro Virtual Docker (MVD),
el cual es un entorno integrado que sirve para estudiar y predecir como interactian los
ligandos con las macromoléculas, la identificacion de los modos de union de ligandos
se realiza evaluando iterativamente conformaciones del ligando mediante estimaciones

de la energia de sus interacciones con la macromolécula [69].

Deteccion de cavidades

Para la busqueda de cavidades MVD utiliza un algoritmo que emplea rejillas para
determinar posibles sitios de unién. Este algoritmo crea una cuadricula con una
resolucion de 0.8 A que cubre la proteina, en cada punto de la cuadricula se coloca una
esfera de radio 1.4 A y se comprueba si las esferas se sobrepondran con alguno de los
espacios esféricos determinados por los radios de Van der Waals de los atomos de la
proteina. Los puntos de la cuadricula donde chocan se consideran parte del volumen
inaccesible, todos los demas puntos se denominaran accesibles [69].

En segundo lugar, se comprueba cada punto accesible de la cuadricula para
asegurarse de que forma parte de una cavidad mediante el siguiente procedimiento:
desde cada punto accesible de la cuadricula se elige una direccién aleatoria, y se sigue
esta direccion (y la direccién opuesta) hasta que se llega a los limites de la cuadricula
verificando si se golpea un punto inaccesible en el camino. Esto se repite varias veces,
y si el porcentaje de lineas que alcanzan un volumen inaccesible es mayor que un
umbral dado, el punto se marca como parte de una cavidad. Por ultimo, se determinan
las regiones conectadas, dos puntos de cuadricula estdn conectados si son vecinos
[69].
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Algoritmo de busqueda

Las conformaciones del ligando son obtenidas a partir de un algoritmo de busqueda, el
seleccionado en este caso fue MolDock Optimizer, un algoritmo de evolucion diferencial
guiada, la evolucion diferencial utiliza un enfoque de seleccion y modificacion de
soluciones candidatas, crea descendencia a partir de una diferencia ponderada de
soluciones parentales. En primer lugar, se crea una poblacion inicial de posicion
aleatoria y de orientacion acorde al algoritmo de Shoemake (basado en obtener
cuaterniones distribuidos uniformemente sobre una esfera) para evitar sesgos hacia la
rotacion identitaria [69, 70]. A continuacion, y mientras no se cumpla la condicién de
terminacion, se ejecutara un proceso en el que, para cada individuo de la poblacion, se
crea un descendiente sumando una diferencia ponderada de las soluciones parentales

seleccionadas aleatoriamente de la poblacion.

Posteriormente, la descendencia reemplaza al padre, si y solo si es mas apto. De lo
contrario, el padre sobrevive y pasa a la siguiente generaciéon concluyendo asi una
iteracion del algoritmo, la ecuacion que representa la utilizacion de este esquema de

descendencia es [69, 71]:

Donde:
v: Es el vector de prueba
Xr,6: Son los vectores seleccionados de la generacion respectiva

F: Es el factor que controla la amplificacion de la variacion diferencial

Funcion de evaluacion

Las estimaciones de la energia entre una proteina y un ligando son resultado de una
funcion de evaluacion, en el caso de este estudio se utilizo MolDock Score Grid, la cual
es una version basada en cuadriculas de la funcién MolDock Score, esta version pre-
calcula valores de energia potencial en una cuadricula cubica uniformemente espaciada
para acelerar los calculos, el potencial de energia se evalia mediante interpolacion
trilineal entre puntos relevantes de la cuadricula. Se toman en cuenta términos

energeéticos intra e intermoleculares, de la forma [69, 72]:
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Escore = Einter + Eintra
La fraccion intermolecular del célculo suma todos los atomos pesados (&tomos distintos
a hidrégeno) del ligando y todos los atomos pesados de la proteina, incluidos los
atomos del cofactor y de moléculas de agua en caso de estar presentes [69, 72], estas

altimas no estan presentes para el sistema propuesto en este estudio.

lig pro
4i4;
Eincer = ) ) lEPLP(rij) +332.0, %
i=1 j=1 Y

Donde:

Ep.p: ES una funcién de potencial atdmico por pares

r;;: Es la distancia entre los dos atomos que interactian
q; ,q;: Representan las cargas formales

332.0 es el factor que convierte la energia electrostatica para obtenerla en kilocalorias

por mol

Para garantizar que ninguna contribucion de energia pueda ser superior a la
penalizacion por colision, la energia electrostatica se corta a una distancia de 2.0 A. En
el caso del potencial atbmico por pares, se usan dos conjuntos de términos, uno para
aproximar un componente estérico entre atomos y otro potencial mas fuerte para
enlaces de hidrégeno que depende Unicamente de la distancia entre los atomos con

capacidad de formarlos [69].

Para el caso de la de las contribuciones energéticas intramoleculares del ligando, se
tiene definido que [69, 72]:

lig lig dihed
Eintra = Z Z Eprp (rij) + Z A[l - COS(mek - 90)] + Eciasn
i=1 j=i+2 k=1

Donde:
Epp: ES una funcion de potencial atdbmico por pares

r;;: Es la distancia entre dos atomos alejados por al menos dos enlaces

A,m, 8,: Son pardmetros acordes al tipo de hibridacién de los atomos
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0,: Es el &ngulo de torsion del enlace
Eciqsn: TErmino de penalizacion sir;; < 2 A

Cabe mencionar que, si se determina mas de un angulo de torsion para algun enlace, el
calculo considera el promedio de la contribucion energética de éstos. Ademas, se
agregan penalizaciones en caso de que el ligando se encuentre fuera del espacio de
busqueda definido [69].

Para el caso de la Rerank Score, mencionada en los resultados, se usa la misma
metodologia para la aproximacién, pero los coeficientes utilizados son distintos, MVD
reporta que esta funcion de evaluacion muestra capacidad de discernir entre modos de

unién de un mismo ligando y re-ordenarlos de acuerdo a qué tan favorables son [69].

Acoplamiento molecular con plantilla

Aun con todo lo anteriormente mencionado, existen herramientas adicionales que
pueden ser requeridas para mejorar la precision de los acoplamientos moleculares, la
de interés para este caso es el uso de una plantilla, la cual fue formada a partir de la
posicion de la doxorrubicina en el sitio catalitico de la enzima topoisomerasa lla
resultante de un acoplamiento realizado durante este estudio. Se eligi6 esta posicion
dado que presentaba interacciones relevantes; catidn-r, entre los anillos A-B y el
cofactor magnesio; enlace de hidrégeno, entre la cetona B2 y la asparagina 150 [32,
33].

En MVD, una vez conocida la conformacién tridimensional del ligando, la plantilla se
genera utilizando los atomos pesados que se requieran, en este caso los
pertenecientes a los anillos A y B sin contar a las cetonas. El uso de la plantilla permite
gue la simulacién del acoplamiento se centre en la busqueda de poses similares, en
este caso, la plantilla se usa junto con una funcién de evaluacion simple para guiar la
busqueda [69].

La funcion implementada es Template Scoring Function, recompensa poses similares al
patrén especificado, se toman en cuenta las caracteristicas de los atomos

seleccionados para agruparlos y los centros en la ubicacion espacial de la plantilla: si
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un atomo coincide con la definicion del grupo, serad recompensado dependiendo de su

distancia al centro en cuestion, para ello se utiliza una funcién Gaussiana [69]:

2
£ = wel 77

Donde

d: Es la distancia del &tomo a un centro

w: Es un factor de ponderacion que depende de la caracteristica del atomo

1o: ES una distancia caracteristica para cada tipo de a&tomo en la plantilla

En caso de que un atomo del ligando contribuya a varios centros y/o coincida con

distintos grupos; un atomo no esta restringido al centro coincidente mas cercano o un

solo grupo. Ademas, la puntuacion resultante se divide por la puntuacion de un ligando

perfectamente ajustado para normalizarla [69].

Andlisis del acoplamiento molecular

Una vez que se han obtenido las conformaciones del ligando en la cavidad del receptor
es necesario conocer sus afinidades de unién por la proteina, y de esta manera tener
una idea de cudl es el mas apto para acoplarse en el sitio de union, ademas de conocer
las interacciones que presenta con el fin de buscar coincidencias con las previamente

reportadas y tener mas elementos que sustenten la conformacion en cuestion.

Calculo de afinidades de unién

Para el célculo de las afinidades de union se utilizo Kdeep, es una plataforma en linea
basada en aprendizaje profundo (rama del aprendizaje automatico), la cual funciona a
base de redes neuronales convolucionales 3D. En primer lugar, tanto la proteina como
el ligando se caracterizan mediante la representacion en una malla tridimensional de 24
A del sitio de unién considerando ocho propiedades: hidrofobicidad, aromaticidad,
aceptor de enlaces de hidrogeno, donador de enlaces de hidrogeno, ionizacion positiva,

ionizacion negativa, metalicas y volumen excluido [73].

Dichos descriptores son utilizados por el modelo de la red neuronal convolucional 3D, la

cual es capaz de calcular la afinidad de unidon del complejo, ya que cuenta con

27



suficientes ejemplos dados en el conjunto de entrenamiento. Este conjunto esta
compuesto por 290 complejos seleccionados de la base de datos PDBbind v.2016 (con
13 308 complejos), los datos tomados de cada complejo fueron: constante de
disociacion (Kd), constante de inhibicién (Ki) y concentracion inhibitoria 50 (ICso) [73].

Interacciones proteina-ligando

Otro de los puntos clave para el andlisis del modo de union son las interacciones entre
el receptor y el ligando, en este proyecto se utilizd Discovery Studio Visualizer para
observarlas, este programa caracteriza los atomos de los residuos del sitio de union y
los del ligando, las interacciones no covalentes, en las que nos centramos, se
identifican de acuerdo con criterios de &ngulo y distancia asociados al tipo de
interaccion [74]. A continuacion, se describiran las interacciones que se presentaron

durante este estudio:

Interaccion cation-n. Es la interaccién que se da entre un grupo catiénico con uno
aromatico, en diversos estudios se ha establecido que juegan un papel importante en el
reconocimiento y sefializacién bioquimica de numerosos ligandos. Son interacciones
bastante fuertes, su aporte energético al sistema puede ir desde 2.6 a 38 kcal/mol .Los
limites establecidos para esta interaccion fueron 45° para el dngulo maximo entre el

cation y el centroide del anillo y 6 A para la distancia maxima [75, 76, 77, 78].

Enlace de hidrogeno. Un enlace de hidrégeno es una interaccion favorable entre un
atomo con un par de electrones libres y un atomo de hidrogeno parcialmente despojado
de sus electrones porque esta unido covalentemente a un &aomo de alta
electronegatividad. En un enlace de hidrogeno convencional, la base de Lewis es el
aceptor y el protén parcialmente expuesto esta unido al donador del enlace. Se estima
gue sus valores energéticos van de 1 a 40 kcal/mol. Los limites del angulo se
establecieron entre 90 y 180° mientras que la distancia maxima entre el donador y el
aceptor se establecio en 3.4 A [79-82).

Enlaces de hidrogeno débiles. Son enlaces de hidrégeno que involucran interacciones
entre hidrégenos unidos a atomos de distintos elementos; sean de alta o baja
electronegatividad, y distintos tipos de aceptores; ya sean atomos altamente

electronegativos, metales de transicion, alquinos o sistemas n. Al expandir el concepto
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de los enlaces de hidrogeno, se les ha llamado enlaces de hidrégeno no
convencionales. Se considera que este tipo de enlaces de hidrégeno tiene energias
entre 0.25 y 3.5 kcal/mol. Durante el estudio de los acoplamientos moleculares se
observaron dos tipos de enlaces de hidrégeno débiles; con carbono como &atomo
donador, utilizando las limitantes de 4.1 A de distancia donador-aceptor y angulo entre
90 y 180°; entre sistemas = y donadores de enlaces de hidrogeno para los cuales se
utilizaron los limites de 4.3 A de distancia donador-centroide y 30° de desviacion
respecto al centroide [80, 81, 83-85].

Interaccion par solitario-z. ES una interaccion estabilizante de hiperconjugacion entre un
par de electrones no compartidos y un sistema =, La energia que aporta va de 1 a 2
kcal/mol. Los limites utilizados en este trabajo fueron 3 A de distancia y 45° para el

angulo entre el atomo con electrones libres y el centroide [86-89].

Interacciones alquilo y m-alquilo. Las interacciones entre un alcano y un sistema n 0
entre alcanos se dan a causa de fuerzas de dispersion de London, se encuentran entre
las interacciones mas débiles que poseen relevancia biolégica y quimica, la energia que
aporta se encuentran en un rango de 1.5 a 2 kcal/mol. Se establecié su limite de
distancia en 4 A [81, 90-92].

Interacciones no favorables. Son interacciones que no contribuyen de manera favorable
a la afinidad de union por el receptor, pero son aceptables en el modo de unién dado
gue las interacciones favorables las superan toda vez que se haya elegido de manera
adecuada la funcion de evaluacion utilizada, entre estds se encuentran; golpes
estéricos, ocurren cuando la distancia entre &tomos es menor a una fraccion (0.67 en
este caso) de la suma de radios de Van der Waals implicados; interacciones de carga
repulsiva, las cuales ocurren entre atomos que tienen la misma carga formal con una
distancia limite carga-carga de 5.6 A; y choques donador-donador o aceptor-aceptor,
los cuales se producen entre dos atomos con la misma naturaleza, ya sea donador o
aceptor de enlace de hidrégeno, que estan dentro de la distancia a la que se daria un

enlace de hidrogeno [93, 94].
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Dinamica Molecular

Para el caso de esta investigacion, no es suficiente el acoplamiento molecular realizado
durante el cribado virtual para asegurar la unién de estas moléculas al sitio catalitico de
la enzima, por ello también se realizaron dinamicas moleculares para cada uno de los

compuestos seleccionados al final del cribado virtual.

La dinamica molecular es una técnica computacional que simula el comportamiento de
los movimientos atébmicos en sistemas moleculares, trata a los ligandos, proteinas,
moléculas de agua y cualquier otra entidad quimica que figure en el sistema como
flexible. La mecénica clasica es el modelo fisico utilizado en esta clase de estudios, en
concordancia con la aproximacion de Born-Oppenheimer, los atomos se consideran
como esferas cargadas conectadas por resortes y se desprecia la presencia de
electrones. Al desarrollo mateméatico se suma la utilizacién de potenciales empiricos
para estudiar los movimientos fisicos de los &tomos en funcion del tiempo. Esto permite

alterar algunos parametros para estudiar su efecto directo en el sistema [12, 13].

La utilidad de las dinamicas moleculares se da en una amplia variedad de procesos
biomoleculares como: cambios conformacionales, union de ligandos y plegamiento de
proteinas. Ademas, es posible estudiar como reaccionan las biomoléculas a nivel
atomico a cambios como mutaciones, fosforilacién, protonacién y adicion o eliminacién

de un ligando [95].

En este trabajo se utilizo el programa Gromacs 2021.5, el cual se define como un motor
para realizar simulaciones de dinamica molecular y minimizacion de energia. simula el
comportamiento de sistemas con cientos a millones de atomos utilizando ecuaciones de
movimiento newtonianas. Se utiliza principalmente para la investigacion de proteinas,
lipidos y polimeros, pero se puede aplicar a una amplia variedad de cuestiones de

investigacion quimica y biolégica [96].

Preparacion del sistema.
Este sistema esta constituido por moléculas de agua, iones, la proteina y alguno de los
bioisosteros de antraciclina en cuestion. Todos los atomos del sistema deben estar

parametrizados, esto se logra mediante archivos de topologia de cada entidad quimica
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que lo conforma, entendiéndose por topologia molecular la descripcion algebraica de
los compuestos quimicos, lo que les otorga una caracterizacion Unica y sencilla, la
topologia nos da informacion sobre el espacio en que se encuentran los atomos, la

conectividad que tienen, e informacion para su transformacion [97, 98].

Parta obtener la topologia del ligando se utilizé la plataforma en linea ACPYPE Server
de Bio2Byte como herramienta externa, ya que Gromacs no cuenta con alguna opcion
para parametrizar este tipo de moléculas. ACPYPE (AnteChamber PYthon Parser
interfac) es el script del software ANTECHAMBER que simplifica la generacion de
topologias y parametros de moléculas pequefias para una variedad de programas de
dinamica molecular, esta escrito en el lenguaje de programacion Python y es de cédigo
abierto [99]. Este servidor facilita la utilizaciéon de ACPYPE, toma un archivo PDB, MDL
o MOL2 de una molécula organica pequefia y asigna cargas y parametrizaciones de
acuerdo con el campo de fuerza GAFF (Generalised Amber Force Field), el cual de
manera similar a otros campos de fuerza AMBER (Assisted Model Building with Energy

Refinement), aplica una funcion armonica simple: [100, 101]:

Vn
E = ZBonds kr(r - TO)Z + ZAngles k@ (0 - 00)2 + ZDihedrals? [1 + COS(TlfD + V)] +

94
ZKJ [R}J? R Ry

Donde:

1o. Longitud de enlace en el equilibrio
6,: Angulo de enlace en el equilibrio
k., kg Yy V;,: Son constantes de fuerza
n: Multiplicidad

v: Angulo diedro

A, By q: Son parametros que caracterizan la contribucion del potencial no enlazado

Por parte de la proteina se utilizé el campo de fuerza AMBER99SB-ILDN presente en
GROMACS, ya que en diversos estudios que involucran a la enzima topoisomerasa Il

se ha utilizado el campo de fuerza AMBER99SB y su mencionada modificacion [102-
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105]. Se eligio la version ILDN, ya que muestra una concordancia considerablemente
mayor con datos de RMN, esto lo logra al mejorar los potenciales de torsion del campo
de fuerza AMBER99SB para las cadenas laterales de cuatro tipos de aminoacidos
(isoleucina, leucina, acido aspartico y asparagina). Se llegaron a estos residuos
mediante simulaciones de sistemas alfa-helicoidales, dado que estas estructuras se
encuentran sobre estabilizadas en AMBER99SB, se seleccionaron los tipos de
aminoécidos cuya distribucion de rotameros diferia mas de la esperada basandose en
las estadisticas de Protein Data Bank [106, 107]. Los términos energéticos de torsion
para los cuatro aminoacidos fueron optimizados tomando en cuenta la diferencia entre
calculos mecano cuanticos y mecanico moleculares, utilizando la siguiente funcién
[106]:

N
¢ = ) (B — M) e re
i=1

Donde:

ECM: Energia mecano cuantica
EMM: Energia del campo de fuerza

N: Numero de conformaciones optimizadas a nivel mecano cuantico

oM : .
e PE’": Factor de Boltzmann que pondera la diferencia.

La funcién que representa finalmente al campo de fuerza utilizado para la proteina es
[106-108]:

M
Erow = ) kG =1+ ) ko(0=00)"+ko+ ) knll+cos(mg = go)]
m=1

Bonds Angles

- lﬁ_ By a4

Dihedrals

Donde:

1o- Longitud de enlace en el equilibrio
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6,: Angulo de enlace en el equilibrio

k., kg Y ky: Son constantes

k..: Son las contantes de fuerza que representan los ajustes para los M términos.
m: Multiplicidad

@: Angulo diedro

®o: Angulo diedro en el equilibrio

A, By g: Son parametros que caracterizan la contribucion del potencial no enlazado

Para el caso del agua fue utilizado el modelo TIP3P (Transferable intermolecular
potential three-point), dado que fue el modelo de agua utilizado en la validacién del
campo de fuerza AMBER99SB-ILDN y durante dindmicas que involucran a la
topoisomerasa lla [102, 106]. Este modelo de agua utiliza tres puntos fijos, y coloca al
oxigeno como el centro de masa con carga negativa de 0.834 veces la carga del
electron y los hidrégenos con una fraccion de 0.417 la del protén, respecto a la
geometria, las longitudes de enlace son de 0.9572 A y su angulo HOH de 104.52°, la
ecuacion que describe las interacciones de las moléculas de agua es [109, 110]:

onaonb onaonb

z Z KkcQa;qp; z Z 4 < )12 <Gaibj>6
= g —_— —_—
ab 7 ra bj aibj ra bj Taibj

Donde:
k: Constante electrostatica (332.06 4 kcal/m ol)

q; y q;- Son las cargas parciales.

r;;. Es la distancia entre los sitios cargados

04 Y Opj. SON parametros de Lennard-Jones

En el caso de esta solvatacion se utilizd una caja cuadrada y iones cloruro para

neutralizar las cargas, ello debido a que ambos parametros han sido utilizados en

sistemas para dinamica molecular de inhibidores de la misma proteina [111, 112].
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Estabilizacion del sistema.

Una vez construido el sistema se realizan tres pasos para llevarlo a un punto en que se
pueda iniciar la simulacion: en primera instancia, se somete a una minimizacién de
energia, en este caso utilizando el algoritmo Steepest descent debido a que se ha
involucrado en dinamicas moleculares para la topoisomerasa lla [112, 113]. El algoritmo
Steepest descent define en primer lugar un vector para las coordenadas del atomo, se
calculan la fuerza y la energia potencial, y después las nuevas posiciones se
determinan mediante la siguiente ecuacion [96]:

ot —
The1r = Tn maX(IFnD n

Donde:

1,. ES el vector que contiene las coordenadas del atomo.
E,: Es la fuerza.

h,: Es el desplazamiento maximo.

max(|F,|): La mayor fuerza entre todos los atomos.

Si el potencial de la nueva posiciébn es menor al de la anterior esta se acepta y hay

desplazamiento, en caso contrario se rechaza y no se desplaza de esa manera [96].

El algoritmo se detiene cuando se ha realizado cierto nimero de evaluaciones o cuando
el maximo de fuerza es menor que un valor especificado (ambos establecidos por el
usuario). Dado que el truncamiento forzado produce algo de ruido en la evaluacion de

energia, el criterio de parada no debe ser demasiado estricto [96].

Los siguientes pasos son de equilibrio, esta fase consta de dos etapas donde se
efectian dinamicas moleculares cortas; la primera cuya principal caracteristica es
utilizar un volumen constante y la segunda a presion constante.

La fase NVT (constant Number of atoms, Volume, and Temperature) es una simulacion
gue se utiliza para colocar y mantener el sistema en su temperatura final [114], para
este caso 310.15 K (la temperatura humana). En esta simulacién se utilizan algoritmos

que intervienen en el calculo de la energia potencial de los &tomos y que aplican
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algunas restricciones; sin embargo, estos seran descritos en la seccion correspondiente
a la simulacion de dindmica molecular y aqui se habla del algoritmo utilizado para
mantener constante la temperatura, el seleccionado en este caso es Velocity rescaling
temperature coupling, esto debido a que junto al algoritmo Berendsen temperature
coupling ha sido utilizado en equilibrios de proteinas topoisomerasas de tipo Il. Se elige
el primero debido a que afiade un término estocastico que asegura una correcta

distribucién de le energia cinética [96, 115, 116].

El algoritmo Velocity rescaling temperature coupling toma en cuenta una energia
cinética promedio cada cierta cantidad de pasos, se mueve el sistema y se utiliza un
integrador que conserva el area reversible en el tiempo, como la integracion de Verlet.
Después se calcula la energia cinética, la cual evoluciona el tiempo correspondiente a
un paso de la dinAmica, para ello se auxilia de un proceso estocastico continuo y se
vuelven a escalar las velocidades para cumplir con el nuevo valor de la energia cinética
[117]. El proceso auxiliar mencionado anteriormente esta descrito por la siguiente
ecuacion [96, 117]:

dK = (K K)dt+2 KK dw
B T Ny VT

Donde:
K: Es la energia cinética.
7. Es la constante de tiempo.

Ny : Es el desplazamiento maximo.

dW': Es el proceso de Wiener.

Después del equilibrio de la temperatura, el sistema se relaja a una presion constante
en la fase NPT (constant Number of atoms, Pressure, and Temperature) para encontrar
la densidad correcta [114]. En este caso se usO el algoritmo Berendsen pressure
coupling, ya que ha sido utilizado en esta etapa de equilibro para sistemas que
involucran a la topoisomerasa lla [113, 118]. El algoritmo de Berendsen cambia la

escala del volumen del sistema al reasignar coordenadas atomicas cada cierta cantidad
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de pasos, para ello se vale de una matriz que proyecta el efecto de una cinética de
primer orden durante la relajacién [96, 119]. Una vez dicho lo anterior, la presion se
lleva a su objetivo segun la siguiente ecuacion [96]:

dP _Py—P

dt Ty

Donde:

P,: Es la presion de referencia.

P: Es la presion inmediata.

7,,: Es la constante de tiempo.

La matriz de escalamiento que utiliza el algoritmo esta representada por la siguiente

expresion [96]:

Uij = 6ij — %ﬁij[POij - P;]
Donde:
wij- Es la matriz de escalamiento.
d;;: Es la delta de Kronecker.
npc: Es el nUmero de pasos.
At: Es el incremento del tiempo.
T7,: Es la constante de tiempo.
pij: Es la compresibilidad isotérmica del sistema.

Py;;: Es la presion de referencia.

P;j: Es la presion inmediata.
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Simulacion de dinamica molecular.
Una vez que el sistema esta preparado se puede proceder a la etapa de producciéon de
la dindmica, durante este proceso se resuelven ecuaciones newtonianas, las cuales
corresponden al siguiente modelo matematico [12, 96]:
0%r; .
iﬁzFi , L= 1,...,N

Donde:
F;: Fuerza ejercida sobre el atomo en funcién del tiempo.
;2 Vector de posicidon del atomo en funcion del tiempo.

m;: Masa del atomo.

La fuerza se define como la derivada negativa de la funcién del potencial (V), tal que
[96]:

av

P Orl-
Ambas ecuaciones se resuelven a la vez, a pequefios pasos de tiempo hasta llegar a la
duraciéon que se estipule, esto se hace cuidando que la temperatura y la presién se

mantengan dentro de los parametros requeridos [96].

Las coordenadas resultantes de la resolucion son escritas en un archivo de salida a
intervalos regulares, estas coordenadas en funcién del tiempo terminan por representar
una trayectoria del sistema, para lograr esto se tiene que utilizar un algoritmo de
integracion temporal. Dichos algoritmos se desarrollan con base en el método de
diferencia finita, en el cual el tiempo se discretiza, dadas las posiciones, velocidades y
aceleraciones atomicas a un tiempo, el esquema de integracion devuelve el valor de
estas variables a un tiempo posterior [119]. En este caso se utilizé el algoritmo leap-
frog, el cual ha sido usado en dinamicas moleculares para sistemas con topoisomerasa
lla y suele ser considerado el mas utilizable para la mayoria de los propoésitos [120 -
122].

El integrador leap-frog utiliza las posiciones de los a4tomos a un tiempo dado y sus

velocidades al tiempo intermedio entre las dos posiciones de atomos consideradas,
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actualiza estas posiciones y velocidades basandose en las fuerzas determinadas a

cada tiempo, para ello establece las siguientes relaciones [96, 119, 122]:

Donde:

v, _1,v, .1 Velocidad del atomo en funcion del tiempo.
2

1.

2

At: Es la amplitud del paso de tiempo
m: Masa del atomo.

E,: Fuerza ejercida sobre el atomo en el tiempo de la posicion.

T Tnaq. Vector de posicion del atomo en funcion del tiempo.

Ademas del algoritmo de integracién también se utilizan algoritmos de restriccion, esto
debido a que las restricciones a menudo se consideran una representacién mas fiel del
comportamiento fisico de las vibraciones de enlace, las cuales se encuentran casi
exclusivamente en su estado fundamental de vibracién [123]. Para el caso de los
inhibidores de topoisomerasa Il, en trabajos que implican dindmica molecular se han
restringido enlaces en los que se ven involucrados hidrégenos [124, 125]. En este caso
se utilizo el algoritmo LINCS (Linear Constraint Solver), ya que fue elaborado en detalle
para su aplicacion en conjunto al algoritmo de integracion leap-frog, y ademas ha sido
utilizado en dinamicas moleculares de sistemas con inhibidores de topoisomerasas de
tipo 11 [126, 127].

El algoritmo de restriccion LINCS restablece los enlaces a sus longitudes correctas
después de una actualizacién sin restricciones, considera un sistema de atomos con
posiciones dadas por un vector, como en las ecuaciones newtonianas que se plantean
para la dinamica molecular, y restringe sus enlaces y angulos mediante ecuaciones de
restriccion independientes del tiempo. El algoritmo funciona en dos pasos; en el
primero, las proyecciones de los nuevos enlaces sobre los antiguos se establecen en

cero; y en el segundo, se aplica una correccion por alargamiento de enlaces debido a la
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rotacion [96]. A continuacion, se observa un esquema que muestra las tres
actualizaciones de posicion que realiza el algoritmo de restriccion para un paso de
tiempo de la dindmica. Las lineas discontinuas plantean el enlace inicial con longitud

(d), las lineas soélidas muestran el nuevo enlace. Ademas, caben destacar las

relaciones: | = d cos 0 y p = V2d? — [? observables en la misma imagen [123].

Ry Provyeccion de la correccion por
Actualizacion Ay y - reid | ) f
. . — erzas ejercidas  —s= alargamiento
sin restriceiones d g
sobre los enlaces rotacional

Figura 3. Esquema de actualizaciones de posicién de enlace utilizadas por el algoritmo de restriccion
LINCS (Esquema traducido) [123].

Otros de los algoritmos que son necesarios para las simulaciones de dinamica
molecular son aquellos que limitan el computo de energia potencial entre nacleos, esto
debido al alto costo computacional en simulaciones con grandes grupos de atomos,
calcular el potencial energético entre nicleos no enlazados solo vale la pena para los
gue se encuentran mas cercanos. Para discernir entre atomos a los que se ha de
calcular su potencial, se utilizan listas de vecinos, las cuales toman en cuenta solo una
vez a los atomos que se encuentran a una distancia menor a un cierto limite (un radio
de corte): tienen informacion del atomo de referencia, su vector de desplazamiento, y

los &tomos vecinos [96].

Existen distintos métodos para generar dichos limites, en este caso se utiliza el

algoritmo de Verlet para la busqueda de atomos vecinos que generan interacciones de
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Van der Waals, ya que este uso ha sido reportado en dinamicas de topoisomerasa lla
[128, 129].
El método de Verlet genera y actualiza automaticamente una lista de atomos vecinos,
para ello se guia de un rango de interaccion representado por una esfera cuyo radio se
expresa [96, 130, 131]:

Ry, = R, + skin
Donde:
Ry.: Es el rango de interaccion.

R.: Es el rango de corte

skin: Es una distancia extra, se utiliza para evitar que atomos ajenos a la lista de
vecinos entren en el rango de corte antes de que dicha lista se actualice. Por lo general

se aproxima a 0.3c, siendo o el diametro del atomo.

Durante los proximos pasos de tiempo, la lista se utiliza en la rutina de evaluacion de
fuerza/energia del potencial de Lennard-Jones, en este esquema, el potencial es
desplazado por una constante tal que es cero en la distancia de corte. Si el atomo no

tiene vecinos en algun punto, el calculo de interacciones se omite [96, 130].

Para el caso de las interacciones coulémbicas se utilizé el método PME (Particle-mesh
Ewald), ya que es el método mas ampliamente utilizado y con mejor rendimiento para
las mismas [132]. Ademas, ha sido el método seleccionado en estudios de dindmica
molecular para inhibidores de topoisomerasa lla [128, 133].

Para explicar el método mencionado, tenemos que partir de la energia electrostatica del
total de particulas de un sistema y sus imagenes periodicas, la cual esta definida por
[96]:

qiq;

— Tjjn

IR

n
Ny Ny ny i j

Donde:

n,., Ny, n,: ES el vector de la caja, el calculo se omite cuando i = j
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1ijn- ES la distancia entre las cargas

qi,q;- Son las cargas.

La suma de Ewald calcula el potencial energético de las interacciones de largo alcance
tomando en cuenta las imagenes periddicas de los cristales. Este método busca
convertir la sumatoria original, la cual tiene una convergencia lenta, a una expresion
compuesta por dos términos, los cuales convergen de manera rapida, y un término

constante [96]. La nueva sumatoria tiene la forma [96, 134, 135]:

V =Vair + Veec + Vo

B erfc(arl] n)
IR

L,j ng ny ny

ZWZ%ZZZ

my my my

n
a
- 2
\/EZQL

@ +(2mm) (ri-rj)

Donde:

V-2 ES la contribucion energética en el espacio real.

... Es la contribucién energética del espacio reciproco o de Fourier.

V,: Es la energia de interaccion de un atomo con él mismo (autoenergia)

ny, Ny, N,. ES el vector de la caja, el calculo se omite cuando i = j.

1ijn. ES la distancia entre las cargas.

gi,q;: Son las cargas.

a: Es el factor de decaimiento que permite modular la convergencia del potencial.
my, my, m,. Es el vector en el espacio de Fourier.

v: volumen asociado.

PME trata el componente de largo alcance de las interacciones no enlazadas, para ello

calcula la suma de Ewald a través de un enfoque de Fourier-Poisson, que mejora el
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rendimiento de la ecuacién original de 0(N?) a O(NlogN), esto lo logra asignando

cargas a una cuadricula en lugar de sumar directamente los vectores de onda [96, 132].

En primer lugar, el algoritmo elige un valor de a grande para garantizar que V,;,- decaiga
rapidamente mientras que V... decae lento, luego se calcula V,;,- usando un limite, y V...
se evalta aproximando el factor de estructura V,, en una malla usando una 3D FFT
(Three Dimensional Fast Fourier Transform), obteniendo asi el término de energia
reciproca mediante una sola suma del espacio de la cuadricula [96, 132].

Para el caso del algoritmo de control de la temperatura se utilizé el mismo que se
describié en el equilibrio NVT, mientras que para el control de la presion se cambio el
algoritmo de Berendsen por el de Parrinello-Rahman, esto debido a que el primero
puede ser una buena opcion para realizar un equilibrio de presién inicial del sistema,
pero, conducira a imprecisiones durante las dinamicas de mayor duracion [136],
ademas el algoritmo de Parrinello-Rahman ha sido utilizado en dinamicas con

inhibidores de la topoisomerasa lla [111,128].

En el algoritmo de Parrinello-Rahman los vectores de caja, que estan representados por
una matriz, estan sujetos a una ecuacion de movimiento, la cual es dependiente del

tiempo, siendo el modelo matematico [96]:

db? ,
F = VW_lb _I(P - Pref)
— 47[2[))1']
Wy 372L

Donde:

V. Es el volumen de la caja.

b: Es la matriz que representa a los vectores de la caja.

P, P..¢: Son respectivamente la presion actual y la de referencia.

W: Es un parametro matricial que determina la fuerza del acoplamiento.
pi;: Es la compresibilidad aproximada.

7p: ES la constante de tiempo.
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L: Es el elemento mas grande de la matriz de la caja.

Las ecuaciones de movimiento de las particulas se ven cambiadas, esto a causa de la
modificacion del hamiltoniano, asi las ecuaciones de movimiento para los atomos se

denotan por [96]:

dzri . Fi dri

F mi dt
Y TN
- dt  dt

Donde:

F;: Fuerza ejercida sobre el atomo en funcion del tiempo.
;2 Vector de posicidon del atomo en funcion del tiempo.
m;: Masa del atomo.

b: Es la matriz que representa a los vectores de la caja.

El término adicional hace que la ecuacion tenga forma de un modelo de friccion
dindmica, sin embargo, en GROMACS solo es un efecto de las ecuaciones de
movimiento de Parrinello-Rahman, dado que las coordenadas de los atomos se
representan con relacion a los vectores de caja, mientras que el programa toma en

cuenta al sistema cartesiano estandar [96].

Andlisis de la dindmica molecular.
Una vez comprendidos todos los elementos necesarios para establecer los parametros
de la dinAmica molecular, tenemos que tocar el tema del analisis de las trayectorias, en

este caso se utilizaron cuatro elementos de analisis, los cuales fueron los siguientes:

RMSD (root-mean-square deviation), es una medida de similitud ampliamente utilizada
en el analisis de estructuras y analisis de trayectorias de dinamica molecular, en este
ultimo caso sirve para establecer el periodo de equilibrio, la calidad de las simulaciones
biomoleculares y/o agrupar conformaciones similares. La obtencion de RMSD se basa
en las coordenadas atomicas tomando como referencia a la posicién inicial (resultante

del acoplamiento molecular) comparandola con cada conformacion extraida del archivo
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de trayectoria [96, 137]. EI RMSD, en unidades de longitud, se calcula de acuerdo con
[137]:

RMSD =

Donde:
d;: Es la distancia que existe para un mismo atomo en dos conformaciones distintas.

N: Es el nUmero de atomos involucrados.

RMSF (Root Mean Square Fluctuations), es una medida del desplazamiento de un
atomo o grupo de atomos en particular tomando como marco de referencia la formacion
inicial, se concluye promediado sobre el nUmero de atomos para obtener la desviacion
estandar. En dindmica molecular puede ser utiliza para analizar cambios locales a lo
largo de la cadena proteica, y variaciones en la posicion de los d&tomos del ligando a
valores especificos de temperatura y presion [96, 138]. Para comprender de donde se
obtienen las fluctuaciones estructurales, es necesario saber que una conformacion
proteica se caracteriza utilizando un vector columna, de la forma [139]:

r=(r,7 )7

U=r

Donde:
T: Denota la transposicion.

;. Es el vector de posicion de un C, en una posicion i.

u: Es la conformacion media.

De esta manera, la fluctuacion para cada aminoacido se caracteriza por la expresion
[139]:
ory=r— W
Donde:
ér;: Representa la fluctuacion.

;. Es el vector de posicion de un C, en una posicion i.
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u;: Es la posicion media de uno del C, en cuestion.

Por lo anterior, y siendo el RMSF el perfil de fluctuacion para cada grupo de atomos,

RMSF; = /6ri2

RMSF;: Es el RMSF del grupo de atomos.

podemos resumirlo como [139]:

Donde:

or;: Es el perfil de fluctuacion del grupo de atomos.

Radio de giro, el cual es una medida de la compactabilidad que presenta una molécula,
por ello es un parametro utilizado en la evaluacion de estabilidad de sistemas bioldgicos
a lo largo del tiempo, siendo las proteinas plegadas el objeto de estudio [96, 138, 140].

El calculo de este valor se realiza mediante la ecuacion [96]:

Xillrill?m;
xim;

Donde:

R,: Es el radio de giro de la proteina.

;. Es la posicion del atomo i respecto al centro de masa de la molécula.
m;: Es la masa del &tomo i.

Numero de enlaces de hidrogeno, siendo este un analisis de todos los enlaces de
hidrégeno existentes entre dos grupos de atomos a lo largo del tiempo de simulacién.
Con dicho fin, se toman en cuenta criterios geométricos para determinar cuantas

interacciones de este tipo existen [79, 96, 141]:

H
El enlace de hidrégeno se
” presenta si:
Y r <3.4Aya <300
D A

Figura 4. Criterios geométricos utilizados para el analisis de enlaces de hidrégeno en dinamica molecular
(modificado del manual de GROMACS 2021.5) [96].

45



Planteamiento del problema

Las muertes a causa del cancer a nivel mundial fueron estimadas alrededor de los diez
millones en el afio 2020 [1]. De acuerdo con el Instituto Nacional de Geografia y
Estadistica (INEGI), en nuestro pais, el cancer es la cuarta causa de muerte; y la tasa
de defunciones pasé de 6.18 a 7.17 por cada 10 mil habitantes entre 2010 y 2020,

registrando asi alrededor de 90 mil decesos al cierre de 2020 [2, 20].

Por tanto, para prevenir que el nimero de muertes por cancer siga a la alza, es
necesario buscar nuevas alternativas para su tratamiento dado que las terapias
existentes a pesar de mostrar eficacia no llevan a resultados 6ptimos para combatir la
enfermedad, y generan dafios colaterales a la salud del paciente; tal es el caso de las
antraciclinas debido a su espectro de toxicidades [8, 9]. En este sentido, la quimica
computacional es un campo de estudio que ha demostrado ser funcional, ya que
mediante técnicas como el cribado virtual ha logrado reducir extensas bibliotecas de
moléculas candidatas a farmacos, optimizado asi recursos econémicos y de tiempo en

el disefio de farmacos dentro de la industria farmacéutica [11].

De esta manera, con el presente proyecto se pretende aportar a la busqueda de nuevas
moléculas con menos limitaciones en cuanto a toxicidad se refiere, que a futuro puedan

ser de utilidad en el tratamiento quimioterapéutico contra el cancer.
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Pregunta de investigacion

Un grupo de nuevas moléculas con nucleo de antraciclina, selecionadas mediante
estudios in silico, y de menores predicciones de toxicidad que la doxorrubicina, ¢seran
capaces de interaccionar con el sitio catalitico de la topoisomerasa lla generando
interacciones favorables y estables; y por tanto, muestren indicios de ser utilizables en

la terapia contra el cancer?
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Objetivos
General

Disefiar un conjunto de moléculas bioisostéricas que contengan un nucleo quimico de
antraciclina, y discernir mediante estudios in silico cuales de ellas muestran potencial

actividad contra el cancer.

Particulares

» Generar a partir de un nucleo de antraciclina 200 moléculas bioisostéricas nuevas.

» Seleccionar con base en parametros fisicoquimicos, toxicolégicos y de actividad

biolégica un grupo de moléculas promisorias a través de diversos estudios in silico.

» Observar las interacciones intermoleculares de las moléculas mas promisorias con

la proteina topoisomerasa lla mediante estudios de acoplamiento molecular

» Observar la estabilidad de los complejos formados durante el acoplamiento

molecular mediante estudios de dinamica molecular.
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Método

Universo

Moléculas que contienen en su nucleo la estructura de la 6,8,11-trihidroxi-5,7,8,9,10,12-
hexahidrotetraceno-5,12-diona perteneciente al grupo de las antraciclinas, y un radical

distinto en la posicion 8 de dicho ndcleo.

Criterios de inclusion: Moléculas que contienen la estructura de la 6,8,11-trihidroxi-
5,7,8,9,10,12-hexahidrotetraceno-5,12-diona y que han sido generadas como

bioisésteros.

Criterios de exclusiobn: Moléculas que presenten riesgo de mutagenicidad,
carcinogenicidad, efectos sobre la reproductividad o irritabilidad. Moléculas que a pesar
de contar con la estructura mencionada no presenten una buena prediccién de actividad

biologica.

Criterios de eliminacion: Moléculas que presenten una menor afinidad de union al
receptor durante los estudios de acoplamiento molecular o se observe que su modo de

unién es inestable durante la dinAmica molecular.
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Materiales
Hardware

Computadora con procesador AMD® Ryzen5™ 3600, memoria RAM de 8GB, tarjeta
grafica NVIDIA GeForce 210, monitor con resolucion de 1360X768 a 60 Hz y capacidad

de almacenamiento de 2 TB.

Software

Sistema operativo Windows 10 Home X64 (Version 10.0.19044, Compilacién 19044) y
subsistema Linux (Ubuntu 20.04.4 LTS).

Plataforma en linea para generar moléculas bioisostéricas (SwissBioisostere.

Disponible en: http://www.swissbioisostere.ch/).

Plataforma en linea para realizar calculos de las propiedades farmacolégicas (PASS

Online. Disponible en: http://www.way2drug.com/passonline/).

Plataforma en linea para realizar calculos de las propiedades fisicoquimicas

(Molinspiration Cheminformatics. Disponible en: https://www.molinspiration.com/).

Programas de prediccion de propiedades toxicoldgicas (Osiris Property Explorer y
DataWarrior v5.5.0).

Base de datos de proteinas en linea (Protein Data Bank. Disponible en:

https://www.rcsb.org/).

Programas computacionales para dibujado y optimizacion de estructuras quimicas
(MarvinSketch v20.20.0 y Spartan ‘08 v1.2.0).

Programas de acoplamiento molecular y visualizacién de interacciones proteina ligando
(Molegro Virtual Docker v6.0.1 y Discovery Studio Visualizer v21.1.0.20298).

Plataforma en linea para el célculo de afinidad proteina-ligando (Kdeep. Disponible en:

https://playmolecule.com/Kdeep/).
Programa para realizacion de dinamicas moleculares (GROMACS 2021.5)

Programas de visualizacion de graficos y trayectorias obtenidos en la dinamica
molecular (QTGrace 0.2.6).
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Variables

Variables Indicadores Valores Clasificacion de la
independientes adoptados variable
Molécula con nucleo | Cédigo de la Estructura de la | Categorica nominal
de antraciclina molécula molécula
Variables Indicadores Valores Clasificacion de la
dependientes adoptados variable

Propiedades
farmacoldgicas

Prediccion de
actividad Biolégica

Probabilidades

Numérica continua

Masa molecular g/mol Numeérica continua
Coeficiente de Valor del Numeérica continua
reparto octanol-agua | logaritmo
Propiedades Aceptores de Unidades Numérica discreta
fisicoquimicas protones
Donadores de Unidades Numérica discreta
protones
Enlaces rotables Unidades Numérica discreta
TPSA A2 Numérica continua
Mutagenicidad La presenta Categorica nominal

Predicciones
toxicoldgicas

Carcinogenicidad
Efectos sobre la

No la presenta

reproductividad
Irritabilidad

Modo de unién Interacciones Tipos de Categorica nominal
farmaco-receptor interacciéon

Afinidad de union Cambio de la energia | Kcal/mol Numérica continua
libre de Gibbs
RMSD a través del Es estable Categérica nominal
tiempo No es estable

Estabilidad del RMSF

complejo formado Radio de giro

Cantidad de enlaces
de hidrégeno a través
del tiempo

Unidades

Numérica discreta
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Hipotesis

Dado que las moléculas pertenecientes al grupo de las antraciclinas han demostrado
tener actividad contra el cancer y que dicha actividad se da mediante diversos
mecanismos, algunos de los cuales involucran a la topoisomerasa lla; los compuestos
derivados de un nucleo de antraciclina formaran complejos estables con dicha enzima,
siendo asi compuestos validos para considerarse como candidatos a farmacos

quimioterapéuticos.
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Disefio de estudio

Definicion y disefo.

Revision bibliografica. Durante esta etapa se buscaron en documentos de diversa
indole, principalmente articulos indexados, los elementos necesarios para proponer el

sistema mediante el cual se realiz6 el estudio in silico.

Protocolo. Se escribi6 el protocolo a seguir durante la investigacion, se hizo conforme a
lo establecido en el reglamento de titulacion de las licenciaturas de la FES Zaragoza
aprobado el 10 de marzo del 2022 en el acuerdo No. 22/03-S0O/3.2.

Experimentacion in silico

Obtencion del set de 200 bioisésteros. Se realiz6 una busqueda de 200 radicales
distintos para el nucleo de antraciclina, los cddigos SMILES de las moléculas

resultantes se obtuvieron en la plataforma SwissBioisostere.

Cdémputo de propiedades y acoplamiento molecular. Con las moléculas obtenidas se
realizaron predicciones de probabilidad de actividad biologica, propiedades
fisicoquimicas y toxicologicas, asi como un estudio de acoplamiento molecular. Durante
cada una de las etapas se depuraron moléculas para mantener solo las mas

prometedoras.

Dindmicas moleculares. Se realizaron estos estudios a partir de los complejos
obtenidos del acoplamiento molecular para obtener datos de la estabilidad de union

proteina-ligando a través del tiempo.

Anadlisis y conclusiones

Andlisis de resultados. Se observo la energia que mostré el complejo, asi como la

estabilidad de las interacciones observadas.

Escritura de tesis. Se escribio el informe de tesis conforme a lo estipulado en el
reglamento de titulacion de las licenciaturas de la FES Zaragoza aprobado el 10 de
marzo del 2022 en el acuerdo No. 22/03-SO/3.2.
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Procedimiento

El estudio computacional se realiz6é a partir de un conjunto de 200 moléculas de nucleo
de antraciclina (Set A), dichas moléculas fueron generadas utilizando reemplazos
bioisostéricos que presentaban incrementos de actividad, los cuales fueron obtenidos
de la plataforma SwissBioisostere, los cdédigos SMILES de las moléculas resultantes se
obtuvieron mediante el dibujado de las estructuras en el sitio en linea de Molinspiration.
Posteriormente, se realizo un cribado virtual utilizando a la doxorrubicina como farmaco
de referencia, cuatro filtros fueron empleados: prediccion de propiedades
farmacoldgicas, prediccion de propiedades fisicoquimicas y toxicol6gicas, estudio de
acoplamiento molecular y estudio de dinamica molecular. Durante el primer filtro, se
introdujo el coédigo SMILES de cada molécula en el sitio de PASS Online y se
obtuvieron sus probabilidades de actividad biolégica en diversos ambitos, fueron
seleccionadas 50 moléculas (Set B) valorando principalmente actividades

anticancerigenas y capacidades inhibidoras contra topoisomerasa lla.

En el segundo filtro se utiliz6 la plataforma Molinspiration para obtener los computos de
propiedades fisicoquimicas a partir del formato de entrada SMILES de las moléculas
restantes, por otro lado, se predijeron de manera cualitativa las propiedades
toxicoldgicas utilizando las aplicaciones de escritorio OSIRIS Property Explorer y
DataWarrior, tomando en cuenta las propiedades obtenidas de ambos calculos diez
moléculas fueron seleccionadas. Sin embargo, con el computo de las toxicidades se
observé que ninguna de las moléculas evitaba la potencial irritabilidad, por ello a las
moléculas selectas se les realizd una modificacion estructural, en la cual se eliminé la

cetona B2 del anillo B del nicleo general de las moléculas (véase figura 1).

Al finalizar las dos primeras etapas del cribado mencionado, las moléculas mas aptas y
sus versiones modificadas (Set C), se construyeron y se optimizaron con un método
semiempirico PM3 utilizando el programa Spartan ’08; se consideraron restricciones
totales de movimiento en los oxigenos B1l, B2 y sus respectivos carbonos unidos;
también se restringio el movimiento de los hidroxilos C1 y C2. Ademas, se usoé el
programa MarvinSketch para encontrar la microespecie mayoritaria a pH fisiolégico de

cada uno de los compuestos. Por parte de la diana farmacoldgica, se obtuvo la
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estructura de la proteina topoisomerasa lla de la base de datos Protein Data Bank, el

codigo del cristal utilizado es 1ZXM.

Durante la etapa de acoplamiento molecular, se calibr6 el método con un re-
acoplamiento del ligando co-cristalizado utilizando distintas combinaciones de funcion
de evaluacion y algoritmo de busqueda, siendo la de mejor resultado la funcion de
evaluacion MolDock Score Grid (espaciado de la cuadricula 0.2 A) junto al algoritmo de
basqueda MolDock Optimizer. Utilizando dicha combinacién se realizd el acoplamiento
molecular de la doxorrubicina con el sitio catalitico de la topoisomerasa lla, se
selecciond la pose con mayor energia de afinidad, la cual ademas interactuaba con
residuos clave de la proteina, con ello se generé una plantilla considerando los anillos A

y B del nucleo del farmaco.

Para concluir la tercera etapa, se realizaron los estudios de acoplamiento molecular
utilizando la plantilla generada con la doxorrubicina para cada antraciclina seleccionada,
se observaron las interacciones con el receptor utilizando la aplicacion de escritorio
Discovery Studio Visualizer y las afinidades de union fueron computadas con el servidor
en linea Kdeep, tomando estos dos parametros en cuenta se seleccionaron siete

complejos con topoisomerasa lla, uno para doxorrubicina y seis con moléculas nuevas.

En dltima etapa, la cual consta de una dinamica molecular para todo complejo
seleccionado; se comenz6 separando manualmente (utilizando el bloc de notas) cada
uno de los ligandos del complejo y se gener6 su topologia de acuerdo con el campo de
fuerza GAFF, con este fin se utilizo el servidor en linea ACPYPE; a continuacion, se
produjo la topologia de la proteina de acuerdo con el campo de fuerza AMBER99SB-
ILDN y se seleccioné el modelo de agua a utilizar (TIP3P), para ello se utilizé la
aplicacion GROMACS 2021.5, cabe destacar que durante ambos procesos los archivos
en formato pdb se convierten a un formato gro. Después de esto, ambas estructuras y
topologias (las de la proteina y el ligando) se unieron manualmente rearmando asi el

complejo.

Cada complejo fue sometido a una serie de procesos para producir la dinamica
molecular, todas ellas utilizando GROMACS, primero se solvato, se utilizé una caja

cubica con un espacio de un nandmetro entre la proteina y los limites de la caja,
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después se le afadieron iones de cloruro para neutralizar las cargas y se minimizo la

energia del sistema, para ello se utilizo; el algoritmo de minimizacion steepest descent,

con un limite de 50, 000 pasos de 0.01 K]/mol cada uno, y otro cuando su fuerza

maxima sea menor a 1000 K]/mol,nm;

de actualizacion de la lista de atomos vecinos de un paso y un limite de corte de un

el esquema de corte Verlet, con una frecuencia

nandémetro; y condiciones de contorno periddicas en los ejes X,Y y Z. Después de esto
se generaron restricciones necesarias para el ligando utilizadas durante la dinamica

molecular, las cuales no genera la plataforma de ACPYPE.

Para realizar el equilibrio NVT de 100 ps se emplearon; un integrador leap-frog con
pasos de 2 fs; un algoritmo de restriccibn LINCS para los enlaces que involucran al
hidrogeno; un esquema de corte Verlet para las interacciones de Van der Waals, con la
frecuencia de actualizacion para la lista de atomos vecinos a cada 20 pasos, y un limite
de corte de 1.2 nm; el algoritmo PME para las interacciones electrostaticas, con un
corte a 1.2 nm, y un espaciado de la malla cubica de 0.16 nm; la temperatura del
sistema se control6 utilizando el algoritmo velocity-rescale a una temperatura de
referencia de 310.15 K, y con una constante de tiempo de 0.1 ps; y condiciones de

contorno periédicas en los ejes X,Y y Z.

En el caso del equilibrio NPT de 100 ps se emplearon de la misma manera que en el
equilibrio NVT: el integrador leap-frog, algoritmo de restriccion LINCS, esquema de
corte Verlet, algoritmo PME, control de temperatura velocity-rescale, y condiciones de
contorno periodicas en los ejes X,Y y Z. Pero se afiade el algoritmo Berendsen para el
control de presién en el sistema, el cual se lleva a cabo de manera isotrépica a presion
de referencia de 1 bar con una constante de tiempo de 2 ps y un factor de

compresibilidad de 4.5X1075 1/, .

Para la produccion de la dinamica molecular de 30 ns se manejaron de la misma
manera que en el equilibrio NVT: el integrador leap-frog, algoritmo de restriccion LINCS,
esquema de corte Verlet, algoritmo PME, control de temperatura velocity-rescale, y
condiciones de contorno periddicas en los ejes X,Y y Z. En esta ocasién se cambia el
algoritmo de control de presion por el de Parrinello-Rahman, y se conservan los mismos

parametros que en el caso del control con el barostato Berendsen.
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Por dltimo, con las trayectorias de las dinamicas realizadas, se analiza el
comportamiento del sistema extrayendo las graficas: RMSD del ligando vs. tiempo,

RMSF de la proteina vs. nimero de residuo, radio de giro de la proteina vs. tiempo y

cantidad de enlaces de hidrégeno vs. tiempo.

Probabilidades de actividad
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Figura 5. Esquema general de la metodologia experimental.

57



— Comandos de
{ Inicio ’ GROMACS
ISeparacién manual
1e) or R

del complejo
Generacion de topologias Generacion de

]
con AMBER99SB-ILDN yj| [Relelazefips topologias con
modelo de agua TIP3P GAFF

FAST. FLEXIBLE FREE?’ bZB

GROMACS 1 _ ACPYPE Server
Unién manual
del complejo
Solvatamon del editconf,
complejo solvate
- grompp,
IAdlClon de iones I it

grompp, Minimizacion
mdrun de energia
Generamon de make_ndx,
para el Ilgando
| Equmbrlo NVT | g;?é?fr?
| Equilibrio NPT  [ee
Producmon de grompp,
d|nam|ca molecular mdrun
hbond, rms, btenuon de graflcasl 1%
gyrate, rmsf y andlisis gm

1 Fin

Figura 6. Esquema general para la realizacién de dinamica molecular.

58



Resultados

Datos obtenidos durante la primera fase del cribado virtual (calculo de propiedades de

actividad bioldgica).

Tabla 1. Actividad farmacolégica de bioisésteros determinada con la plataforma way2drug

Compuesto A Topllin ACM AL AMM ALNH ACPCP ATS ACU AA AAL

DOX 0.960 0.818 0.372 0.604 0.661 0.383 0.392 0.620 0.824 0.574
ANT-1 0.914 0,669 0.404 0.460 0.513 0.680 0.443 0.365 0.589 0.621 0.437
ANT-2 0.783 0.432 0.208 0.262 0.292 0.516 0.341 0.198 0.456 0.300
ANT-3  0.873 0.356 0.209 0.535 0.456 0.300 0.274 0.199 0.503 0.156
ANT-4  0.865 0.414 0.177 0.281 0.249 0.481 0.369 0.227 0.487 0.198
ANT-5 0.927 0.398 0.302 0.803 0.359 0.549 0.408 0.220 0.214 0.465 0.194
ANT-6  0.727 0.345 0.182 0.264 0.301 0.519 0.317 0.175 0.438 0.254
ANT-7 0.829 0.141 0.712 0.341 0.270 0.289 0.128 0.256 0.398
ANT-8  0.415 0.143 0.395 0.269 0.124 0.203 0.106
ANT-9  0.604 0.284 0.238 0.294 0.354 0.430 0.322 0.199 0.363 0.329
ANT-10 0.832 0.392 0.188 0.240 0.335 0.485 0.320 0.235 0.483 0.251
ANT-11 0.829 0.429 0.250 0.273 0.424 0.375 0.319 0.198 0.467 0.207
ANT-12 0.893 0.452 0.496 0.445 0.269 0.549 0.358 0.267 0.527 0.466
ANT-13 0.893 0.206 0.165 0.360 0.272 0.141 0.239 0.147

ANT-14 0.876 0.427 0.467 0.422 0.428 0.513 0.404 0.218 0.360 0.533 0.432

ANT-15 0.933 0.455 0.219 0.833 0.364 0.583 0.360 0.230 0.257 0.503 0.338

ANT-16 0.702 0.313 0.195 0.203 0.372 0.443 0.321 0.236 0.189 0.327 0.245

ANT-17 0.848 0.209 0.295 0.237 0.493 0.306 0.233 0.162 0.246
ANT-18 0.852 0.334 0.303 0.270 0.239 0.463 0.338 0.177 0.474 0.152
ANT-19 0.796 0.365 0.380 0.293 0.342 0.558 0.342 0.202 0.412 0.377
ANT-20 0.221 0.215 0.176 0.248 0.414 0.275 0.139 0.263 0.112
ANT-21  0.225 0.121 0.300 0.221 0.121 0.190
ANT-22 0.327 0.148 0.285 0.223 0.126 0.207
ANT-23 0.341 0.145 0.291 0.229 0.120 0.193
ANT-24 0.730 0.247 0.165 0.298 0.441 0.277 0.238 0.145 0.236
ANT-25 0.873 0.336 0.399 0.478 0.298 0.161 0.353 0.146
ANT-26 0.833 0.308 0.480 0.200 0.270 0.501 0.326 0.181 0.387 0.217
ANT-27 0.689 0.281 0.192 0.232 0.513 0.274 0.145 0.374 0.138
ANT-28 0.412 0.262 0.191 0.515 0.277 0.146 0.374 0.149

A: antineopldsico, Topll in: Inhibidor de la topoisomerasa Il, ALNH: antineopldsico Linfoma no-Hodgkin,
AA: antibidtico Antineopldsico, ACU: antineopldsico cancer uterino, AMM: antineoplasico mieloma
multiple, AL: antineopldsico linfoma, ACPCP: antineopldsico cancer de pulmén de células pequefas,
AAL: antineopldsico alquilante, ACM: antineopldsico cancer de mama, ATS: antineopldsico tumor sdlido.
[] Selecta, [] Mayor actividad contra un tipo de cancer especifico (moléculas selectas).
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Tabla 1. Actividad farmacoldgica de bioisésteros determinada con la plataforma way2drug
(Continuacion)

Compuesto A Topllin ACM AL AMM ALNH ACPCP ATS ACU AA AAL

ANT-29 0.550 0.220 0.164 0.188 0.469 0.263 0.133 0.396
ANT-30 0.724 0.255 0.177 0.263 0.665 0.285 0.381 0.135 0.287 0.114
ANT-31 0.611 0.205 0.165 0.184 0.568 0.271 0.125 0.318
ANT-32 0.816 0.182 0.161 0.365 0.256 0.120 0.540
ANT-33 0.540 0.211 0.165 0.234 0.426 0.262 0.122 0.361
ANT-34 0.747 0.182 0.150 0.234 0.426 0.262 0.122 0.523
ANT-35 0.497 0.243 0.447 0.250 0.469 0.293 0.144 0.282 0.207
ANT-36 0.251 0.201 0.222 0.348 0.373 0.293 0.140 0.210 0.164
ANT-37 0.387 0.170 0.163 0.161 0.416 0.268 0.145 0.249
ANT-38 0.555 0.262 0.205 0.159 0.345 0.282 0.219 0.167 0.206
ANT-39 0.489 0.196 0.278 0.180 0.389 0.296 0.174 0.233 0.110
ANT-40 0.615 0.241 0.308 0.202 0.439 0.321 0.188 0.314 0.142
ANT-41 0.582 0.161 0.328 0.193 0.330 0.273 0.128 0.256 0.092
ANT-42 0.827 0.239 0.145 0.326 0.358 0.479 0.294 0.337 0.151 0.244
ANT-43 0.805 0.282 0.208 0.333 0.314 0.461 0.311 0.193 0.243 0.120
ANT-44 0.500 0.194 0.189 0.247 0.410 0.272 0.138 0.219 0.099
ANT-45 0.310 0.230 0.153 0.170 0.301 0.487 0.278 0.149 0.237 0.131
ANT-46 0.166 0.268 0.227 0.149 0.195
ANT-47 0.693 0.157 0.297 0.281 0.309 0.182 0.110
ANT-48 0.631 0.161 0.134 0.263 0.288 0.290 0.146 0.137 0.166
ANT-49 0.716 0.193 0.161 0.229 0.136 0.238
ANT-50 0.746 0.208 0.150 0.170 0.252 0.431 0.289 0.140 0.458 0.125
ANT-51 0.794 0.268 0.383 0.262 0.275 0.473 0.349 0.203 0.327 0.130
ANT-52 0.813 0.297 0.288 0.202 0.261 0.506 0.332 0.200 0.375 0.179
ANT-53 0.799 0.266 0.242 0.176 0.282 0.510 0.342 0.177 0.277 0.132
ANT-54 0.766 0.258 0.283 0.197 0.292 0.493 0.327 0.193 0.287 0.135
ANT-55 0.727 0.213 0.269 0.175 0.248 0.426 0.313 0.206 0.258 0.148
ANT-56 0.787 0.262 0.349 0.209 0.264 0.475 0.368 0.218 0.323 0.133
ANT-57 0.857 0.192 0.710 0.194 0.266 0.515 0.276 0.155 0.283 0.214
ANT-58 0.839 0.227 0.668 0.224 0.307 0.448 0.319 0.156 0.231 0.322
ANT-59 0.104 0.224 0.214
ANT-60 0.870 0.356 0.204 0.282 0.279 0.514 0.337 0.182 0.434 0.171
ANT-61 0.764 0.284 0.224 0.198 0.445 0.645 0.309 0.163 0.322 0.129

A: antineoplasico, Topll in: Inhibidor de la topoisomerasa Il, ALNH: antineopldsico Linfoma no-Hodgkin,
AA: antibiético Antineopldsico, ACU: antineopldsico cancer uterino, AMM: antineoplasico mieloma
multiple, AL: antineopldsico linfoma, ACPCP: antineopldsico cancer de pulmén de células pequeiias,
AAL: antineoplasico alquilante, ACM: antineopldsico cancer de mama, ATS: antineopldsico tumor sélido.
[] Selecta, []1 Mayor actividad contra un tipo de cancer especifico (moléculas selectas).
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Tabla 1. Actividad farmacoldgica de bioisésteros determinada con la plataforma way2drug
(Continuacion)

Compuesto A Topllin ACM AL AMM ALNH ACPCP ATS ACU AA AAL

ANT-62 0.776 0.238 0.280 0.186 0.294 0.576 0.294 0.150 0.305 0.141
ANT-63 0.665 0.220 0.170 0.307 0.435 0.271 0.131 0.360 0.150
ANT-64 0.611 0.195 0.421 0.284 0.524 0.285 0.133 0.248 0.145
ANT-65 0.796 0.246 0.204 0.249 0.371 0.372 0.278 0.162 0.249 0.219
ANT-66 0.716 0.271 0.165 0.168 0.377 0.308 0.149 0.387 0.134
ANT-67 0.708 0.295 0.178 0.214 0.331 0.514 0.324 0.171 0.307 0.172
ANT-68 0.682 0.273 0.203 0.317 0.299 0.476 0.289 0.158 0.310 0.101
ANT-69 0.689 0.294 0.267 0.216 0.241 0.463 0.317 0.179 0.339 0.183
ANT-70 0.278 0.124 0.316 0.239 0.119 0.201

ANT-71  0.726 0.330 0.203 0.217 0.262 0.453 0.307 0.211 0.400 0.137
ANT-72 0.901 0.326 0.465 0.308 0.401 0.575 0.340 0.320 0.179 0.454 0.421
ANT-73 0.606 0.239 0.203 0.250 0.452 0.296 0.128 0.227

ANT-74  0.568 0.242 0.145 0.190 0.233 0.465 0.271 0.139 0.326 0.180
ANT-75 0.751 0.293 0.377 0.188 0.346 0.464 0.322 0.178 0.305 0.135
ANT-76 0.802 0.295 0.338 0.245 0.458 0.305 0.157 0.466 0.152
ANT-77 0.811 0.245 0.367 0.283 0.322 0.415 0.319 0.175 0.427 0.305
ANT-78 0.807 0.327 0.227 0.288 0.281 0.531 0.329 0.401 0.169 0.474 0.197
ANT-79 0.343 0.180 0.159 0.137 0.237 0.375 0.293 0.139 0.236 0.092
ANT-80 0.326 0.127 0.154 0.169 0.467 0.264 0.194

ANT-81 0.149 0.162 0.230 0.378 0.250 0.123 0.225 0.097
ANT-82 0.300 0.131 0.314 0.240 0.125 0.206

ANT-83 0.583 0.234 0.178 0.299 0.450 0.286 0.140 0.388 0.122
ANT-84 0.589 0.309 0.195 0.273 0.487 0.297 0.164 0.406 0.204
ANT-85 0.459 0.225 0.149 0.183 0.509 0.287 0.149 0.344 0.133
ANT-86 0.635 0.222 0.216 0.200 0.269 0.508 0.325 0.170 0.300 0.126

ANT-87 0.820 0.277 0.426 0.299 0.396 0.621 0.350 0.370 0.184 0.315 0.422

ANT-88 0.781 0.292 0.225 0.257 0.322 0.495 0.324 0.252 0.172 0.369 0.302

ANT-89 0.519 0.262 0.237 0.134 0.263 0.370 0.239 0.136 0.296 0.091
ANT-90 0.839 0.318 0.374 0.219 0.223 0.510 0.381 0.220 0.153 0.380 0.171
ANT-91 0400 0.179 0.452 0.236 0.118 0.196

ANT-92 0.829 0.432 0.324 0.349 0.349 0.582 0.368 0.275 0.259 0.517 0.278
ANT-93 0.650 0.285 0.212 0.195 0.253 0.519 0.294 0.161 0.447 0.151
ANT-94 0.558 0.320 0.228 0.362 0.466 0.280 0.162 0.332 0.154

A: antineoplasico, Topll in: Inhibidor de la topoisomerasa Il, ALNH: antineopldsico Linfoma no-Hodgkin,
AA: antibiético Antineopldsico, ACU: antineopldsico cancer uterino, AMM: antineoplasico mieloma
multiple, AL: antineopldsico linfoma, ACPCP: antineopldsico cancer de pulmdn de células pequenas,
AAL: antineoplasico alquilante, ACM: antineopldsico cancer de mama, ATS: antineopldasico tumor sdlido.
[] Selecta, []1 Mayor actividad contra un tipo de cancer especifico (moléculas selectas).
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Tabla 1. Actividad farmacoldgica de bioisésteros determinada con la plataforma way2drug
(Continuacion)

Compuesto A Topllin ACM AL AMM ALNH ACPCP ATS ACU AA AAL

ANT-95 0.464 0.320 0.148 0.257 0.439 0.263 0.148 0.279 0.119
ANT-96 0.739 0.336 0.157 0.219 0.373 0.505 0.310 0.171 0.342 0.205
ANT-97 0.762 0.430 0.164 0.203 0.526 0.329 0.228 0.156 0.473 0.308
ANT-98 0.380 0.222 0.398 0.248 0.382 0.264 0.211 0.144 0.222 0.102
ANT-99 0.725 0.354 0.322 0.232 0.248 0.474 0.379 0.245 0.409 0.440 0.166
ANT-100 0.607 0.258 0.150 0.304 0.424 0.258 0.150 0.279 0.190
ANT-101 0.341 0.206 0.141 0.339 0.256 0.134 0.237 0.128
ANT-102 0.654 0.302 0.177 0.227 0.299 0.498 0.302 0.168 0.348 0.262
ANT-103 0.827 0.459 0.258 0.340 0.345 0.591 0.374 0.256 0.280 0.521 0.323
ANT-104 0.785 0.219 0.229 0.232 0.367 0.296 0.143 0.237 0.125
ANT-105 0.700 0.321 0.337 0.232 0.447 0.293 0.164 0.323 0.165
ANT-106 0.794 0.401 0.245 0.221 0.353 0.458 0.312 0.219 0.199 0.403 0.145
ANT-107 0.568 0.297 0.234 0.173 0.389 0.295 0.237 0.188 0.420 0.175
ANT-108 0.629 0.343 0.345 0.323 0.523 0.295 0.223 0.171 0.284 0.172
ANT-109 0.630 0.338 0.163 0.203 0.260 0.483 0.309 0.165 0.430 0.200
ANT-110 0.626 0.319 0.178 0.211 0.442 0.301 0.172 0.413 0.178
ANT-111 0.314 0.286 0.353 0.258 0.133 0.203

ANT-112 0.448 0.102 0.292 0.200 0.183

ANT-113 0.378 0.119 0.321 0.215 0.118 0.193

ANT-114 0.221 0.119 0.231 0.113 0.204 0.102
ANT-115 0.524 0.240 0.215 0.209 0.463 0.291 0.139 0.275 0.156
ANT-116 0.146 0.275 0.160 0.196 0.096
ANT-117 0.820 0.378 0.289 0.279 0.262 0.487 0.334 0.218 0.197 0.471 0.182
ANT-118 0.584 0.298 0.217 0.260 0.237 0.489 0.302 0.166 0.346 0.152
ANT-119 0.534 0.283 0.206 0.461 0.295 0.146 0.346 0.112
ANT-120 0.657 0.288 0.185 0.195 0.389 0.320 0.148 0.240 0.113
ANT-121 0.795 0.449 0.242 0.278 0.316 0.527 0.345 0.196 0.453 0.259
ANT-122 0.622 0.350 0.186 0.258 0.305 0.532 0.328 0.180 0.432 0.193
ANT-123 0.798 0.313 0.681 0.245 0.237 0.433 0.328 0.191 0.300 0.115
ANT-124 0.767 0.203 0.350 0.192 0.321 0.447 0.281 0.137 0.290 0.104
ANT-125 0.619 0.319 0.215 0.231 0.239 0.493 0.322 0.170 0.386 0.153
ANT-126 0.729 0.395 0.264 0.272 0.306 0.523 0.356 0.202 0.467 0.258
ANT-127 0.567 0.194 0.163 0.405 0.261 0.116 0.193

A: antineoplasico, Topll in: Inhibidor de la topoisomerasa Il, ALNH: antineopldsico Linfoma no-Hodgkin,
AA: antibiético Antineopldsico, ACU: antineopldsico cancer uterino, AMM: antineoplasico mieloma
multiple, AL: antineopldsico linfoma, ACPCP: antineopldsico cancer de pulmdn de células pequenas,
AAL: antineoplasico alquilante, ACM: antineopldsico cancer de mama, ATS: antineopldasico tumor sdlido.
[] Selecta, []1 Mayor actividad contra un tipo de cancer especifico (moléculas selectas).
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Tabla 1. Actividad farmacoldgica de bioisésteros determinada con la plataforma way2drug
(Continuacion)

Compuesto A Topllin ACM AL AMM ALNH ACPCP ATS ACU AA AAL

ANT-128 0.545 0.146 0.220 0.343 0.128
ANT-129 0.560 0.151 0.151 0.161 0.258 0.156
ANT-130 0.333 0.094 0.365 0.249 0.179
ANT-131 0.519 0.204 0.169 0.245 0.276 0.223 0.140 0.142
ANT-132 0.443 0.159 0.133 0.346 0.244 0.126 0.186
ANT-133 0.477 0.181 0.168 0.332 0.238 0.123 0.190
ANT-134 0.771 0.264 0.168 0.293 0.432 0.262 0.128 0.526
ANT-135 0.665 0.268 0.167 0.440 0.286 0.149 0.291 0.143
ANT-136 0.617 0.212 0.210 0.135 0.406 0.261 0.130 0.251 0.107
ANT-137 0.340 0.104 0.369 0.225 0.116 0.162
ANT-138 0.095 0.368 0.199 0.158

ANT-139 0.090 0.366 0.200 0.155
ANT-140 0.591 0.117 0.378 0.260 0.124 0.149 0.107
ANT-141

ANT-142

ANT-143 0.149 0.264 0.452 0.252 0.137 0.181 0.230
ANT-144 0.679 0.279 0.449 0.274 0.447 0.279 0.169 0.248 0.097
ANT-145 0.721 0.306 0.218 0.198 0.480 0.292 0.163 0.423 0.150
ANT-146 0.141 0.143 0.372 0.254 0.128 0.218
ANT-147 0.906 0.356 0.399 0.355 0.443 0.606 0.347 0.274 0.187 0.516 0.434
ANT-148 0.644 0.243 0.499 0.158 0.380 0.276 0.146 0.260
ANT-149 0.406 0.161 0.136 0.314 0.250 0.139 0.222
ANT-150 0.509 0.156 0.147 0.360 0.266 0.130 0.191 0.123
ANT-151 0.552 0.261 0.178 0.233 0.452 0.282 0.153 0.275 0.137
ANT-152 0.668 0.272 0.200 0.202 0.294 0.501 0.302 0.161 0.354 0.137
ANT-153 0.674 0.323 0.321 0.196 0.231 0.496 0.325 0.185 0.375 0.139
ANT-154 0.580 0.328 0.190 0.191 0.251 0.479 0.303 0.175 0.379 0.139
ANT-155 0.809 0.208 0.345 0.205 0.311 0.467 0.372 0.132 0.331 0.095
ANT-156 0.739 0.314 0.203 0.236 0.259 0.506 0.306 0.155 0.438 0.317
ANT-157 0.530 0.106 0.325 0.225 0.303 0.254 0.140
ANT-158 0.739 0.314 0.203 0.236 0.259 0.506 0.306 0.155 0.438 0.317
ANT-159 0.432 0.251 0.168 0.440 0.276 0.144 0.313 0.126
ANT-160 0.322 0.274 0.182 0.455 0.285 0.149 0.327 0.143

A: antineoplasico, Topll in: Inhibidor de la topoisomerasa Il, ALNH: antineopldsico Linfoma no-Hodgkin,
AA: antibiético Antineopldsico, ACU: antineopldsico cancer uterino, AMM: antineoplasico mieloma
multiple, AL: antineopldsico linfoma, ACPCP: antineopldsico cancer de pulmdn de células pequenas,
AAL: antineoplasico alquilante, ACM: antineopldsico cancer de mama, ATS: antineopldasico tumor sdlido.
[] Selecta, []1 Mayor actividad contra un tipo de cancer especifico (moléculas selectas).
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Tabla 1. Actividad farmacoldgica de bioisésteros determinada con la plataforma way2drug
(Continuacion)

Compuesto A Topllin ACM AL AMM ALNH ACPCP ATS ACU AA AAL

ANT-161 0.431 0.152 0.134 0.446 0.270 0.117 0.128 0.173
ANT-162 0.434 0.136 0.133 0.239 0.393 0.275 0.118 0.117 0.198
ANT-163 0.563 0.139 0.155 0.392 0.297 0.123 0.184 0.132
ANT-164 0.391 0.106 0.426 0.265 0.118 0.150

ANT-165 0.842 0.389 0.306 0.383 0.297 0.517 0.331 0.247 0.196 0.434 0.220
ANT-166 0.618 0.176 0.170 0.367 0.299 0.131 0.202 0.128
ANT-167 0.811 0.299 0.257 0.393 0.293 0.478 0.341 0.236 0.219 0.306 0.142
ANT-168 0.728 0.281 0.192 0.464 0.280 0.471 0.330 0.189 0.281 0.117
ANT-169 0.795 0.175 0.152 0.380 0.277 0.136 0.222

ANT-170 0.779 0.255 0.481 0.254 0.474 0.292 0.208 0.162 0.279 0.173
ANT-171 0.772 0.323 0.400 0.344 0.528 0.306 0.194 0.339 0.270
ANT-172 0.420 0.291 0.184 0.311 0.426 0.272 0.155 0.300 0.190
ANT-173 0.589 0.252 0.177 0.261 0.451 0.272 0.156 0.355 0.226
ANT-174 0.654 0.284 0.193 0.279 0.465 0.284 0.165 0.356 0.261
ANT-175 0.689 0.277 0.492 0.296 0.490 0.309 0.156 0.287 0.223
ANT-176 0.698 0.178 0.407 0.204 0.314 0.258 0.127 0.306

ANT-177 0.278 0.183 0.256 0.469 0.272 0.155 0.207 0.271
ANT-178 0.094 0.249 0.132

ANT-179 0.098 0.265 0.134 0.164

ANT-180 0.733 0.317 0.189 0.202 0.259 0.485 0.313 0.162 0.357 0.122
ANT-181 0.498 0.258 0.182 0.448 0.299 0.150 0.309 0.156
ANT-182 0.948 0.394 0.346 0.295 0.249 0.481 0.360 0.204 0.476 0.209
ANT-183 0.787 0.228 0.150 0.147 0.376 0.303 0.165 0.237 0.169
ANT-184 0.654 0.284 0.193 0.279 0.465 0.284 0.165 0.356 0.261
ANT-185 0.665 0.273 0.444 0.222 0.451 0.287 0.151 0.297 0.145
ANT-186 0.675 0.355 0.220 0.239 0.264 0.460 0.346 0.238 0.410 0.167
ANT-187 0.895 0.193 0.649 0.136 0.456 0.283 0.146 0.280 0.128
ANT-188 0.945 0.199 0.851 0.233 0.375 0.545 0.311 0.675 0.157 0.288 0.369
ANT-189 0.793 0.362 0.273 0.264 0.260 0.495 0.347 0.216 0.483 0.222
ANT-190 0.433 0.318 0.166 0.404 0.532 0.259 0.151 0.270 0.093
ANT-191 0.402 0.176 0.148 0.140 0.266 0.426 0.250 0.149 0.223

ANT-192 0.665 0.275 0.144 0.197 0.241 0.465 0.287 0.308 0.183 0.373 0.195
ANT-193 0.691 0.328 0.193 0.200 0.305 0.491 0.302 0.208 0.393 0.185

A: antineoplasico, Topll in: Inhibidor de la topoisomerasa Il, ALNH: antineoplasico Linfoma no-Hodgkin,
AA: antibiético Antineopldsico, ACU: antineopldsico cancer uterino, AMM: antineoplasico mieloma
multiple, AL: antineopldsico linfoma, ACPCP: antineopldsico cancer de pulmdn de células pequenas,
AAL: antineoplasico alquilante, ACM: antineopldsico cancer de mama, ATS: antineopldsico tumor sélido.
[] Selecta, []1 Mayor actividad contra un tipo de cancer especifico (moléculas selectas).
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Tabla 1. Actividad farmacoldgica de bioisésteros determinada con la plataforma way2drug
(Continuacion)

Compuesto A Topllin ACM AL AMM ALNH ACPCP ATS ACU AA AAL

ANT-194 0.607 0.398 0.210 0.414 0.471 0.345 0.211 0.157 0.247 0.092
ANT-195 0.687 0.285 0.313 0.333 0.513 0.281 0.150 0.302 0.128
ANT-196 0.631 0.281 0.330 0.402 0.487 0.278 0.168 0.255 0.143
ANT-197 0.885 0.344 0.208 0.476 0.483 0.317 0.181 0.419 0.258
ANT-198 0.521 0.268 0.180 0.256 0.466 0.294 0.152 0.306 0.124
ANT-199 0.839 0.171 0.691 0.164 0.453 0.256 0.143 0.285 0.250

ANT-200 0.773 0.317 0.309 0.220 0.230 0.502 0.312 0.459 0.174 0.452 0.302

A: antineopldsico, Topll in: Inhibidor de la topoisomerasa Il, ALNH: antineopldsico Linfoma no-Hodgkin,
AA: antibiético Antineopldsico, ACU: antineopldsico cancer uterino, AMM: antineoplasico mieloma
multiple, AL: antineoplasico linfoma, ACPCP: antineoplasico cancer de pulmén de células pequefas,
AAL: antineopldsico alquilante, ACM: antineopldsico cancer de mama, ATS: antineopldsico tumor sdlido.
[] Selecta, []Mayor actividad contra un tipo de cancer especifico (moléculas selectas).
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Datos obtenidos durante la segunda fase del cribado virtual (Computo de propiedades

fisicoquimicas y toxicolégicas).

Tabla 2. Propiedades moleculares y parametros de toxicidad calculados con las
herramientas bioinforméticas molinspiration, DataWarrior (DW) y OSIRIS Property Explorer

(OPE).
Reglas de Lipinskiy Veber Toxicidad (DW) Toxicidad (OPE)
Compuesto —— i~ 1ogP AH DH ER _TPSA M C E 1| MC E 1 DS

DOX 54352 057 12 7 5 20608 X X X ¢y X X X 0332
ANT-1 368.34 2.37 7 4 2 13212 X X X X X X y 0.260
ANT-2 354.31 240 7 4 1 13212 X X X v X X X  0.232
ANT-3 426.45 3.10 7 3 4 12897 X X X v X X X  0.217
ANT-4 384.41 264 6 3 2 11190 X X X ¢y X X X ¢ 0179
ANT-5 383.36 1.79 8 5 3 14415 X X X ¢y X X X ¢ 0254
ANT-6 353.37 223 6 5 2 12085 X X X v X X X  0.216
ANT-7 405.38 1.89 9 5 2 16422 X X X ¢ X X X  0.215
ANT-10 412.46 322 6 3 4 11190 X X X ¢ X X X  0.192
ANT-11 460.28 3.79 7 3 3 11642 X v v + 0.041
ANT-12 478.24 3.33 6 3 2 11190 v v X « J « X  0.060
ANT-14 431.24 3.06 6 3 2 11190 X v v v v v 0.049
ANT-15 367.36 1.13 7 5 2 13792 X X X ¢ X X X  0.239
ANT-16 423.42 235 8 3 1 12437 X X X ¢ X X X  0.358
ANT-18 350.37 407 5 3 2 9483 X X X v X X X ¢ 0174
ANT-19 310.31 3.08 5 3 0 9483 X X X v X X X  0.216
ANT-26 326.30 251 6 4 0 11505 X X X ¢ X X v 0.182
ANT-42 431.40 216 9 4 2 14971 X X X ¢ X X X ¢ 0.236
ANT-51 432.43 444 7 3 3 11329 X X X ¢y X X X  0.159
ANT-52 452.46 598 6 3 2 10406 X X X ¢y X X X  0.097
ANT-56 432.43 488 7 3 3 11329 X X X ¢y X X X ¢ 0151
ANT-57 398.41 3.03 7 4 5 12429 X X X ¢y X X X ¢ 0.187
ANT-58 41145 343 7 3 5 10730 X X X ¢ X X X 0344
ANT-60 420.42 270 7 3 3 12897 X X v « X X ¢ + 0.108
ANT-61 432.43 231 8 3 2 138093 X X X ¢ X X X  0.200
ANT-72 386.83 430 5 3 3 9483 X v v V v v v 0.043
ANT-77 459.34 544 5 3 5 9483 v Vv Vv Vv v v v v 0022
ANT-78 428.44 221 8 4 7 13352 X X X ¢y X X v 0.167

MM: Masa molecular, cLogP: coeficiente de particion agua-octanol, AH: heterodtomos aceptores de
protones, DH: heterodtomos donadores de protones, ER: nimero de enlaces rotables, TPSA: area de
superficie polar topoldgica, M: mutagenicidad, C: carcinogenicidad, E: efectos sobre la reproductividad,
I: irritabilidad, DS: drug score, X: Alerta baja o nula del efecto toxicoldgico, v: Alerta de efecto
toxicoldgico, M: Alerta media respecto al efecto toxicoldgico. [] Selecta
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Tabla 2. Propiedades moleculares y parametros de toxicidad calculados con las
herramientas bioinforméticas molinspiration, DataWarrior (DW) y OSIRIS Property Explorer
(OPE). (Continuacion)

Reglas de Lipinskiy Veber Toxicidad (DW) Toxicidad (OPE)
Compuesto — ™ logP AH DH ER _TPSA M C E 1 MC E | Ds
ANT-87 44487 4.16 7 3 6 12113 X v Vv v v v 0.042
ANT-88 438.43 3.39 8 3 4 13037 X X X v X X X ¢ 0184
ANT-90 45250 440 7 5 5 13528 X X X v X X X  0.149
ANT-92 44238 097 10 5 4 17866 X X X v X X X ¢ 0.214
ANT-97 42445 400 7 3 4 11329 X X X v X X X ¢ 0.161
ANT-103 381.34 105 8 5 2 15499 X X X ¢y X X X ¢ 0.221
ANT-106 367.36 298 7 3 2 11642 X X X v X X X ¢ 0231
ANT-117 336.34 380 5 3 1 9483 X X X ¢y X X X ¢y 0191
ANT-121 396.44 434 6 4 3 11505 X X X ¢y X X X  0.183
ANT-123 42642 531 6 3 1 10797 X X X v X X X ¢ 0.129
ANT-126 40446 526 5 3 3 9483 X X X v X X X  0.142
ANT-147 388.80 3.11 6 4 2 11505 X v v v v + 0.055
ANT-156 480.56 6.48 7 4 10 13212 X X X v X X X ¢ 0.087
ANT-158 466.53 5.97 7 4 9 13212 X X X ¢y X X X  0.100
ANT-165 369.40 2.07 6 5 1 12085 X X X ¢y X X X  0.193
ANT-167 459.45 4.01 8 4 3 13316 X X X X X X g 0177
ANT-171 44950 4.67 7 4 2 12392 X X X v X X X ¢ 0.140
ANT-182 338.31 297 6 3 1 11190 X X X v X X X ¢ 0.218
ANT-188 388.80 3.73 6 3 3 10406 X v Vv v v + 0.052
ANT-189 41643 483 6 3 3 10406 X X X v X X X  0.155
ANT-197 450.23 4.16 5 3 1 9483 v v X v v v X ¢ 0.060
ANT-199 400.38 1.85 8 5 4 14452 X X X v X X X ¢ 0.228
ANT-200 396.39 350 7 3 4 12113 X X X v X X X ¢ 0190

MM: Masa molecular, cLogP: coeficiente de particion agua-octanol, AH: heterodtomos aceptores de
protones, DH: heterodtomos donadores de protones, ER: nimero de enlaces rotables, TPSA: area de
superficie polar topoldgica, M: mutagenicidad, C: carcinogenicidad, E: efectos sobre la reproductividad,
I: irritabilidad, DS: drug score, X: Alerta baja o nula del efecto toxicolégico, v: Alerta de efecto
toxicoldgico, M: Alerta media respecto al efecto toxicoldgico. [ Selecta
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Datos de las dos primeras fases del cribado virtual obtenidos para las moléculas modificadas.

Tabla 3. Probabilidad de actividad (PA) de bioisosteros de antraciclina determinados con la plataforma way2drug

Compuesto A Topllin ALNH AA ACU AMM AL ACPCP AAL ACM ATS Sustituyente

Doxorrubicina 0.960 0.818  0.661 0.824 0.620 0.604 0.383 0.574 0.372 0.392

ANT-1 0.914 0.669 0.680 0.621 0.589 0.513 0.460 0.443 0.437 0.404 0.365 g
ANT-1S 0.898 0.636 0.667 0.597 0.498 0.465 0.435 0.403 0.391 0.378 0.345 ©
ANT-2 0.783 0432 0516 0.456 0.198 0.292 0.262 0.341 0.300 0.208 I
ANT-2S 0.755 0419 0.493 0.427 0.181 0.261 0228 0.318 0.249 0.195 R o
ANT-5 0.927 0.398 0549 0.465 0.214 0.359 0.803 0408 0.194 0302 0220  J_.._
ANT-5S 0.914 0.388 0.527 0.443 0.197 0.330 0.757 0.378 0.164 0.283 0.212

ANT-15 0.933 0455 0.583 0.503 0.257 0.364 0.833 0.360 0.338 0.219 0.230 g
ANT-15S 0.920 0.442 0558 0.484 0.228 0.333 0.809 0.336 0.284 0.205 0.220  °
ANT-16 0.702 0.313 0.443 0.327 0.189 0.372 0.203 0.321 0.245 0.195 0.236 i
ANT-16S 0.670 0308 0422 0311 0.176 0.346 0.190 0.304 0202 0.186 0227 * )
ANT-42 0.827 0.239 0.479 0.244 0.151 0.358 0.326 0.294 0145 0337  ; [}
ANT-42S 0.811 0.236  0.463 0.233 0.143 0.334 0.306 0.281 0.324  * 7
ANT-58 0.839 0.227 0.448 0.231 0.156 0.307 0.224 0.319 0.322 0.668 o
ANT-58S 0.820 0.225 0.427 0.219 0.147 0.280 0.208 0.302 0.269 0.639

ANT-103 0.827 0459 0591 0521 0.280 0.345 0.340 0.374 0.323 0.258 0.256 J\W
ANT-103S  0.805 0455 0.565 0.498 0.241 0.311 0.311 0.347 0.270 0.243 0.244 I
ANT-106 0.794 0401 0.458 0.403 0.199 0.353 0.221 0.312 0.145 0.245 0.219 = Sy°~
ANT-106S  0.770 0.389  0.435 0.371 0.183 0.319 0.203 0.294 0.122 0.230 0.210

ANT-199 0.839 0.171 0.453 0.285 0.143 0.164 0.256 0.250 0.691 o Lo
ANT-199S  0.820 0.172 0.431 0.268 0.134 0.150 0.238 0.206 0.663 )

A: antineoplasico, Topll in: Inhibidor de la topoisomerasa Il, ALNH: antineoplasico Linfoma no-Hodgkin, AA: antibi6tico
Antineoplasico, ACU: antineoplasico cancer uterino, AMM: antineoplasico mieloma multiple, AL: antineoplasico linfoma,
ACPCP: antineoplasico cancer de pulmén de células pequefias, AAL: antineoplasico alquilante, ACM: antineoplasico
cancer de mama, ATS: antineoplasico tumor sélido. * La letra “S” denota que se ha eliminado la cetona B2 del anillo B de
la antraciclina.
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Tabla 4. Propiedades moleculares y parametros de toxicidad calculados con las herramientas bioinforméaticas
molinspiration, DataWarrior (DW) y OSIRIS Property Explorer (OPE)

c Reglas de Lipinski y Veber Toxicidad (DW) Toxicidad (OPE)
ompuesto MM cLogP AH DH ER TPSA M C E I M C E | DS
DOX 543.52 0.57 12 7 5 20608 X X X | X X X ¢ 0.332
ANT-1 368.34 2.37 7 4 2 13212 X X X v | X X X ¢ 0.260
ANT-1S 354.36 2.20 6 4 2 11505 X X X X | X X X X 0.573
ANT-2 354.31 2.40 7 4 1 13212 | X X X | X X X ( 0.232
ANT-2S 340.33 2.23 6 4 1 11505 X X X X | X X X X 0.446
ANT-5 383.36 1.79 8 5 3 14415 X X X | X X X ¢ 0.254
ANT-5S 369.37 1.62 7 5 3 12708 X X X X | X X X X 0.570
ANT-15 367.36 1.13 7 5 2 13792 X X X v | X X X 0.239
ANT-15S 353.37 0.95 6 5 2 12085 | X X X X | X X X X 0.496
ANT-16 423.42 2.35 8 3 1 12437 X X X | X X X ( 0.358
ANT-16S 409.44 2.18 7 3 1 10730 | X X X X | X X X X 0.711
ANT-42 431.40 2.16 9 4 2 14971 X X X ¢y | X X X ( 0.236
ANT-42S 417.42 1.98 8 4 2 13264 | X X X X | X X X X 0.529
ANT-58 411.45 3.43 7 3 5 10730 X X X | X X X ¢ 0.344
ANT-58S 397.47 3.25 6 3 5 9023 X X X X | X X X X 0.674
ANT-103 381.34 1.05 8 5 2 15499 X X X v X X X ¢ 0.221
ANT-103S 367.36 0.88 7 5 2 13792 | X X X X | X X X X 0.393
ANT-106 367.36 2.98 7 3 2 11642 | X X X v X X X ¢ 0.231
ANT-106S 353.37 2.80 6 3 2 99.35 X X X X | X X X X 0.511
ANT-199 400.38 1.85 8 5 4 14452 X X X | X X X ¢ 0.228
ANT-199S 386.40 1.67 7 5 4 12744 | X X X X | X X X X 0.451

MM: Masa molecular, cLogP: coeficiente de particion agua-octanol, AH: heterodtomos aceptores de protones,
DH: heteroatomos donadores de protones, ER: numero de enlaces rotables, TPSA: &area de superficie polar
topolodgica, M: mutagenicidad, C: carcinogenicidad, E: efectos sobre la reproductividad, I: irritabilidad, DS: drug score,

X: Sin alerta de efecto toxicoldgico, v: Alerta de efecto toxicoldgico, S: modificacion estructural.
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Datos obtenidos del acoplamiento de la doxorrubicina en el sitio catalitico de la

topoisomerasa lla.

Tabla 5. Calificaciones de las poses obtenidas para la
doxorrubicina en el sitio de unién
MolDock Rerank MolDock Rerank
Pose Pose
Score (U) Score (U) Score (U) Score (U)
-159.96500 -87.73680 -141.42700 -65.22590
-150.33700 -33.66580 -131.17800 -68.24080

0 5
1 6
2 -153.25800 -80.70560 7 -131.22700 176.95200
3 8
4 9

-141.91000 -18.57640 -129.02800 130.53400
-140.47000  -7.62268 -126.15300 -86.42570

B Pose que presenta la mejor evaluacion

LYS
A:123 S
ASN

A:120

ASN
A:95
MG
GLY ARG 903
A:124 A:98
]
]
A
"A:
I
ASN \
LYS A:150 \
A:157 ASP GLY
A:94 A:161
Interactions
- Unfavorable Bump ! Unfavorable Donor-Donor
Conventional Hydrogen Bond D Pi-Cation
:l Carbon Hydrogen Bond :I Alkyl
D Unfavorable Positive-Positive

Figura 7. Interacciones de la doxorrubicina con el receptor en la pose mejor calificada.
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Modos de union obtenidos del acoplamiento de bioisésteros selectos en el sitio

catalitico de la topoisomerasa lla.

THR
A:215
(ARG
A:98
GLY
A:95 “ASN
A:150
Interactions
- Unfavorable Bump [:I Carbon Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond E Pi-Cation
Figura 8. Interacciones de la molécula ANT-1 con la topoisomerasa lla.
“ASN
'-,/\\:150\

“ASN'
A:120

THR
A:215

ASN
A:91

Interactions

- Unfavorable Bump

- Conventional Hydrogen Bond D Pi-Cation

:] Carbon Hydrogen Bond

Figura 9. Interacciones de la molécula ANT-1S con la topoisomerasa lla.
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A5
(ASN),
‘A:120
(ASN GLY
THR A91 A:161
€:213 (SN
A:150
Interactions 7
- Unfavorable Bump I:I Carbon Hydrogen Bond

- Conventional Hydrogen Bond D Pi-Cation

Figura 10. Interacciones de la molécula ANT-2 con la topoisomerasa lla.

(ASN"
AT50
ILE d MG
A:125 ‘ B:903
“A:98
CIE
A:141
Interactions )
- Conventional Hydrogen Bond U Pi-Cation

I: Carbon Hydrogen Bond
Figura 11. Interacciones de la molécula ANT-2S con la topoisomerasa lla.
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CASN' A:161
o
Interactions N
- Unfavorable Bump D Carbon Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Cation

Figura 12. Interacciones de la molécula ANT-5 con la topoisomerasa lla.

/ASN A GLY

/Asl;\ ‘Al‘S(} A:161

AN (A94
MG

B:903

Interactions
- Unfavorable Bump - Unfavorable Donor-Donor
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Cation

D Carbon Hydrogen Bond

Figura 13. Interacciones de la molécula ANT-5S con la topoisomerasa lla.
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| GLY
A:161

Ly

Interactions

- Unfavorable Bump
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Cation

Figura 14. Interacciones de la molécula ANT-15 con la topoisomerasa lla.

|:| Carbon Hydrogen Bond

‘r'l{A—SRN\\“{

A:150
(AsP
A:94 ‘ MG
s’ B:903

4
THR .‘ Y o
. : CILE
A:215 L4l
Interactions

- Conventional Hydrogen Bond - Unfavorable Donor-Donor

l:l Carbon Hydrogen Bond E Pi-Cation

Figura 15. Interacciones de la molécula ANT-15S con la topoisomerasa lla.
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A:l g 6Ly
A:161
Interactions
- Unfavorable Bump - Unfavorable Donor-Donor
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Cation

I:I Carbon Hydrogen Bond

Figura 16. Interacciones de la molécula ANT-16 con la topoisomerasa lla.
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56;19,,
Interactions
- Unfavorable Bump - Unfavorable Donor-Donor
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Cation

D Carbon Hydrogen Bond

Figura 17. Interacciones de la molécula ANT-16S con la topoisomerasa lla.
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ASN 2
A121 @‘}
Q13 GLY

A:161
Interactions
- Unfavorable Bump - Pi-Cation
- Conventional Hydrogen Bond [:] Pi-Lone Pair

D Carbon Hydrogen Bond

Figura 18. Interacciones de la molécula ANT-42 con la topoisomerasa lla.

s 'B:903

@@

A 214

Interactions
- Unfavorable Bump - Unfavorable Donor-Donor
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Cation

D Carbon Hydrogen Bond :I Pi-Lone Pair

Figura 19. Interacciones de la molécula ANT-42S con la topoisomerasa lla.
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GLY
A:161

Interactions

- Unfavorable Bump - Unfavorable Donor-Donor

- Conventional Hydrogen Bond ﬁ Pi-Cation

D Carbon Hydrogen Bond

Figura 20. Interacciones de la molécula ANT-58 con la topoisomerasa lla.
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‘A:150

-
Interactions
- Unfavorable Bump D Carbon Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Cation

Figura 21. Interacciones de la molécula ANT-58S con la topoisomerasa lla.
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Interactions
- Unfavorable Bump D Carbon Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Cation
Figura 22. Interacciones de la molécula ANT-103 con la topoisomerasa lla.
‘/ASN\(
<
MG
B:903

ALA
A:92

Interactions
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Cation

D Carbon Hydrogen Bond
Figura 23. Interacciones de la molécula ANT-103S con la topoisomerasa lla.
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Interactions
- Unfavorable Bump D Pi-Cation
- Conventional Hydrogen Band Pi-Donor Hydrogen Bond

D Carbon Hydrogen Bond
Figura 24. Interacciones de la molécula ANT-106 con la topoisomerasa lla.
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Interactions
- Conventional Hydrogen Bond Pi-Cation
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Figura 25. Interacciones de la molécula ANT-106S con la topoisomerasa lla.
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- Conventional Hydrogen Bond E Pi-Cation

Figura 26. Interacciones de la molécula ANT-199 con la topoisomerasa lla.

ASN
A:150

ARG
A:98
THR
A:215
ASN
A:120
Interactions
- Conventional Hydrogen Bond D Pi-Cation

I:I Carbon Hydrogen Bond

Figura 27. Interacciones de la molécula ANT-199S con la topoisomerasa lla.
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Seleccion de moléculas posterior al acoplamiento molecular.

Tabla 6. Energia de union de los compuestos
seleccionados calculados con Kdeep

Ligando AG (kcal/mol)
Doxorrubicina -10.11
ANT-1 -8.58
ANT-1S -7.87
ANT-2 -7.61
ANT-2S -7.64
~ ANT-5 -9.61
~ ANT-5S -9.52
ANT-15 -8.69
~ ANT-15S -8.94
ANT-16 -8.81
ANT-16S -8.52
~ ANT-42 -10.65
~ ANT-42S -10.09
~ ANT-58 -8.92
ANT-58S -7.98
ANT-103 -8.72
ANT-103S -8.74
ANT-106 -8.49
ANT-106S -8.83
ANT-199 -8.36
ANT-199S -8.55

8 Moléculas seleccionadas.




Doxorrubicina { ANT-5 ANT-5S

H

OH
ANT-15S o 9~y ANT-42 ANT-425

O/ H

o)
0
o)
O‘O‘ \1 / Figura 28. Moléculas tipo antraciclina de los complejos
N
o] o)

seleccionados para dinamica molecular.

ANT-58

82



Datos obtenidos a partir del analisis de trayectorias de la dinamica molecular.
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Figura 29. RMSD de los distintos complejos a través del tiempo
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Figura 31. Fluctuaciones de los residuos de la subunidad A de la proteina en los distintos complejos
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Figura 32. Radio de giro de la proteina en los distintos complejos a través del tiempo
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Tabla 7. Medias y desviaciones del radio de giro y RMSD de cada
complejo a traves del tiempo

Radio de giro (nm) RMSD (nm)

Complejo Media Desviacion Moga Desviacion
estandar estandar
DOX 2.742 0.01003 0.1119 0.01865
ANT-5 2.744 0.00770 0.0867 0.01512
ANT-5S 2.741 0.00815 0.0712 0.01209
ANT-15S 2.735 0.00776 0.0391 0.01160
ANT-42 2.741 0.00766 0.1148 0.01831
ANT-42S 2.728 0.00986 0.0822 0.01283
ANT-58 2.740 0.00789 0.1186 0.01341
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Discusioén

Como se puede observar en la tabla uno, el primer conjunto de bioisésteros tuvo
probabilidades de actividad biolégica muy variables, ya que las moléculas se
encuentran en un rango que va desde no tener actividad anticancerigena hasta contar
con un 94.8 % de la misma; o, por otro lado, cuentan con probabilidades de inhibir
cataliticamente a la topoisomerasa lla que van desde no contar con esta capacidad
hasta un 66.9 %. Lo anterior tiene sentido, dado que los reemplazos bioisostéricos
extraidos de la base de datos de SwissBioisostere, aunque presentan incrementos de la
actividad biologica observada en el estudio de donde se obtuvieron [38], pueden no
llegar a estar ligados a una actividad anticancerigena o de inhibicion catalitica de la
enzima. Ademas, al observar las probabilidades de actividad contra tipos especificos de
cancer, entre las moléculas selectas existe una clara tendencia a una actividad mayor
contra linfoma no Hodgkin y en el tratamiento de cancer de mama; dos de las
indicaciones aprobadas por la FDA [6], esto lleva a la sugerencia de prestar atencion a
lineas celulares de estos tipos de cancer durante estudios in vitro.

Si pasamos a la tabla 3, mostrando solo los 10 compuestos seleccionados para el
acoplamiento molecular junto a su respectiva modificacion, las probabilidades de
presentar actividad biolégica como antineoplasicos son altas, ya que el rango de
probabilidad en ese rubro se encuentra entre el 70.2 % y 91.4 %, ademas, las
probabilidades porcentuales de inhibicidén de la proteina ahora van desde 17.1 % a 66.9
%, e incluso, en esta tabla, se pueden consultar las probabilidades de actividad
terapéutica de los compuestos en tipos de cancer para los que se utilizan antraciclinas,
las cuales resultan similares a las de la doxorrubicina. También en la tabla 3, se
muestra que las moléculas modificadas practicamente no disminuyen su actividad

terapéutica respecto a las originales.

En la tabla 2 se muestran las propiedades fisicoquimicas y toxicolégicas de las
cincuenta moléculas seleccionadas después del primer filtro, todos los compuestos
cuentan con alertas en cuanto a sus propiedades irritantes, razon por lo cual se realizo
una modificacion estructural, y algunas mas cuentan con alertas respecto a

mutagenicidad, efectos sobre la reproduccion o carcinogénesis, aungue en cualquiera
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de estos tres ultimos casos se daba por concluido el estudio de los compuestos, para la
presencia de irritabilidad se buscé modificar desde la base del nucleo antraciclinico, ya
que era la fraccibn comun de las moléculas y contiene a la naftoquinona [30], siendo
esto causante de reacciones inespecificas que pueden llevar a irritacion de las mucosas
[8, 9], en la tabla 4 se observa que fue posible evitar la prediccion de irritabilidad por

este medio.

También en la tabla 2, si nos centramos en las propiedades fisicoquimicas de
relevancia para los candidatos a farmacos, en la mayoria de los casos las 50 moléculas
muestran datos que mejoran, respecto a los de la doxorrubicina, los pardmetros
considerados por Veber y en las reglas empiricas de Lipinski [43, 44], siendo la
excepcion el coeficiente de reparto, pero sin llegar a romper estas normas. Por todo lo
anterior, es posible inferir que los compuestos propuestos hasta este punto contaran
con buena solubilidad y permeabilidad. Ademas, continuando en la misma tabla,
tenemos al valor Drug Score, el cual fluctia entre 0.022 y 0.358, al incluir distintos
parametros [49], resultd ser una de las herramientas méas consideradas al momento de
discernir entre bioisosteros, ya en la tabla 4 se puede observar que el rango se redujo,
yendo ahora de 0.221 a 0.358 para las diez moléculas seleccionadas, tomando en
cuenta un valor de 0.332 para el farmaco de referencia, esto nos indica una posibilidad
media cercana a la de doxorrubicina para ser empleables como farmacos. También es
notable que este parametro aumenta en los compuestos modificados, en los que el
rango esta delimitado desde 0.393 hasta 0.711, de esta manera queda manifiesta la
importante contribucion que tiene la toxicidad en las puntuaciones menores de los

compuestos originales.

En la tabla 4 podemos observar el efecto de la modificaciébn sobre las propiedades
fisicoquimicas, siendo disminuciones en el numero de aceptores de enlaces de
hidrogeno, masa molecular, coeficiente de reparto, y TPSA; estos dos ultimos casos
son los que mas resaltan, al menos en esta fase. Ambas situaciones son favorables, el
coeficiente de reparto menor aumenta ligeramente la preferencia predicha de la
molécula por el agua; mientras que la disminucion del TPSA nos da elementos para

especular sobre una mejor absorcion intestinal y por tanto una mayor biodisponibilidad,
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cabe destacar que en todos los casos el TPSA es menor al del farmaco de referencia
(206.08 A2),

Pasando al acoplamiento molecular, para el caso del farmaco de referencia se
selecciond el modo de unién con mayor energia de afinidad por el receptor (véase tabla
5), la cual también se ve respaldada por las interacciones entre la doxorrubicina y la
topoisomerasa lla (mostradas en la figura 7), dado que tiene una buena cantidad de
enlaces de hidrogeno presentes en dicha conformacion, los cuales se dan con residuos
gue han sido descritos como clave en interacciones de inhibicién de este sitio catalitico,
como es el caso del de los aminoacidos: Arg 98, Asn 120, Lys 157, y Asn 150 [127,
142]. Otra de las interacciones que se presentan y son importantes para el
reconocimiento biologico en inhibidores cataliticos de esta enzima son las Cation-n con
el magnesio [33, 75], y al contar con dos de ellas se fortalecio el uso de este modo de
union por sobre los demas. En menor medida también se considera la contribucion de
los enlaces de hidrégeno no convencionales con residuos que pueden estar
involucrados en las interacciones de inhibidores con este sitio de union, como es el

caso de la asparagina 95 [142].

En contrapunto, se presentan interacciones desfavorables debidas a encuentros de
grupos donador-donador y entre cargas positivas, aunados a golpes estéricos, pero
este resultado es consecuencia de la técnica de acoplamiento molecular rigido, dado
que no considera movimientos en los residuos de aminoécidos, cosa que si hacen

técnicas como la dinamica molecular.

Centrandonos en el nucleo de antraciclina de las moléculas bioisostéricas, podemos
notar que todas las versiones a las que no se les elimino la cetona B2 (figuras 8, 10, 12,
14, 16, 18, 20, 22, 24 y 26) muestran enlaces de hidrogeno entre tres residuos
importantes y cetonas de la naftoquinona [32, 127, 142], dos de los cuales no presentd
la doxorrubicina, éstas son: Asn 150 con B1 (véase figura 1, nucleo de antraciclinas),
Ala 167 con B2 y Lys 168 con B2, excepto para la antraciclina 58, en cuyo caso es: Asn
150 con B2, Ala 167 con B1 y Lys 168 con B1, este cambio puede deberse a la carga
positiva en el sustituyente de la molécula, con este acomodo se evitan los encuentros

entre cargas positivas que podrian ocurrir con arginina 98 y/o lisina 157, como en el
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caso de la doxorrubicina. También fue posible conservar las interacciones catién-n en
todos los casos (véase figuras 8 a 27), mientras que en el nucleo de las moléculas
modificadas (figuras 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25 y 27), solamente se conservan los
enlaces de hidrégeno con la asparagina 150, pero esta vez con el hidroxilo C2, dicho
cambio puede deberse a que esta orientacion permite la formacion de enlaces de
hidrégeno con otros dos residuos, los cuales resultan ser de relevancia en la inhibicion
[142, 143], estas interacciones fueron Asp 94 con C2 e lle 141 con B1, aunque no

llegaron a presentarse en todos los casos.

Si nos centramos en los sustituyentes, se observa una clara tendencia a que los
oxigenos de grupos hidroxilo y carbonilo interactien con la asparagina 120, y/o la
arginina 98 (figuras 8 a 19, 22, 23, 25 y 27), ambos aminoéacidos de relevancia para
esta proteina [142, 143], esto nos puede llevar a la prospeccién de agregar grupos
carbonilo, u otros que puedan aceptar enlaces de hidrégeno en la primera posicion del
sustituyente. Por otra parte, se observa la formacién de enlaces de hidrégeno entre los
grupos donadores de las antraciclinas sin modificar y los aminoacidos Lys 123 y/o Thr
215 (figuras 12, 14, 22), también de importancia [142, 143], lo cual muestra que es
posible formar enlaces de hidroégeno si colocamos grupos donadores en la tercera

posicion de una cadena lineal.

Ademas, en estos sustituyentes tenemos contribuciones de enlaces de hidrégeno no
convencionales de distintos amino&cidos de importancia [142, 143], como: Ash 91, Asn
95, Lys 123, lle 125 y Thr 215. En los casos donde se colocan cadenas mas largas,
como en las moléculas ANT-58 y ANT-58S (figuras 20 y 21), se afiaden mas
aminoacidos a los involucrados en esta clase de interacciones, siendo las isoleucinas
88 y 188, mismas que se han visto involucradas en interacciones débiles con otros
ligandos [127].

Otras interacciones importantes, son las que se muestran en los sustituyentes de las
moléculas ANT-42 y ANT-42S (figuras 18 y 19), siendo una interaccion par solitario-n
para ambos casos, a lo que ademas se aflade una interaccion cation-r para la version
no modificada, esta diferencia seguramente se debe a la orientacion distinta de las

versiones modificadas mencionada anteriormente. La presencia de estas interacciones
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es facilmente explicable, dado que son los Unicos sustituyentes que cuentan con un

anillo aromatico.

Por parte de las interacciones no favorables tenemos que para el nicleo se dan
principalmente en forma de choques estéricos con la glicina 164 en las versiones sin
modificar, esto realmente no supone un gran impedimento para el modo de union
propuesto, ya que su cadena lateral es la mas simple y en general el aminoacido y/o
ligando no requeriria cambiar su conformacion drasticamente para evitarlos. Para el
caso de los sustituyentes, este tipo de interacciones se dan con la asparagina 120 en
moléculas con cadenas de al menos 3 miembros, pero principalmente en el caso de las
antraciclinas 42 y 42S (figuras 18 y 19) con los residuos treonina 215 y glicina 124, ya
que tiene dos miembros a partir de la posiciéon sustituida y después cuenta con un

grupo voluminoso, como es el caso del anillo aromatico.

Tomando en cuenta las interacciones descritas, y las energias de union calculadas
(Tabla 6), se seleccionaron las 6 antraciclinas disefiadas con mayor afinidad por la
topoisomerasa lla, y se tomd al complejo de la doxorrubicina para la siguiente etapa
(figura 28).

En la dinAmica molecular, para el caso del radio de giro de la topoisomerasa lla, si
observamos los graficos (figuras 32 y 33) vy la tabla 7 podemos notar que la
doxorrubicina junto a la antraciclina 42S son los casos en que existe mayor variacion,
aunque no es tan considerable; por tanto, este pardmetro se mostrd relativamente
estable a lo largo de la simulacion en todos los complejos, debido a que las
desviaciones en cada caso son muy pequefias, dado que esta es una medida de la
compacidad, se entiende que la proteina se encuentra plegada de manera estable a lo
largo del tiempo de simulacion. Al observar la raiz de la fluctuacion cuadratica media
(figura 31), es posible observar que los movimientos mas llamativos que se dieron en
esta proteina fueron en las regiones de alta movilidad al ser conformaciones aleatorias,
como son los residuos 200 a 204 y los aminoacidos 342 a 346 [144], estos no se ven
involucrados en ninguno de los modos de unién mostrados en los complejos acoplados
(figuras 8 a 27).
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Pasando a los RMSD’s en funcion del tiempo, podemos notar que las medias (véase
tabla 7) en todos los casos no son muy altas, por lo cual las conformaciones no se
desvian demasiado de la pose inicial, las desviaciones estandar en todos los casos son
similares, siendo la menor la de la antraciclina 15S, aun asi, esto resulta ser un tanto
engafoso, dado que si observamos las graficas (figura 29 y 30), aunque el parametro
varia en los primeros nanosegundos, en el caso de la antraciclina 5 se mantiene
notablemente estable, la mayor estabilidad de esta molécula se ve apoyada en la
cantidad de enlaces de hidrogeno (figura 34 y 35), ya que ANT-5 forma entre 6 y 7 de
estas interacciones la mayor parte del tiempo, mientras que ANT-15S tiene entre 5y 6
de ellas. Por otra parte, se observan mayores cambios de RMSD en las moléculas que
cuentan con grupos mas voluminosos como es el caso de los ciclos en la doxorrubicina,
la antraciclina 42 y su modificacién, mientras que en ANT-58, a pesar de contar con un

sustituyente relativamente largo, este efecto no es marcado.

Al comparar las antraciclinas que cuentan con modificacion a las que se les realizé la
dinamica molecular (ANT-5 y ANT-42), podemos observar en los graficos (figura 29 y
30), que las versiones modificadas tienden a ser menos estables, ya que sus

variaciones de RMSD a través del tiempo oscilan en mayor grado.

Por ultimo, si observamos la cantidad de enlaces de hidrégeno (figura 34 y 35),
podemos notar que de entre los 7 complejos, el que contiene a la antraciclina 5 es en el
gue mas se forman, y ademas se mantienen, lo cual calza con la mayor cantidad de
enlaces de hidrégeno del modo de unién resultante para ANT-5 (figura 12) respecto a
sus compafieros seleccionados para el estudio de dinamica. Otra observacion que es
de resaltar en estas graficas es el caso de la antraciclina 42S, dado que los enlaces de
hidrogeno aumentan conforme avanza la simulacion, aunque no todos se mantienen y
no se puede asegurar que sean con residuos de importancia en la inhibicion, esto
podria encontrar una explicacion en que la molécula buscaria distintas conformaciones

al no estar tan anclada a otros aminoacidos dada la ausencia de la cetona B2.
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Conclusiones

Se generd un conjunto de bioisdsteros con nucleo de antraciclina, y se seleccionaron
aguellos que mejoran las propiedades fisicoquimicas del farmaco de referencia, para
asi ajustarse a los parametros considerados por Lipinski y
Veber. Ademas, se logro realizar una modificacién que disminuyé las caracteristicas

toxicoldgicas de estas moléculas.

Se observaron afinidades de unién por el receptor similares a la que presenta
doxorrubicina, las cuales se sustentan en interacciones supramoleculares de alta
energia entre los bioisésteros y la topoisomerasa lla, de ellas destacan las que se
llevan a cabo con el nucleo de la molécula, siendo; enlaces de hidrégeno con
asparagina 150, alanina 167 y lisina 168; e interacciones cation-n con el cofactor

magnesio.

El anadlisis de las trayectorias, obtenidas a lo largo de 30 nanosegundos de dindmica
molecular, tomando en cuenta: el radio de giro de la proteina, las fluctuaciones de los
aminoécidos, el RMSD de los ligandos y la cantidad de enlaces de hidrogeno, muestra

gue los complejos formados son estables.

Se hallaron seis compuestos con nucleo de antraciclina, los cuales presentan una
potencial actividad anticancerigena, dada por inhibicién catalitica de la topoisomerasa
lla, cuyas interacciones con este objetivo farmacologico observadas mediante
acoplamiento molecular resultan ser de relevancia, y los complejos formados mostraron

estabilidad a lo largo de un estudio de dinAmica molecular.
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Perspectivas

Realizar dinAmicas moleculares con duracién de al menos 100 ns.

Parametrizar el magnesio para estudiar las interacciones cation-nr con los anillos del

nucleo de antraciclina mediante estudios de dinamica molecular.

Sintetizar las seis moléculas seleccionadas, y evaluar su actividad biolégica in vitro en

distintas lineas celulares de cancer.

Realizar estudios de intercalacion con DNA para elucidar, de manera experimental, el

modo de union de los compuestos.
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Anexos

Anexo A

Totalidad de los bioisosteros generados.

Tabla 8. Cédigo SMILES de las 200 moléculas iniciales

Molécula Cédigo SMILES
ANT-1 O=C(C0O)C4(0)CCc3c(O)c2c(=0)clcceeclc(=0)c2c(0)c3C4
ANT-2 0O=C(0)C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clceceecle(=0)c2c(0)c3C4a
ANT-3 CC(=0)SCC(=0)C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clccecclce(=0)c2c(0)c3C4a
ANT-4 O=C(CS)C4(O)CCc3c(O)c2c(=0)clccececle(=0)c2c(0)c3C4
ANT-5 O=C(CNO)C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcccecle(=0)c2¢c(0)c3C4
ANT-6 NCCC4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clcceccle(=0)c2c¢(0)c3C4a
ANT-7 NS(=0)(=0)OC4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clccecclce(=0)c2c(0)c3C4
ANT-8 O=c4clccceele(=0)che(0)c3CC(0)(c2nnn[nH]2)CCc3c(0)ca5
ANT-9 O=NC(CBr)C4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clccecclce(=0)c2c(0)c3C4
ANT-10 CCSCC(=0)C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clceeccle(=0)c2c(0)c3C4a
ANT-11 CON=C(CBr)C4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clccecclc(=0)c2c(0)c3Ca
ANT-12 O=C(CI)C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcccecle(=0)c2c(0)c3C4
ANT-13 O=c3clcceeele(=0)cdc(0)c2CC(0)(S(=0)CChCCc2c(0)c34
ANT-14 O=C(CBr)C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clccceclce(=0)c2c(0)c3C4a
ANT-15 NCC(=0)C4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clcececcle(=0)c2c(0)c3C4
ANT-16 O=C(N1CCOCC1)C5(0)CCc4c(0)c3c(=0)c2cceec2e(=0)c3c(0)c4Ch
ANT-17 O=C(Nclccn[nH]1)C5(0)CCc4c(0)c3c(=0)c2ccccc2e(=0)c3c(0)c4Ch
ANT-18 C=CCC4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clcececle(=0)c2c(0)c3C4
ANT-19 O=c3clcccecle(=0)cdc(0)c2CC(0)CCc2c(0)c34
ANT-20 CC(=0O)NC4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clceeccle(=0)c2c(0)c3C4a
ANT-21 CC(C)chnc(C4(0)CCc3c(O)c2c(=0)clccecclc(=0)c2c(0)c3C4)no5
ANT-22 Cchnc(C4(0)CCc3c¢(0)c2c(=0)clcececcle(=0)c2c(0)c3C4)no5
ANT-23 CCchnc(C4(0)CCc3c(O)c2c(=0)clcccccle(=0)c2c¢(0)c3C4)no5
ANT-24 O=C(Nclnccsl)C5(0)CCc4c(0O)c3c(=0)c2ccecc2ce(=0)c3c(0)c4Ch
ANT-25 NNC(=0)C4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clcceecclc(=0)c2¢c(0)c3C4
ANT-26 O=c3clccceele(=0)cdc(0)c2CC(0)(0)CCc2c(0)c34
ANT-27 CC(C)(O)C(CC4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clccceecle(=0)c2¢(0)c3C4)C(=0)0
ANT-28 0O=C(O)C(Cclcccecl)CC5(0)CCc4c(O)e3c(=0)c2ccecec2ce(=0)c3c(0)c4Cs
ANT-29 C=CCC(CC4(0O)CCc3c(O)c2c(=0)clcceecic(=0)c2c(0)c3C4)C(=0)0
ANT-30 C#CCC(C(=0)0)C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcecceccle(=0)c2c(0)c3C4a
ANT-31 C#CCC(CC4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clcceecle(=0)c2c(0)c3C4)C(=0)0
ANT-32 O=C5CN(C4(0O)CCc3c(0O)c2c(=0)clccececle(=0)c2c(0)c3C4)C(=0)CN5
ANT-33 O=C5CN(C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcceecle(=0)c2c(0)c3C4)CCNS
ANT-34 O=C5NCCN(C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clceceecic(=0)c2c(0)c3C4)C5=0
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Tabla 8. Cédigo SMILES de las 200 moléculas iniciales (Continuacién)

Molécula Cédigo SMILES
ANT-35 O=C(NCC(O)C1CC1)C5(0)CCc4c(0)c3c(=0)c2ccecc2e(=0)c3c(0)caCh
ANT-36 CN(C)CCC(=0O)NC4(0O)CCc3c(0)c2c(=0)clcccecle(=0)c2c(0)c3C4
ANT-37 CC(C)chceee(C4(0)CCce3c(0)c2c(=0)cleccecle(=0)c2c(0)c3C4)cch
ANT-38 COc5cec(C4(0)CCce3c(0)c2c(=0)clcececle(=0)c2¢(0)c3C4)c(0OC)c50C
ANT-39 CCOc5ccce(C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clecececlce(=0)c2¢(0)c3C4)cc50CC
ANT-40 CC(=0)OclcceeclCh(0)CCceac(0)c3c(=0)c2ceccc2e(=0)c3c(0)caCh
ANT-41 O=c4clccceele(=0)c5c(0)c3CC(0)(c2cec(l)ecc2)CCe3c(0)ca5
ANT-42 O=C(Nclccncnl)C5(0)CCc4c(0)c3c(=0)c2ccecc2ce(=0)c3c(0)c4Ch
ANT-43 O=C(Nc2cccl[nH]cceclc2)C6(0)CCcehc(0)cdc(=0)c3cececc3c(=0)cdc(0)c5C6
ANT-44 CN5CCC(C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clccececle(=0)c2c(0)c3C4)CC5h
ANT-45 CN1CCCC1C5(0)CCc4c(0)c3c(=0)c2ccecc2e(=0)c3c(0)caCh
ANT-46 O=c4clccceele(=0)che(0)c3CC(0)(c2nsc(Chn2)CCc3c(0)c45

ANT-47 O=c4clccceele(=0)c5¢(0)c3CC(0)(S(=0)(=0)Cc2c¢(Cl)ccec2ClCCe3c(0)ca5

ANT-48  O=c4clcceccle(=0)c5¢(0)c3CC(0)(S(=0)(=0)NCCN2CCOCC2)CCe3c(0)ca5

ANT-49 O=c4clccceele(=0)che(0)c3CC(0)(c2cocn2)CCc3c(0)ca5s
ANT-50 O=c4clccceele(=0)c5¢(0)c3CC(0)(n2cnnc2)CCc3c(0)c4d5
ANT-51 COclcecececlOC5(0)CCe4c(0)c3c(=0)c2cceec2e(=0)c3c(0)c4Cs
ANT-52 O=c5clcceeele(=0)c6e(0)c4CC(0)(Oc2cecec3cececc23)CCe4c(0)c56
ANT-53 O=c4clccceele(=0)che(0)c3CC(0)(Oc2cencc2)CCc3c(0)ca5s
ANT-54 Nc5ccc(OC4(0)CCc3c¢(0)c2c(=0)clceececclce(=0)c2¢(0)c3C4)cceh
ANT-55 O=c4clccceele(=0)c5¢(0)c3CC(0)(Oc2ccc(N(=0)=0)cc2)CCc3c(0)ca5
ANT-56 COc5ccc(0C4(0)CCc3c(O)c2c(=0)ciccececle(=0)c2¢c(0)c3C4)cch
ANT-57 O=c3clcccecle(=0)cdc(0)c2CC(0)(OCCCCO)CCe2c(0)c34
ANT-58 CN(C)CCCOC4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcccccle(=0)c2c(0)c3C4
ANT-59 Cchnc(C(=0)NC4(0O)CCc3c(0)c2c(=0)clcccecle(=0)c2c(0)c3C4)c(C)o5
ANT-60 CC(=0)C(=CC4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clccecclce(=0)c2¢(0)c3C4)C(C)=0
ANT-61 CN(C)C(=0)C(C#N)=CC4(0O)CCc3c(O)c2c(=0)clccececle(=0)c2c(0)c3C4
ANT-62 CCOC(=0)C(C#N)=CC4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clcceecclce(=0)c2¢c(0)c3C4
ANT-63 O=C1NCCN1C5(0)CCc4c(0)c3c(=0)c2cccec2e(=0)c3c(0)c4Cs
ANT-64 NCCCCC(NC(=0)C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clceceeccle(=0)c2c(0)c3C4)C(N)=0
ANT-65 O=c3clccceele(=0)cdc(0)c2CC(0)(S(=0)(=0)CCO)CCc2c(0)c34
ANT-66 O=c3clcceecle(=0)c4c(0)c2CC(0)(CCCS)CCc2c(0)c34

ANT-67 N#CCNCC4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcccecle(=0)c2c(0)c3C4
ANT-68 N#CCN(Cclcccecl)CC5(0)CCc4c(0O)c3c(=0)c2ccecc2ce(=0)c3c(0)c4Ch
ANT-69 O=c4clccceele(=0)c5c(0)c3CC(0)(C2(0)CCC2)CCc3c(0)c45
ANT-70 CC(C)(C(=0)0O)chceeec(C4(0)CCe3c(0)c2c(=0)cleececle(=0)c2c(0)c3C4a)cs
ANT-71 O=c4clccceele(=0)c5¢(0)c3CC(0)(COc2ccece(F)cc2)CCe3c(0)cas
ANT-72 O=c3clccceele(=0)cdc(0)c2CC(0O)(CCCChCCc2c¢(0)c34

ANT-73 O=c5clcceeele(=0)c6e(0)c4CC(O)(Ne3nc2eccec2[nH]3)CCc4c(0)c56
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Tabla 8. Cédigo SMILES de las 200 moléculas iniciales (Continuacién)

Molécula Cédigo SMILES
ANT-74 O=C(O)CNC(=0)CCC4(0O)CCc3c(0O)c2c(=0)clcceeclce(=0)c2c(0)c3C4
ANT-75 O=c4clcccecle(=0)c5¢(0)c3CC(0)(C=Nc2ccec(Cl)c2)CCc3c(0)c4d5
ANT-76 C=CCCCC4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clceecclce(=0)c2c(0)c3C4
ANT-77 O=c3clcccecle(=0)cdc(0)c2CC(0)(CCCCCBr)CCc2c(0)c34
ANT-78 O=c3clcccecle(=0)cdc(0)c2CC(0)(COCCOCCO)CCc2c(0)c34
ANT-79 O=c4clccceele(=0)c5c(0)c3CC(0)(c2cc(Clee(Clec2)CCe3c(0)cas
ANT-80 C#HCCCC(=0O)NC4(0O)CCc3c(0)c2c(=0)clccececic(=0)c2c(0)c3Ca
ANT-81 O=C(CCclcccccl)NC5(0)CCc4c(0)c3c(=0)c2ceccc2e(=0)c3c(0)caCh
ANT-82 O=C(NC4(0O)CCc3c(0O)c2c(=0)clccecclce(=0)c2c(0)c3C4)C(F)F
ANT-83 O=C(0O)C(CC4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clceeeccle(=0)c2c(0)c3C4)C5=CCCCh
ANT-84 O=C(O)C(CC4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcecececle(=0)c2¢(0)c3C4)C5(0)CCCCh
ANT-85 COCC(CC4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clcecccle(=0)c2c(0)ec3C4)C(=0)0
ANT-86 CCC(COC(=0)C4(0)CCc3c(O)c2c(=0)ciccecclce(=0)c2c(0)c3C4)N(=0)=0
ANT-87 O=C(OCCCCCI)C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clceccecle(=0)c2c(0)c3C4
ANT-88 O=C(OCC1CCCO0O1)C5(0)CCc4c(0)c3c(=0)c2cccec2e(=0)c3c(0)caCh
ANT-89 CC(C)=C5CC=C(C4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clcceccie(=0)c2c(0)c3C4)C5=0
ANT-90 CC(C)=CCCC(0O)(CO)C4(O)CCc3c(O)c2c(=0)clcceeclc(=0)c2c(0)c3C4
ANT-91 O=c4clccceele(=0)c5¢(0)c3CC(0)(c2cec(Cl)s2)CCc3c(0)cas
ANT-92 COC(=0)C(0O)(0O)C(=0)C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcececlce(=0)c2c(0)c3C4
ANT-93 CCC(C)CC4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcceccle(=0)c2c(0)c3C4a
ANT-94 O=C(N1CC2CCC(C1)N2)C6(0O)CCc5c(0O)cac(=0)c3cceccc3c(=0)cac(0)c5C6
ANT-95 O=C(N1CC2CCC1CN2)C6(0)CCc5hc(0O)cac(=0)c3cceece3c(=0)c4c(0)c5C6
ANT-96 O=c4clccceele(=0)c5¢(0)c3CC(0O)(CN=C2NCCN2)CCc3c(0O)c45
ANT-97 O=c4clccceele(=0)c5he(0)c3CC(0)(CCCC20CCO02)CCc3c(0O)casb
ANT-98 O=C(NCCN1CCCCO01)C5(0)CCc4c(0)c3c(=0)c2cceecc2e(=0)c3c(0)caCh
ANT-99 0O=C(clccceclO)C5(0)CCc4c(0)c3c(=0)c2ceccc2e(=0)c3c(0)c4Ch
ANT-100 O=C(N2CCNC1(CC1)C2)C6(0)CCc5hc(0)c4c(=0)c3cceec3c(=0)cic(0)c5C6
ANT-101 CSC(=NCC4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clceeecclce(=0)c2¢(O)c3C4)NCHN
ANT-102 CCCCN(CCccr)cC4(0O)CCe3c(0)c2c(=0)clececclce(=0)c2c(0O)c3C4
ANT-103 NC(=0)C(=0)C4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clcceccic(=0)c2c(0)c3C4
ANT-104 O=c3clccceele(=0)cdc(0)c2CC(0)(S(=0)C(F)(F)F)CCc2c(0)c34
ANT-105 O=C(NC2(clccceel)CC2)C6(0)CCche(0O)cac(=0)c3cceecc3c(=0)c4c(0)c5C6
ANT-106 CON=CC4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcceecle(=0)c2c(0)c3C4
ANT-107 O=C(C1SCCCS1)C5(0)CCc4c(0)c3c(=0)c2cceeccze(=0)c3c(0)caCh
ANT-108 O=C(NC2CCN(C1CC1)CC2)C6(0)CCc5c(0O)cac(=0)c3ccecc3c(=0)cac(0)c5C6
ANT-109 CC(C)(N)CC4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcececcle(=0)c2c(0)c3C4a
ANT-110 CC(C)(CC4(0O)CCc3c(O)c2c(=0)clccecclce(=0)c2c(0)c3C4)N(=0)=0
ANT-111 O=c4clcccecle(=0)c5¢(0)c3CC(0)(c2cecenc2F)CCe3c(0)cab

ANT-112 O=c4clccceele(=0)che(0)c3CC(0)(c2cec(P(=0)(0)0)cc2)CCc3c(0)ca5
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Tabla 8. Cédigo SMILES de las 200 moléculas iniciales (Continuacién)

Molécula Cédigo SMILES

ANT-113 O=c4clccceele(=0)c5c(0)c3CC(0)(c2cccec2P(=0)(0)0)CCc3c(0)ca5
ANT-114 O=c4clccceele(=0)c5c(0)c3CC(0)(c2cec(S(=0)(=0)0)cc2)CCc3c(0)c4d5
ANT-115 O=c4clccceele(=0)che(0)c3CC(0)(c2cec(CO)cc2)CCe3c(0)c4d5
ANT-116 CS(=0)(=0)c5cec(C4(0)CCce3c(0O)c2c(=0)clcececcle(=0)c2c(0)c3C4)ech
ANT-117 C=CC4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clcececcle(=0)c2¢c(0O)c3C4a

ANT-118 O=c6clceceeccle(=0)c7¢(0)c5CC(0)(CC24CC3CCCC(C2)C34)CCchbe(0)cb7
ANT-119 O=c5clcceeele(=0)c6e(0)c4CC(O)(CC2CC3CCC2CI3)CCr4c(0O)ch6
ANT-120 Cn6c(C4(0)CCc3c(O)c2c(=0)clcccecle(=0)c2c(0)c3C4)ccheceecs6
ANT-121 CCC(0)(CC)C4(0O)CCc3c(0O)c2c(=0)clccececle(=0)c2c(0)c3C4
ANT-122 O=c4clcccecle(=0)chc(0)c3CC(0)(CC2CC2)CCec3c(0)c4a5
ANT-123 O=c5clcecceele(=0)c6e(0)c4CC(0)(c3cc2ceececcc203)CCe4c(0)ch6
ANT-124 CC1(C)CCC(C)(C)C1CH(O)CCc4c(0)c3c(=0)c2cccec2e(=0)c3c(0)caCh
ANT-125  O=c6clcccccle(=0)c7¢(0)c5CC(0)(CC34CC2CC(CC(C2)CI)C4)CCchc(0)cb7
ANT-126 O=c5clcceeele(=0)c6e(0)c4CC(0)(C(C2CC2)C3CCI)CCr4c(0O)ch6
ANT-127 Ccbeebne(C4(0)CCce3c(0O)c2c(=0)clececcle(=0)c2c¢(0)c3C4)[nH]c5ee6C
ANT-128 N#Cc6cc5nc(C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clecececcle(=0)c2c(0)c3C4a)[nH]c5ccbF
ANT-129 O=c5clcceeele(=0)c6e(0)c4CC(0)(c3nc2ec(Br)cecc2[nH]3)CCc4c(0O)c56
ANT-130 Cchnc(C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcecceccele(=0)c2c(0)c3C4)[nH]c5CC(C)C
ANT-131 O=c5clcceeele(=0)c6e(0)ca4CC(0)(c3nc(c2ecec(F)c2)c[nH]3)CCc4c(O)ch56
ANT-132 Cc5[nH]c(C4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clcececcle(=0)c2c(0)c3C4)ncs5ebeecech
ANT-133 O=c5clcceecle(=0)c6e(0)cd4CC(0)(c3nc2CCCCc2[nH]3)CCc4c(0)c56
ANT-134 NC5CCN(C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcececlce(=0)c2¢(0)c3C4)C5=0
ANT-135 NC(=S)NCC4(0O)CCc3c(0)c2c(=0)clccececle(=0)c2c(0)c3C4
ANT-136 CNC(=NCCC4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcccecle(=0)c2¢c(0)c3C4)NCHN
ANT-137 O=c5clcceeele(=0)c6e(0)c4CC(0)(c3nn(Cc2ccecc2)[nH][NH]3)CCc4c(O)c56
ANT-138 CCCCn5[nH]nc(C4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clcceccle(=0)c2¢(0)c3C4)[nH]5

ANT-139 CCCCCCn5[nH]nc(C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcececcle(=0)c2c(0)c3C4A)[nH]5

ANT-140  O=c5[nH]nc(S(=0)(=0)C4(0O)CCc3c(0)c2c(=0)clceccecle(=0)c2¢c(0)c3C4)[nH]5

ANT-141 O=c4clccceele(=0)c5he(0)c3CC(0)(Cln+]2ccecc2)CCe3c(0)cd5
ANT-142 O=c4clccceele(=0)c5¢(0)c3CC(0)([n+]2ccecec2)CCc3c(0)ca5
ANT-143 CCOP(=0)(0)C4(0O)CCc3c(0)c2c(=0)clcececle(=0)c2c(0)c3C4
ANT-144 O=C(NCclccc(F)c(F)c1)C5(0)CCc4c(0O)c3c(=0)c2cceecc2e(=0)c3c(0)c4Ch
ANT-145 CC(C)(C)OC(=0)CC4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcececcle(=0)c2c(0)c3C4
ANT-146 CC(C)(C)CC(=O)NC4(O)CCc3c(O)c2c(=0)clcceccle(=0)c2c(0)c3C4
ANT-147 O=c3clcceecle(=0)c4c(0)c2CC(0)(C(O)CClCCc2c(0)c34
ANT-148 COC(=0)c5ccec(C4(0)CCce3c(0)c2c(=0)clececclce(=0)c2c(0)c3C4h)o5
ANT-149 O=C(c5ccec(C4(0)CCce3c(0O)c2c(=0)clccececlc(=0)c2c(0)c3C4)c5)C(F)(F)F
ANT-150 O=c5clcceecle(=0)c6e(0)c4CC(0)(c2nnnn2C3CCCCC3)CCc4c(0)c56

ANT-151 O=c5clcceeele(=0)c6e(0)c4CC(0)(Cc2nnnn2C3CCCCC3)CCc4c(0)ch6
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Tabla 8. Cédigo SMILES de las 200 moléculas iniciales (Continuacién)

Molécula Cédigo SMILES

ANT-152 CC(C)CC#CC4(0O)CCc3c(O)c2c(=0)cicceeclc(=0)c2c(0)c3C4
ANT-153 O=c3clcccecle(=0)cdc(0)c2CC(O)(C(F)(F)C(F)(F)F)CCc2c(0)c34
ANT-154 O=c3clcccecle(=0)c4c(0)c2CC(O)(CHCC(F)(F)F)CCc2c(0O)c34
ANT-155 O=C(CCCCCCCC4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcccecle(=0)c2c(0)c3C4)NO
ANT-156 O=C(O)CCCCCCCCCC4(0O)CCc3c(O)c2c(=0)clcececcle(=0)c2¢(0)c3C4
ANT-157 0O=C(Cc5csc(C4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clccecclc(=0)c2¢c(0)c3C4)n5)NO
ANT-158 O=C(O)CCCCCCCCC4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcececcle(=0)c2c(0O)c3C4
ANT-159 Cchceeec(C(C(=0)0)C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcececcle(=0)c2c(0)c3C4)cs5C
ANT-160 Cclccec(C)el1C(C(=0)0)C5(0)CCc4c(0)c3c(=0)c2ccecc2ce(=0)c3c(0)caCs
ANT-161 CCCCNC(=0O)NS(=0)(=0)C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clceeccle(=0)c2¢c(0O)c3C4
ANT-162 CCCCN(C)C(=O)NS(=0)(=0)C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcececcle(=0)c2¢(0)c3C4a
ANT-163 COCCOC(=0O)NS(=0)(=0)C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clccececle(=0)c2c(0)c3C4
ANT-164 CCCCOCC(=0O)NS(=0)(=0)C4(0O)CCc3c(O)c2c(=0)clccecclc(=0)c2c(0)c3C4
ANT-165 NC(=S)C4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clcceccle(=0)c2c(0)c3C4

ANT-166 COC(=0)NS(=0)(=0)C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clceccecle(=0)c2c(0)c3C4
ANT-167 COc5ccc(NC(=0)C4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clccececle(=0)c2¢c(0)c3C4)cch
ANT-168 COc5ccc(CNC(=0)C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcececcle(=0)c2c(0)c3C4)ech
ANT-169 COc5cc(0C)Nc(C4(0O)CCc3c(0O)c2c(=0)clcccecle(=0)c2¢c(0)c3C4)n5
ANT-170 O=C(NC(CO)clcceeel)C5(0)CCc4c(0O)c3c(=0)c2ccecc2c(=0)c3c(0)caCh
ANT-171 O=C(NC1CCCCCC1)C5(0)CCc4c(0)c3c(=0)c2ccecc2e(=0)c3c(0)caCh
ANT-172 0O=C(O)C5CCN(C(=0)C4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clccececlce(=0)c2c(0)c3C4)CCh
ANT-173 CN(C(=0)CCC4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clceecclce(=0)c2¢(0)c3C4)C5CCCCCh
ANT-174 CN(C(=0)CC4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clccceclce(=0)c2c(0)c3C4)C5CCCCCCh
ANT-175 O=C(NCCCclccceel)C5(0)CCc4c(0)c3c(=0)c2ccecc2ce(=0)c3c(0)c4Ch
ANT-176 O=c5clcceeele(=0)c6¢(0)caCC(0)(C2CC3C=CC2CI)CCc4c(0)c56
ANT-177 CCOP(=0)(0OCC)C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcececclce(=0)c2¢(0O)c3C4a
ANT-178 CC5(C(=0O)NS(=0)(=0)C4(0)CCc3c(0O)c2c(=0)clceeccle(=0)c2c(0)c3C4)SCCS5
ANT-179  CC(C)S(=0)(=O)NS(=0)(=0)C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clceceeccle(=0)c2c(0)c3C4a
ANT-180 O=c4clccceele(=0)chc(0)c3CC(0)(CCc2ccenc2)CCc3c(0)ca5
ANT-181 CC(C(=O)NC(C)(C)C)C4(O)CCc3c(O)c2c(=0)cicceecic(=0)c2c(0)c3Cc4
ANT-182 O=CC4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcccecle(=0)c2c(0)c3C4

ANT-183 O=c4clccceele(=0)c5¢(0)c3CC(0)(S(=0)(=0)c2ccecc2)CCc3c(0)cas
ANT-184 CN(C(=0)CC4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcecececle(=0)c2c(0)c3C4)C5CCCCCh
ANT-185 CCC(C)(C)NC(=0)C4(O)CCc3c(O)c2c(=0)cicceecle(=0)c2c(0)c3C4
ANT-186 O=C(clcccc2ececc12)C6(0)CCe5he(0)cac(=0)c3ccecec3ce(=0)c4c(0)c5Co
ANT-187 CC(=0)COC4(0O)CCc3c(0)c2c(=0)clcccecle(=0)c2c(0)c3C4
ANT-188 O=c3clcccecle(=0)c4c(0)c2CC(0)(OCCChCCec2c(0)c34

ANT-189 O=c4clccceele(=0)c5¢(0)c3CC(0)(COc2cceec2)CCe3c(0)ca5
ANT-190 CC5CN(C(=0)C4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcececle(=0)c2c(0)c3C4)CCNS
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Tabla 8. Cédigo SMILES de las 200 moléculas iniciales (Continuacion)

Molécula Cédigo SMILES

ANT-191 O=c4clccceele(=0)c5c(0)c3CC(0)(c2ccec(C(F)(F)F)c2)CCc3c(0)ca5
ANT-192 O=C(CN1CCCCC1)OCC5(0)CCc4c(0)c3c(=0)c2cceec2e(=0)c3c(0)caCh
ANT-193 O=c4clccceele(=0)c5c(0)c3CC(0)(CCN2CCCC2)CCc3c(O)ca5s
ANT-194 O=c5clccceele(=0)c6e(0)c4CC(0)(c3cecc20C0c2c3)CCe4c(0)ch6
ANT-195 O=C1NCCNCCINC(=0)C5(0O)CCc4c(0)c3c(=0)c2cccec2e(=0)c3c(0)c4Ch
ANT-196 CN5CCCC(NC(=0)C4(O)CCc3c(O)c2c(=0)clccececle(=0)c2c(0)c3C4)Ch
ANT-197 O=c3clcccecle(=0)cdc(0)c2CC(0)(ChHCCc2c(0)c34

ANT-198 CC5(C)CN(C(=0)C(C)(C)C4(0O)CCc3c(0O)c2c(=0)clcecceccle(=0)c2c(0)c3C4)C5
ANT-199 O=c3clcccecle(=0)cdc(0)c2CC(0O)(OCC(0)CO)CCc2¢(0)c34

ANT-200 CC(=0)OCCC4(0)CCc3c(0)c2c(=0)clcececlce(=0)c2c(0)c3C4
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Anexo B

Resultados de la calibracion del método de acoplamiento molecular.

PROCHECK

Ramachandran Plot
SAVES

I ~b
R [ b
~1 ]
| B
ASN370 (B)
ll r‘
§n B _:‘.’_‘a a
: ! A
¥§2-76 A)
— ]
135" ] '—1 | P | .
oAl ;
" : . | — . B
180 o135 90 45 0 45 00 135 180

Phi (degrees)

Plot statistics

Residues in most favoured regions [AB,L] 592 87.6%
Residues in additional allowed regions [a,b,l.p] 82 12.1%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 2 0.3%

Residues in disallowed regions 0 0.0%

Number of non-glycine and non-proline residues 676 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 8

Number of glycine residues (shown as triangles) 45

Number of proline residues 22

Total number of residues 751

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

Figura 36. Diagrama de Ramachandran de la topoisomerasa lla obtenido con la plataforma en linea
“UCLA-DOE LAB” del IGP (institute for genomics and proteogenomics).
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Tabla 9. RMSD’s Obtenidos con diferentes combinaciones de funciones de evaluacion
y algoritmos de busqueda

MO SE
MS MSG PS PSG MS MSG PS PSG
2.34462 3.12933 2.88846 3.21439 | 0.43275 0.41763 4.21755 1.64262
3.11847 1.39515 9.75777 8.86475 | 2.35209 2.50270 5.09669 2.83302
3.41970 1.67198 9.88475 9.00658 | 5.27454 1.98230 3.06525 3.07438
2.17970 1.98728 3.01787 9.21243 | 5.95617 2.86185 5.73189 1.41632
3.62000 3.41187 9.84141 9.06423 | 3.66628 3.22809 2.72831 3.56030
3.17610 2.57739 9.66849 2.50040 | 3.01339 3.14704 3.44107 3.45236
2.82462 3.35719 3.64444 2.30757 | 2.54422 2.50810 8.47919 1.48225
3.21817 3.64533 9.77842 8.48977 | 2.66845 4.92895 2.85266 5.71227
3.09189 2.50689 4.00714 8.00993 | 3.25351 2.85763 8.21935 5.82887
459724 193794 5.68355 7.84867 | 3.56300 5.69260 5.08010 3.12803
IS GPU
MS MSG PS PSG MS MSG PS PSG
2.51522 3.49064 1.39913 1.81974 | 3.55703 3.03201 7.26232 3.47173
2.77493 2.80193 2.89031 5.47560 | 3.30736 3.21732 5.57855 2.50865
3.64856 3.03740 3.19793 2.41562 | 4.67667 5.47390 3.06433 4.09463
4.80862 3.45594 1.98611 2.65101 | 3.36965 4.54212 6.28359 4.71687
2.94831 3.62277 3.32134 1.61646 | 0.98100 4.70814 3.94071 3.06963
3.61580 3.62581 3.25396 2.87511 | 3.11773 8.29846 4.20321 3.32916
4.46588 3.74800 2.58110 4.91129 | 2.77818 4.07459 3.50033 4.00937
3.48564 3.19845 5.29385 2.86971 | 6.16976 5.17542 5.47088 2.02757
3.29761 3.87357 2.52519 2.99989 | 7.79197 4.19779 7.58308 5.50875
5.48437 3.16503 5.40593 4.72639 | 4.52540 3.32363 6.12864 3.96885

MO: MolDock Optimizer, SE: Simplex Evolution, IS: Iterated Simplex, GPU: GPU Screening,
MS: MolDock Score, MSG: MolDock Score Grid, PS: PLANTS Score, PSG: PLANTS Score Grid
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Figura 37. Comparativa de las interacciones del ligando co-cristalizado con las del ligando reacoplado a la
topoisomerasa lla (1ZXM) y RMSD obtenido; construido con Discovery Studio y Molegro virtual Docker.



Anexo C

Generacion de la plantilla utilizada para el acoplamiento molecular.

ILE
w5

LYs
A:157

THR /ASN 7
A215 { @ %
. ILE e

Pose 1 Pose 2 Pose 3

SER
A:149

ALA >
ILE
Q187 A17

5 ©

Pose 7 Pose 8 Pose 9
Interactions
I:I van der Waals D Alkyl I:] Unfavorable Positive-Positive
! Conventional Hydrogen Bond - Pi-Alkyl - Unfavorable Acceptor-Acceptor
[:] Carbon Hydrogen Bond - Pi-Sigma ! Unfavorable Bump

! Attractive Charge
i Pi-Cation

Figura 38. Poses no seleccionadas mencionadas en la tabla 5.
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Figura 40. Atomos seleccionados para conformar la plantilla, pose mostrada en la figura 7.




Anexo D

Secuencia de comandos para la realizacion de la dinamica molecular en Gromacs.

Comandos que abarcan la preparacion del sistema

gmx pdb2gmx -f Proteina.pdb -o Proteina.gro

gmx editconf -f complex.gro -o newbox.gro -bt cubic -d 1.0 -c

gmx solvate -cp newbox.gro -cs spc216.gro -p topol.top -o solv.gro

gmx grompp -f ions.mdp -c solv.gro -p topol.top -o ions.tpr -maxwarn 22

gmx genion -s ions.tpr -o solv_ions.gro -p topol.top -pname NA -nname CL -neutral

Comandos involucrados en la estabilizacion del sistema

gmx grompp -f em.mdp -c solv_ions.gro -p topol.top -o em.tpr -maxwarn 22

gmx mdrun -v -deffnm em

gmx make_ndx -f ADD.gro -o index_ADD.ndx

gmx genrestr -f ADD.gro -n index_ADD.ndx -o posre_ADD.itp -fc 1000 1000 1000
gmx make_ndx -f em.gro -o index.ndx

gmx grompp -f nvt.mdp -c em.gro -r em.gro -p topol.top -n index.ndx -o nvt.tpr -

maxwarn 22
gmx mdrun -v -deffnm nvt

gmx grompp -f npt.mdp -c nvt.gro -t nvt.cpt -r nvt.gro -p topol.top -n index.ndx -o

npt.tpr -maxwarn 22

gmx mdrun -v -deffnm npt
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Comandos usados en la produccion de la dinamica molecular

gmx grompp -f md.mdp -c npt.gro -t npt.cpt -p topol.top -n index.ndx -o

dinamica.tpr -maxwarn 22

gmx mdrun -v -deffnm dinamica

Comandos utilizados para el analisis de trayectorias

gmx rms -s dinamica.tpr -f dinamica.xtc -o rmsd30.xvg -tu ns
gmx rmsf -s dinamica.tpr -f dinamica.xtc -o rmsf30.xvg -res
gmx gyrate -s dinamica.tpr -f dinamica.xtc -o gyrate30.xvg

gmx hbond -s dinamica.tpr -f dinamica.xtc -num HB30.xvg -tu ns

Nota 1: complex.gro se obtiene por la combinacion manual de la informacion de la proteina
y el ligando en sus respectivos archivos en formato GRO.

Nota 2: La funcion maxwarn se utiliza para evitar conflictos entre la parametrizacion del
ligando y la proteina, ya que la nomenclatura de los atomos es la misma.
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Anexo E

Contenido de los archivos de parametros (mdp)

Contenido de los archivos de parametros para iones y minimizacion de energia (ions.mdp y
em.mdp)

title = Minimization

; Pardmetros para el algoritmo

Integrator = steep ; Algoritmo de minimizacion

emtol = 1000.0 ; Energia de convergencia (kJ/mol-nm)
emstep = 0.01 ; Movimiento maximo por paso (nm)
nsteps = 50000 ; Nimero maximo de pasos

; Parametros para la blisqueda de atomos vecinos y calculo de interacciones

nstlist =1 ; Frecuencia de actualizacion de la lista de vecinos
cutoff-scheme = Verlet ; Esquema de corte para 4tomos vecinos

ns_type = grid ; Determinacion de la lista de dtomos vecinos

rlist =10 ; Rango de corte (nm)

coulombtype = cutoff ; Esquema de corte para interacciones electrostaticas
rcoulomb =10 ; Rango de corte (nm)

rvdw =10 ; Rango de corte para interacciones de Van der Waals

phc = Xyz ; Condiciones de frontera periddicas
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Contenido de los archivos de pardmetros para el equilibrio a volumen y temperatura
constantes (nvt.mdp)

title = Protein-ligand complex NVT equilibration

define = -DPOSRES ; Restricciones de position para proteina y ligando

: Pardmetros de la dindmica

integrator = md ; Integrador leap-frog

nsteps = 50000 ; Numero de pasos

dt = 0.002 ; Diferencial de tiempo (ps)

; Escritura de las salidas

nstenergy =500 ; Numero de pasos a los que se escriben las energias

nstlog =500 ; Numero de pasos a los que se actualizan los archivos de registro
nstxout-compressed = 500 ; Numero de pasos a los que se escriben las coordenadas

; Pardmetros de dtomos enlazados

continuation =no ; Establece si se continua de una dindmica anterior
constraint_algorithm = lincs ; Algoritmo de restriccidn

constraints = h-bonds ; Indicacidn de los enlaces que se restringen

lincs_iter =1 ; Ndmero de iteraciones para corregir el alargamiento rotacional
lincs_order =4 ; Orden mas alto de expansion para la matriz de restricciones
; Blisqueda de atomos vecinos e interacciones de Van der Waals

cutoff-scheme = Verlet ; Esquema de corte para 4tomos vecinos

ns_type = grid ; Determinacion de la lista de &tomos vecinos

nstlist =20 ; Frecuencia de actualizacion de la lista de vecinos

rlist =12 ; Rango de corte (nm)

vdwtype = cutoff ; Esquema de corte para interacciones de Van der Waals
vdw-modifier = force-switch  ; Auxiliar para marcar a cero el potencial en el rango de corte
rvdw =1.2 ; Rango de corte (nm)

; Interacciones electrostaticas

coulombtype = PME ; Algoritmo Particle Mesh Ewald

rcoulomb =12 ; Rango de corte (nm)

pme_order =4 ; Orden de interpolacidn (Cubico)

fourierspacing =0.16  ; Espacio de malla para la transformada rapida de Fourier

; Control de temperatura

tcoupl = V-rescale ; Algoritmo Velocity rescale

tc-grps = Protein_Other Water_and_ions ; Declaracion de los grupos

tau_t =01 01 ; Constante de tiempo (ps)

ref t =310.15 310.15 ; Temperatura de referencia para cada grupo (K)
; Control de presion

pcoupl =no ; Declaracion de no utilizar control de presién

; Condiciones de frontera periddicas

pbc = Xyz ; Utilizarlas en todas las direcciones

; Correcciones de dispersion

DispCorr =no ; Declaracién de no utilizarlas (a causa del campo de fuerza)

; Generacion de velocidades

gen_vel = yes ; Declaracion de generar velocidades para una temperatura segin una distribucion de Maxwell
gen_temp = 310.15 ; Temperatura para la distribucion de Maxwell (K

gen_seed =-1 ; Inicializador de velocidades (Pseudoaleatorio)
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Contenido de los archivos de pardmetros para el equilibrio a presion y temperatura
constantes (npt.mdp)

title = Protein-ligand complex NPT equilibration

define = -DPOSRES ; Restricciones de position para proteina y ligando

; Pardmetros de la dindmica

integrator =md ; Integrador leap-frog

nsteps = 50000 ; Numero de pasos

dt = 0.002 ; Diferencial de tiempo (ps)

; Escritura de las salidas

nstenergy = 500 : Numero de pasos a los que se escriben las energias

nstlog = 500 ; Numero de pasos a los que se actualizan los archivos de registro
nstxout-compressed = 500 ; Numero de pasos a los que se escriben las coordenadas

; Pardmetros de dtomos enlazados

continuation = yes ; Establece si se continua de una dindmica anterior (Si, del equilibrio NVT)
constraint_algorithm = lincs ; Algoritmo de restriccidn

constraints = h-bonds ; Indicacion de los enlaces que se restringen

lincs_iter =1 ; Niimero de iteraciones para corregir el alargamiento rotacional
lincs_order =4 ; Orden mds alto de expansion para la matriz de restricciones

; Bisqueda de dtomos vecinos e interacciones de Van der Waals

cutoff-scheme = Verlet ; Esquema de corte para 4tomos vecinos

ns_type = grid ; Determinacién de la lista de 4tomos vecinos

nstlist =20 ; Frecuencia de actualizacion de la lista de vecinos

rlist =12 ; Rango de corte (nm)

vdwtype = cutoff ; Esquema de corte para interacciones de Van der Waals
vdw-modifier = force-switch  ; Auxiliar para marcar a cero el potencial en el rango de corte
rvdw-switch =10 ; Rango en el que comienza a cambiar el potencial de Lennard-Jones (nm)
rvdw =12 ; Rango de corte (nm)

; Interacciones electrostéticas

coulombtype = PME ; Algoritmo Particle Mesh Ewald

rcoulomb =12 ; Rango de corte (nm)

pme_order =4 ; Orden de interpolacion (Cubico)

fourierspacing = 0.16 ; Espacio de malla para la transformada répida de Fourier

; Control de temperatura

tcoupl = V-rescale ; Algoritmo Velocity rescale

tc-grps = Protein_Other Water_and ions ; Declaracién de los grupos

tau_t =01 01 ; Constante de tiempo (ps)

ref t =310.15 310.15 ; Temperatura de referencia para cada grupo (K)
; Control de presién

pcoupl = Berendsen ; Algoritmo Berendsen pressure coupling

pcoupltype = isotropic ; Escalado de los vectores (isotrdpico)

tau_p =2.0 ; Constante de tiempo (ps)

ref p =1.0 ; Presion de referencia (bar)

compressibility = 4.5e-5 ; Compresibilidad isotérmica del agua (bar™)

refcoord_scaling = com ; Reescalado de las coordenadas dependiente del sistema

; Condiciones de frontera periddicas

pbc = Xyz ; Utilizarlas en todas las direcciones

; Correcciones de dispersion

DispCorr =no ; Declaracion de no utilizarlas (a causa del campo de fuerza)

; Generacion de velocidades
gen_vel =no ; No se generan velocidades (Se contindan desde NVT)
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Contenido de los archivos de parametros para la produccién de dindmica molecular
(md.mdp)

title = Protein-ligand complex MD simulation

; Paradmetros de la dindmica

integrator =md ; Integrador leap-frog

nsteps = 15000000 ; Numero de pasos

dt = 0.002 ; Diferencial de tiempo (ps)

; Escritura de las salidas

nstenergy = 5000 ; Numero de pasos a los gue se escriben las energias

nstlog = 5000 ; Numero de pasos a los que se actualizan los archivos de registro
nstxout-compressed = 5000 ; Numero de pasos a los gue se escriben las coordenadas

; Pardmetros de 4tomos enlazados

continuation = yes ; Establece si se continua de una dindmica anterior (Si, del equilibrio NPT)
constraint_algorithm = lincs ; Algoritmo de restriccidn

constraints = h-bonds ; Indicacidn de los enlaces que se restringen

lincs_iter =1 ; Ndmero de iteraciones para corregir el alargamiento rotacional
lincs_order =4 ; Orden més alto de expansion para la matriz de restricciones

; Bisqueda de dtomos vecinos e interacciones de Van der Waals

cutoff-scheme = Verlet ; Esquema de corte para 4tomos vecinos

ns_type = grid ; Determinacion de la lista de 4tomos vecinos

nstlist =20 ; Frecuencia de actualizacion de la lista de vecinos

rlist =12 ; Rango de corte (nm)

vdwtype = cutoff ; Esquema de corte para interacciones de Van der Waals
vdw-modifier = force-switch  ; Auxiliar para marcar a cero el potencial en el rango de corte
rvdw-switch =1.0 ; Rango en el que comienza a cambiar el potencial de Lennard-Jones (nm)
rvdw =1.2 ; Rango de corte (nm)

; Interacciones electrostéticas

coulombtype = PME ; Algoritmo Particle Mesh Ewald

rcoulomb =12 ; Rango de corte (nm)

pme_order =4 ; Orden de interpolacion (Cubico)

fourierspacing = 0.16 ; Espacio de malla para la transformada rapida de Fourier

; Control de temperatura

tcoupl = V-rescale ; Algoritmo Velocity rescale

tc-grps = Protein_Other Water_and ions ; Declaracién de los grupos

tau_t =01 01 ; Constante de tiempo (ps)

ref t =310.15 310.15 ; Temperatura de referencia para cada grupo (K)
; Control de presion

pcoupl = Parrinello-Rahman ; Algoritmo de Parrinello-Rahman

pcoupltype = isotropic ; Escalado de los vectores (isotrdpico)

tau_p =20 ; Constante de tiempo (ps)

ref p =1.0 ; Presion de referencia (bar)

compressibility = 4.5e-5 ; Compresibilidad isotérmica del agua (bar™)

; Condiciones de frontera periddicas
pbc = Xyz : Utilizarlas en todas las direcciones

; Correcciones de dispersién
DispCorr =no ; Declaracion de no utilizarlas (a causa del campo de fuerza)

; Generacién de velocidades
gen_vel =no : No se generan velocidades (Se continCian desde NPT)
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