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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La quimioterapia, a lo largo de los afios, ha ido evolucionando a pasos entrecortados,
entre caidas y carreras ha llegado a la actualidad como una de las opciones mas
socorridas en el tratamiento de enfermedades bacterianas y, por supuesto, cancer. En
este trabajo se abordara a la quimioterapia aplicada al cancer. El cancer se genera
debido al crecimiento descontrolado de células al alterarse diversos mecanismos de
division y muerte celular por lo que se generan masas anormales, dando lugar a mas de
100 tipos de cancer que se denominan de acuerdo con la zona de desarrollo: cancer de
mama, cancer de colén, etc.!. En México, el cancer de mama es el que presenta las
mayores tasas de morbilidad hospitalaria en los Uultimos afios. Ha pasado de 7.43
mujeres por cada 100 mil a 218.24, confirmandose como el tumor maligno de mayor
impacto en la salud en mujeres mayores de 20 afios 2.

La evolucion de la quimioterapia y las investigaciones en nuevos tratamientos contra
cancer han llevado a conocer nuevos fendmenos celulares que regulan al mismo.
Adiccién oncogénica y letalidad sintética son términos que se han intentado utilizar en
los nuevos tratamientos, siendo la adiccion oncogénica la mas socorrida. Esta estrategia
depende de moléculas como Erlotinib y Gefitinib los cuales son ejemplos muy
importantes en tratamientos antitumorales ya que inhiben a cinasas las cuales son
responsables de diversas sefiales de proliferacion celular. Esta estrategia puede verse
complementada con el uso de la letalidad sintética al inhibir dos dianas biolégicas que
sean clave para la sobrevivencia celular. Lo anterior descrito puede ser alcanzado al
aprovechar la estructura base de Erlotinib y Gefitinib que es la quinazolina. Este anillo
heterociclico se considera una estructura privilegiada® por lo que su potencial
farmacologico es de llamar la atencion; como estructura privilegiada lleva a una ventaja:
la polifarmacologia. Con la intencidon de abordar esta combinacién de estrategias, el
trabajo de tesis se enfoca en el disefio racional de 2 moléculas con potencial
accion polifarmacolégica en distintas dianas bioldgicas relacionadas mediante el uso de

metodologias computacionales.
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2. ANTECEDENTES
2.1.El largo camino de la quimioterapia: Inicios

El uso de la quimioterapia comenzo en los inicios del siglo XX cuando Paul Erlich definié
dicho término como “el uso de quimicos para el tratamiento de enfermedades”. Erlich
utilizaba modelos de conejos para estudiar sifilis y tratamientos con arsénico y por ello
fue conocido como el “Padre de la quimioterapia” . Afios mas adelante, Gilman y Louis
Goodman encontraron que las mostazas nitrogenadas podian tener actividad antitumoral
contra linfoma murino?. En 1943 fue registrado el primer tratamiento para cancer humano
con una mostaza nitrogenada a un paciente con linfoma no-Hodgkin 2. Después de la
Segunda Guerra Mundial, durante las décadas de los 50 y 60, la Actinomicina D fue
utilizada en tumores pediatricos como resultado de una investigacion de la Oficina
Estadounidense de Investigacion Cientifica y Desarrollo (US ORSD , por sus siglas en
inglés) 2. Asi mismo, Farber mostré que el Metotrexato tenia actividad anti folato en
leucemia infantil y en 1951 Hitchings y Elion desarrollaron dos farmacos que tendrian
importancia: 6-tioguanina y 6-mercaptopurina 34 En la mitad de los afios 50,
Heidelberger sintetiz6 el 5-fluorouracilo el cual tiene actividad sobre un gran rango de
tumores que, hasta la fecha, sigue siendo una pieza fundamental en el tratamiento del
cancer colorrectal °>. Fue asi como un pequefio barco comenzd a surcar el mar y

encontrarse con destinos inesperados.
2.2.Cura, evolucién y terapias dirigidas

El concepto de la combinacién quimioterapéutica llegé durante los afios 60 debido al
éxito que se generd en el tratamiento de leucemia linfocitica aguda infantil (LLAI)
mediante el uso de Vincristina, Metotrexato, 6-Mercaptopurina y Prednisona los cuales
incrementaron el porcentaje de remision de un 25% a un 60% por lo que se le consideré
la primer “cura” 2. El linfoma no-Hodgkin fue tratado con Melfalan, Metrotexato, Vincristina
y Prednisona; estos protocolos modificaron el porcentaje de remision de 0% hasta 80%
2. Enlos afios 70, la evolucion de la préactica de la quimioterapia para caAncer aumento su
aceptacibn como una herramienta legitima para el tratamiento del cancer. Nuevos

antimicrobianos se encontraban disponibles, avances en el tratamiento con cirugia,
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radiacion e inmunoterapia contribuian a la vida de los pacientes con cancer y en 1975 se

reporto la cura para linfoma de células B la cual fue Ciclofosfamida?.

La medicina en cancer y la quimioterapia se aceler6 durante los afios 80 y 90 y durante
esta década se presentaron triunfos y catastrofes. En 1984, el Instituto Nacional de
Cancer (NCI, por sus siglas en inglés), comenzé a realizar investigaciones en biologia
molecular. Las vias de sefalizacién que regulan la actividad normal de las células tales
como proliferacion y supervivencia fueron por primera vez caracterizadas. Los
descubrimientos generados permitieron abrir un nuevo acercamiento a la quimioterapia
pues parecia que habian encontrado el mapa del tesoro, aunque se trataba de un tesoro

por partes.

2.3.Dianas emergentes: Cinasas

Figura 1. Sitio catalitico de cinasa ERK2 (PDB:4GT3). El acercamiento revela dos I6bulos
distinguibles en el sitio de union del ATP los cuales se resaltan en circulos rojos. Imagen

generada en ChimeraX ©

La investigacion derivo al descubrimiento de proteinas conocidas como cinasas. La
funcion de las cinasas es la transferencia de y-fosfatos del adenosin trifosfato (ATP) a
un sustrato (fosforilar) lo cual regula diversas sefales celulares que incluyen a la
proliferacion, sobrevivencia, apoptosis, metabolismo, transcripcion, entre muchas otras.
Hasta 2015 se han caracterizado 518 cinasas humanas divididas en 10 grupos y al

menos 900 genes que codifican para proteinas con actividad tipo cinasa ‘. De manera
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muy conservada, las cinasas comparten un arreglo secundario que se encuentra
repartido en 12 subdominios plegados alrededor de una estructura catalitica bilobulada
gue se caracteriza por ser profunda (Figura 1). Todas las cinasas tienen un asa de
activacion el cual es importante para la regulacion de su actividad. Muchos de los
inhibidores tipo cinasa descubiertos hasta la fecha han resultado ser competitivos y
presentan de uno a tres puentes de hidrégeno en una zona denominada “bisagra” en

donde normalmente el anillo de adenina del ATP se encuentra (Figura 2)8°.

Trifosfato P

e

Figura 2.Modo de union de AMP-ANP (PDB:106L). Se muestran las interacciones generadas
en la bisagra de la adeninay las interacciones generadas con el trifosfato y magnesio generadas

por un ATP mimético.
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2.4.Rol de cinasas en cancer

Desde que Mike Sporn y Anita Roberts elaboraron la teoria de la secrecidén autécrina,
diversos estudios reconocieron que los factores de crecimiento tiene una correlacion
importante con los protooncogenes. De hecho, muchos protooncogenes son factores de
crecimiento, receptores de factores de crecimiento o alguna proteina involucrada en
estas sefalizaciones. Dentro de las familias de factores, el receptor de factor de
crecimiento epidérmico (EGFR por sus siglas en inglés) y la familia de factores de
crecimiento epidérmico (EGF por sus siglas en inglés) tienen un papel central en la

patogénesis y progresion de diferentes tipos de carcinomas.°

En esta familia se encuentra el EGFR, HER2, ErbB3 y ErBB4 las cuales son protein
cinasas. La sobreexpresion de EGFR en el cancer de mama esta asociada a tumores
grandes, diferenciacion pobre y pocas esperanzas clinicas. Si bien, la sobreexpresion de
EGFR se observa en muchos subtipos de cancer de mama, éste se encuentra mas
frecuentemente sobre expresado en los cancer de mama triple negativo (MTN) y en
cancer de mama inflamatorio (CMI)!. La via de sefializacion mas importante que es
activada por EGFR son las que involucran a la inositol 3-fosfatocinasa (IP3K por sus
siglas en inglés), Ras-Raf-MAPK, JNK vy fosfolipasa C gamma (PLCy por sus siglas en
inglés) (Figura 3). Los ligandos naturales no solo inducen proliferacion celular, sino
también adhesion, movilidad, proteccion contra apoptosis y a nivel fisiolégico se
promueve angiogénesis'?13, En el caso MTN, se ha mostrado que si se usa al EGFR
como diana terapéutica la sensibilidad a agentes citotoxicos aumenta como es el uso de

la combinacioén erlotinib-doxorubicina.
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Factores de crecimiento

0 OO EGF, TGF-a
&

EGFR
Membrana celular

IEIHIITItELstststastustititet
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Fosforilacion de
EGFR

,
Ve

Supervivencia Angiogénesis ; Transformacion
Proliferacion Tumorigénesis Expresion de genes Diferenciaciéon
Oncogénesis Inhibicién de apoptésis Fiogresiondeligicioealilal] | Apoptasis

Figura 3.Via principal de sefializacién de EGFR. De manera natural los factores de crecimiento
estimulan a EGFR; si se encuentra sobre expresado pueden darse funciones anormales. EGF:
Factor de crecimiento; DAG: Diacilglicerol; ERK: Cinasa regulada por sefiales extracelulares; PI3K
fosfoinositol 3-cinasa; PLCy: Fosfolipasa C gamma; PKC: Proteincinasa C; PTEN: Fosfatidilinositol-
3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa; STAT: Proteina transductora y activadora de sefiales de transcripcion;
SRC: Proto-oncogen c-SRC; TGF-a: Factor de crecimiento transformante alfa. Traducido al espafiol

de:http://www.mindsofmalady.com/2014/12/cell-signal-mechanism-to-provide-new.html

Debido a la gran importancia que presentaron las cinasas como dianas moleculares y su
papel en el cancer se han desarrollaron distintos tipos de inhibidores: covalentes,
alostéricos, e inhibidores tipo | y tipo Il, siendo los dos ultimos los m&s comunes. Los
inhibidores tipo | reconocen la conformacién activa de la cinasa, la cual es la que realiza
la transferencia del fosfato. Este tipo de inhibidores consisten en un anillo heterociclico
gue ocupa el sitio de la purina y sirve como nucleo base para generar cadenas
hidrofébicas que se localicen en las zonas (bolsas) hidrofébicas | o Il, ademéas de
mimetizar el puente de hidrégeno que genera la adenina con un aminoacido que suelen

ser metioninas o alaninas.(Figura 4).

10
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Bolsa )
hidrofébica Il Trifosfato

.....

Figura 4. Zonas hidrofébicas | y Il en el sitio de unién de ATP de las cinasas. La bolsa
hidrofébica | se localiza debajo del anillo de adenina mientras que la bolsa hidrofébica Il se

muestra en la parte superior.

Muchos de los inhibidores de tipo | han sido descubiertos mediante cribados de alta
eficiencia (conocidos como High throughput screening, HTS por sus siglas en inglés). La
sintesis de analogos y reemplazos isostéricos son las técnicas mas utilizadas para
encontrar un nucleo base lider, no sin antes realizar estudios de ligandos co-cristalizados
con sus respectivas proteinas para poder estudiar los modos de unién. También se han
utilizado metodologias como el disefio basado en fragmentos e inclusive generar hibridos

de inhibidores tipo | y II.

Para los afios 90, la era de la terapia dirigida habia llegado. En 1996 el primer inhibidor
de tirosin cinasas, Imatinib, llegé al mercado!*. Imatinib es un farmaco disefiado para
bloguear el sitio de unién del adenosin trifosfato (ATP) en Bcr-Abl de forma que se
bloquea la funcién de esta cinasa aberrante. El control de la leucemia crénica
mielogénica (LCM) habia mejorado pues la ventaja de este fArmaco sobre este cancer

es que, a diferencia de muchos otros, Unicamente tiene una sola anormalidad molecular.

11
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A partir de estas anormalidades puntuales se comenzaron a desarrollar investigaciones
en las cuales se hacia notar que muchas las protein cinasas presentaban funciones
anormales por lo que se dio aun mas la confianza al desarrollo de inhibidores de cinasas
2. De igual forma, en 1990, los anticuerpos monoclonales (AM) fueron introducidos como
combinacion en las quimioterapias que aumentaban la eficacia de los tratamientos

gracias a su especificidad 1°.

Sin embargo, no se contaba con que en la LCM generara resistencia de manera muy
rapida por lo que llevo a pensar a la comunidad cientifica en las mutaciones intrinsecas
del cancer existian incluso antes de los tratamientos'®. La FDA aprobd una nueva
generacion de moléculas pequefias que inhibian al EGFR. Uno de ellos, Gefitinib,
utilizado en pacientes con cancer pulmonar de células no pequefias (CPCP) fall6 como
agente quimioterapéutico en tratamientos al azar'”8, Ademas de la gran importancia
gue representa el EGFR, otras cinasas juegan roles importantes, como MAP2K4, si
pierde su funcion, disminuye la sefializacién en la via pro-apoptética JNK por lo que se
promueve la generacion de tumores. Ademas, mutaciones en la familia PKC de igual
forma pueden suprimir la sefializacion en la via JNK como sucede en el cancer de
tiroides®®. Muchas cinasas han sido estudiadas en los Ultimos afios (Tabla 1) siguiendo
sus mecanismos mediante mutaciones o translocaciones y eventualmente han sido

consideradas oncogénicas?2L,

Tabla 1. Cinasas reconocidas en algunos tipos de cancer

Cinasa Céncer
PDGFR Sindrome hipereosinofilico, mastocitosis sistémica
EGFR Esofagico, glioma, mama

Raf Células renales

ErB2 Mama, pulmén

ABL Leucemia crénica mieléide

JAK2 (9p24) Mielofibrosis idiopatica
c-KIT Leucemia aguda mieloide

12
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2.5.Tierras desconocidas: Letalidad sintética

Célula normal

=

{: A
(a v v B
Mutante puntual Mutante puntual Sobre expresion

= w

| | | Viable
bl c l d l Letal

Doble mutante Mutante puntual Sobre expresién
—lagi @ p -'—_ﬁ-—?
k/\/) Inh:bldorﬂ

Figura 5. Concepto de letalidad sintética. La pérdida o inhibicién de alguno de los productos
de los genes A o B o la sobre expresion del gen A es viable (a). La mutacién (b) o inhibicion
farmacoldgica (c) del producto del gen B en células con una mutacion (b, ¢) o sobre expresién
(d) del gen A resulta en letalidad sintética. Las flechas mas gruesas indican aumento de la
expresion. La estrella denota una mutacién. Las cruces rojas denotan inhibicion farmacoldgica.
Las células viables se muestran con forma ovalada y las no viables se muestran amorfas. Imagen
traducida al espafiol de Synthetic lethality and cancer. Nature Reviews Genetics (2017).
doi:10.1038/nrg.2017.47

En la actualidad, muchos de los tratamientos que se basan en los genotipos aprovechan
el fendmeno de adiccion oncogénica 2?2 en donde se inhibe alguna diana molecular clave
para la supervivencia de la célula, este tipo de tratamientos generan resistencias y a
largo plazo suelen ser poco efectivos. Hace 20 afios, mientras se investigaban nuevas
dianas bioldgicas y utilizaban ensayos de micro arreglos, ocurrié un fenémeno peculiar.
Se observo que, entre dos genes (digase gen “A” y “B”), una mutacion en alguno de ellos
permitia que la célula fuera viable, sin embargo, al mutarse ambos genes se causaba

muerte; a este fendmeno se le denomino letalidad sintética (Figura 5).

13
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La letalidad sintética se ha descrito de mejor manera como la pérdida o ganancia de
funcion de alelos distintos. Por ejemplo, el gen B puede ser esencial para la
supervivencia cuando un gen A particular se encuentra sobre expresado.

La pérdida de funcion de alelos que tienen una relacién sintético-letal puede ser
racionalizada si se basa en las funciones que realizan cada uno de sus productos (e.g.
proteinas). Es decir, puede tratarse de dos subunidades distintas que forman parte de
un complejo protéico, dos componentes esenciales en una via de sefializacion linear o
vias de sefializacién paralelas que son esenciales para la supervivencia 23. Se ha
sugerido que el concepto de letalidad sintética puede ser utilizado al momento de
escoger farmacos antitumorales?*?°. Los productos de genes que se sabe son letales
sintéticos, si éstos permiten la posibilidad de ser atacados farmacologicamente,
tedricamente representarian excelentes dianas para realizar quimioterapia. Es posible
discutir si ciertos farmacos que se usan en la actualidad, al menos a primera vista,
explotan la letalidad sintética. Por ejemplo, la relacion sintético-letal entre genes de
replicacion de DNA y genes de reparacion de DNA es un modelo muy documentado. Es
decir, la eficacia de muchos farmacos que interfieren con la sintesis de DNA puede
deberse, al menos en algunos casos, a la presencia de mutaciones que afectan la
reparacion o respuesta al dafio de DNA.

Tabla 2. Pares sintéticos conocidos en cancer

Céancer Par sintético
Diana 1 Diana 2
Mama triple negativo EGFR PARP/c-MET
Mama Basal EGFR Notchl/AKT2
Pulmén de células no pequeias EGFR KRAS

Gracias a los micro arreglos, se han detectado muchas relaciones sintético-letales. Un
ejemplo claro en diversos tipos de cancer es el EGFR. De acuerdo con la SynLethDB 26
se han encontrado mas de 30 dianas biologicas que pueden ser consideradas como
pares letales (Figura 6). Sin embargo, solo algunas han sido identificadas en diversos

tipos de cancer.
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Figura 6. Pares sintético-letales de EGFR en humano. Imagen tomada de
http://histone.sce.ntu.edu.sg/SynLethDB/querySLDB.php

En céncer, es claro que la gran tasa de proliferacion promueva que los mecanismos de
sintesis de DNA se encuentren sobre expresados y que las grandes cantidades de
especies reactivas de oxigeno (EROS), como consecuencia del metabolismo acelerado,
aumenten la cantidad de DNA dafiado, por lo que se requiere la presencia de las diversas
maquinarias de reparacion 27,

Cuando existe un dafio sobre el DNA, los mecanismos de reparacién son activados
mediante diversas sefales que, entre muchos otros, EGFR juega un rol importante.
EGFR se une a la subunidad catalitica de la proteina cinasa dependiente de DNA mejor
conocida como DNA-PK la cual se encarga de realizar recombinacion no homdéloga en

casos de reparacion de DNA de doble cadena 2829,
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Ademas, PARP1, se encarga de sintetizar un polimero de adenosin difosfato (PolyADP)
el cual posteriormente sirve como sefial para reclutar a otras enzimas que contindan la
reparacion. Por ello EGFR y PARP1 se han logrado identificar como pares sintético-
letales en distintos tipos de cancer de mama, pulmén y ovario pues al inhibir sus
funciones es posible detener el crecimiento celular y eventualmente revertir la inhibicion
de la apoptosis .

Otro par muy interesante es el EGFR-AKT. AKT, también conocida como PKB es una
familia de serin/treonin cinasas que presentan tres isoformas: AKT1 (PKBa), AKT2
(PKBB) y AKT3 (PKBY). Forma parte de la via PI3K-mTOR/AKT y se encarga de regular
procesos de supervivencia celular, puede regular invasion y metastasis 3.

La isoforma AKT2 es muy importante en cancer de tiroides, pulmon, mama, ovario,
glioma, colorrectal y préstata 3233, Cuando EGFR se encuentra fosforilada, AKT es
activada generando los procesos ya mencionados. Los IEGFR de manera presuntiva
disminuyen la fosforilacion de AKT, sin embargo, esta cinasa también es activada por
otras macromoléculas como PI3K y NOTCH1 amortiguando la inhibicion de EGFR 3436,
Es evidente que la inhibiciobn dual de EGFR y AKT los convierte en un potencial par

sintético-letal el cual ha sido confirmado ya en diversos estudios 2837:38,

2.6.0Otra tormenta a lo lejos: Polifarmacologia
El disefio contra una sola diana biolégica ha sido una de las rutas mas abordadas desde
que el concepto de receptor se introdujo a la medicina. Desde luego, un farmaco puede
presentar multiples interacciones con dianas terapéuticas que estan asociadas con
efectos adversos. Asi, uno de los principales retos del disefio de farmacos actual es la
identificacion de “llaves maestras”. farmacos que interaccionen con dianas biolégicas
deseadas pero que no interaccionen con blancos moleculares asociados con efectos
adversos (Off-targets)3®. Un ejemplo muy claro de este fenémeno son los iIEGFR
Erlotinib, Gefitinib y otros inhibidores como Lapatinib e Imatinib que, se sabe, tienen
efectos adversos importantes a largo plazo debido al dominio catalitico conservado entre

cinasas 49,
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Pareciera que el nombre que se le adjudico a los farmacos en los inicios, “la bala magica”,
no resulta funcional en sistemas mas complejos por lo que la idea de generar moléculas
Unicas que puedan actuar en diferentes dianas biologicas no es tan descabellada y ha

sido el origen del uso de la Polifarmacologia*!* como una herramienta a favor .

Si se utiliza la palabra “Polifarmacologia” en el buscador Google académico, se generan
7322 resultados hasta el 30 de Octubre del 2018 mientras que hace 2 afios se generaban
Unicamente 3840%2. En el 2014 Knapp y colaboradores reportaron diversos compuestos
gue mostraban accién dual en cinasas y bromodominios*3. En el mismo afio, el profesor
Bajorath discutié sobre los pros y contras de los farmacos multidianas y las terapias
combinatorias. Todo lo anterior indica el aumento en el interés e investigaciones sobre
esta area. Hoy en dia, los acercamientos que propone la polifarmacologia para el
desarrollo de nuevos farmacos son: 1) que un farmaco actie sobre mdultiples dianas de
una sola enfermedad, o 2) que un solo farmaco actie sobre mudultiples dianas
pertenecientes a multiples enfermedades**. Sin embargo, gracias a la introduccién del
concepto de letalidad sintética resulta factible generar moléculas que actlen sobre los
pares sintéticos-letales para asi aprovechar la polivalencia de un farmaco.

2.7.La nuevatormenta ¢amiga?: Las quinazolinas
En 1988 Evans en su equipo de Merck encontraron un compuesto terapéutico derivado
de asperlicina y reconocieron que esa estructura tenia afinidad a receptores de
benzodiacepinas, opioides, a-adrenérgicos, serotonina, muscarinicos y angiotensina I.
Para llamar de alguna forma a esta estructura Evans tuvo que llamarla “Privilegiada™®.
Algunos iIEGFR como erlotinib, gefitinib, dacomitinib y afatinib tienen un ndcleo base de
quinazolina (Figura 7) el cual es una estructura privilegiada pues puede tener actividades
antifingicas, antibacterianas, antimalaricas, antivirales, antituberculosas, inhibidoras de
la timidilato sintasa y por supuesto de las tirosin cinasas*~°, Lo anterior muestra
entonces que la polifarmacologia existe en las quinazolinas y explica los diversos efectos

adversos que, eventualmente pueden ser utilizados a favor del disefio de farmacos.
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Figura 7.Inhibidores de EGFR que presentan el nacleo de quinazolina en su estructura.

La quinazolina se resalta en color verde obscuro
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer de mama es una enfermedad de presencia importante en México. La
guimioterapia antitumoral se ha desarrollado en los udltimos afios con moléculas
pequefas y biotecnoldgicos. De manera puntual, las moléculas pequefas han tenido una
historia escabrosa con destellos luminosos que, a largo plazo, se ven opacadas. Estos
momentos opacos resultan ser la resistencia y la polifarmacologia que presentan las
moléculas y, en especifico, los IEGFR. Se conocen diversos mecanismos de resistencia
entre los cuales se encuentran las mutaciones del receptor y la activacion constitutiva de

otras vias que favorecen la proliferacion celular como lo es la via Notch/AKT/mTOR 5.

Estos problemas pueden ser sorteados de manera inicial utilizando nuevos farmacos que
combatan la resistencia, sin embargo, a largo plazo, el bombardeo de los pacientes con
mas farmacos puede potenciar los efectos adversos y disminuir el cumplimiento del

régimen de dosificacion.

Si bien, existen estrategias notables como la adiccion oncogénica y letalidad sintética,
éstas no han sido utilizadas de manera amplia y mucho menos conjuntadas con la
posibilidad de usar la polifarmacologia a favor de la quimioterapia. Asi pues, es necesario
dar vuelta a estos problemas y encontrar nuevas soluciones por lo que la pregunta aqui
es: ¢ Serd posible fusionar la adiccion oncogénica, letalidad sintética y polifarmacologia
en una sola molécula y disminuir la administracion de mudiltiples farmacos a fin de

encontrar nuevos tratamientos antitumorales y nuevas estrategias terapéuticas?
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4. HIPOTESIS

Mediante el disefio asistido por computadora se podran disefar derivados de quinazolina
como posibles inhibidores duales de las vias EGFR-Notch/AKT/mTOR y EGFR-PARP1

gue funcionen como moléculas quimeras, fusionadas o hibridas.

5. OBJETIVOS

5.1.Objetivos generales

Disefar dos nuevos derivados de quinazolina mediante métodos computacionales como
posibles inhibidores duales de las vias EGFR-Notch/AKT/mTOR y EGFR-PARP1.

5.2.0bjetivos particulares

» Obtener dos derivados de quinazolina que se unan con afinidad similar in sillico a

dos distintas dianas biolégicas.
« Obtener Hits computacionales mediante distintas metodologias.
» Optimizar los Hits computacionales mediante acoplamiento molecular.

* Obtener moléculas candidatas a farmacos provenientes de la optimizacion

computacional.
« Validar el modo de union de los candidatos a farmacos obtenidos.

* Realizar dinamicas moleculares de los candidatos para evaluar la estabilidad de

los complejos proteina-ligando.

» Predecir las propiedades fisicoquimicas consideradas drug-like y determinar si las

moléculas disefiadas pueden considerarse candidatos a convertirse en farmacos.
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6. METODOLOGIA

Para el disefio de las moléculas, se utilizaron diversas técnicas computacionales cuyo
fundamento se encuentra descrito en el apéndice |. Esta seccion se divide en 6 distintos

puntos:

e Protocolo general de acoplamiento molecular.

e Protocolo general para validacion del acoplamiento molecular y el modo de union
de moléculas disefiadas.

e Protocolo general de dinamica molecular.

e Protocolo general de prediccién de propiedades fisicoquimicas.

e Disefo de inhibidor EGFR-AKT2.

e Disefio de inhibidor EGFR-PARP1.

6.1. Acoplamiento molecular

Los acoplamientos moleculares para el disefio de los inhibidores se realizaron en Glide
XP %2; para cribado virtual se utiliz6 el modo HTVS. La dianas moleculares se
descargaron del Protein Data Bank 53 (PDB), se prepararon con Protein Preparation
Wizard >*, se minimiz6 la energia bajo el campo de fuerza OPLS3 *° y se generaron los
estados de protonaciéon a pH 7.4 (x0.1). Los parametros considerados para la eleccion

del PDB fueron: organismo, resolucién, R-Free y R-Work.

Con la dianas moleculares preparadas, se procedido a generar le rejilla mediante la
herramienta Receptor Grid Generation >* utilizando las coordenadas centrales del ligando
co-cristalizado, las cajas generadas tuvieron dimensiones de 20x20x20 A para cada una
de las proteinas.

La preparacion de los ligandos se realiz6 mediante la interfaz grafica de Maestro 4, se
utilizé la herramienta Ligprep °¢ en donde se minimiz6 la energia de las estructuras
utilizando el campo de fuerza OPLS3 vy se generaron los estados de protonacion a pH

7.4 (£ 0.1) correspondientes.
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6.2.Validacion del acoplamiento molecular y modo de union de moléculas las

moléculas disefiadas

La validacion se llevé a cabo realizando el acoplamiento del ligando co-cristalizado y se
calculd la desviacion estandar cuadrada media (RMSD por sus siglas en inglés) de dicho
acoplamiento con respecto al ligando co-cristalizado para AKT2. El procedimiento de

cribado virtual se considerd valido si dicho valor de RMSD era menor a 2.0 A 5859,

Ademas, para evaluar los acoplamientos moleculares de las moléculas obtenidas se
realizd un con consenso de poses con distintos programas. Se utilizé6 el servidor
SwissDock 69, Autodock Vina ¢ y LeDock 2. Los ligandos se guardaron en los
respectivos formatos requeridos por los programas. Para LeDock, se utilizé la funcién
LePro para preparar la proteina. En Autodock Vina se utilizaron los parametros que
establece inicialmente el programa. Las poses con mejor puntaje se alinearon y se

calculo el RMSD con el acoplamiento en Glide XP como referencia.
6.3.Dinamica molecular

Las dinAmicas moleculares se llevaron a cabo utilizando Desmond 2. Se utilizaron los
complejos generados en Glide XP y se cargaron en la herramienta System Builder que
ofrece Maestro; se asignd una caja periddica con geometria ortorrombica 1 nm de
distancia de la estructura, se solvaté con el modelo de agua transferable intermolecular
potential with 3 points (TIP3P) y el campo de fuerza OPLS3. Los sistemas fueron

neutralizados y se adicion6 NaCl 0.15 M.

Las dinamicas moleculares se establecieron en 3 ns previas a una minimizacién de
energia mediante un protocolo NPT. Las trayectorias fueron analizadas mediante la
herramienta Simulation Interaction Diagram, los datos de RMSD vy fluctuacion de la
desviacion estandar cuadrada media (RMSF, por sus siglas en inglés) se extrajeron para
ser graficados en Tableau 2018.2 %, Mediante la herramienta Simulation Event Analysis
del paquete de Desmond se calcularon distintas energias de interaccion. Las trayectorias
fueron visualizadas en la interfaz grafica de Maestro y se exportaron como videos para
una posterior edicion en Adobe Premiere Pro CC 2018 5% y posteriormente se subieron a
la plataforma de videos YouTube ©®.
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6.4.Prediccion de propiedades fisicoquimicas

Distintas propiedades fisicoquimicas se monitorearon durante el disefio de las moléculas
con el fin de cumplir los criterios establecidos por Lipinski y Veber ¢’ que se relacionan
con las propiedades drug-like. Se utiliz6 OSIRIS Datawarrior 4.7.2 % para dicho

monitoreo.

Se construyeron distintos espacios quimicos: farmacos orales, inhibidores de cinasas e
inhibidores de PARP1. Dichos farmacos fueron descargados de la base de datos
DrugBank 5.0 % y o bien de ChEMBL 7°. La construcciéon de los espacios quimicos se
realizd mediante el analisis de componentes principales utilizando las propiedades

Lipinski y Veber y OSIRIS Datawarrior.

6.5.Disefio de moléculas
6.5.1. Inhibidor EGFR-PARP1 (serie CUMO)

El disefio se bas6é en el ligando natural de PARP1 y posteriores modificaciones

considerando una quinazolina.
6.5.1.1. Busqueda de candidato a farmaco

A partir del Hit encontrado se comenzaron a construir y optimizar las moléculas utilizando
estrategias tipicas de Quimica Farmacéutica tales como reemplazos bioisostéricos,

homologacion de cadena, adicion y eliminacion de sustituyentes.
6.5.2. Inhibidor EGFR-AKT2 (serie AUMO)

El disefio de la serie AUMO se realiz6 mediante un cribado virtual y optimizacion de la

estructura mediante acoplamiento molecular.
6.5.2.1. Cribado virtual sobre AKT2

Se descargé de la base de datos ChEMBL 21 7° una lista de moléculas con concentracion
inhibitoria 50 (CI150) sobre AKT2. Se realiz6 el respectivo curado de la base de datos en
MOE 2015.1 *eliminando sales, compuestos repetidos y se conservaron aquellos que

cumplieran con las reglas drug-like..
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Las base de datos se cargd en la interfaz grafica de Maestro %%, se prepararon las
estructuras mediante la metodologia previamente descrita y se realiz6 el cribado virtual
sobre AKT2.

6.5.2.2. Determinaciéon de interacciones clave

Del resultado del cribado virtual, se procedié a determinar las interacciones clave
mediante los Protein-Ligand Interaction Fingerprints (PLIFS)’?-7® utilizando la
herramienta que ofrece MOE 2015.1. Los ligandos y proteinas se guardaron en formato
.sdf y .pdb respectivamente; los PLIFS se visualizaron de dos distintas maneras:

histograma y por molécula.
6.5.2.3. Eleccion de molécula Hit

En el caso de AKT2 se volvié a realizar un cribado virtual con GlideXP vy eligi6 una
molécula proveniente del cribado virtual de ChEMBL que presentara un puntaje de
acoplamiento alto y que cumpliera con al menos tres de las interacciones clave mas

importantes, a esta molécula se le llamé AUMO-1.
6.5.2.4. Busqueda de candidato a farmaco

Mediante el uso de PLIFS de AUMO-1 se determinaron las interacciones que no podian
modificarse por considerarse clave. Por parte de la quinazolina, se utilizaron quinazolinas
4-anilino sustituidas, con opcion a modificar la posicién 6. Posteriormente se realizaron

el mismo tipo de modificaciones que se realizaron en la serie CUMO.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1.Disefio EGFR-PARP1 (serie CUMO)
7.1.1. Busqueda de candidato a farmaco

NH,

NAD* ATP

Figura 8. Estructuras de ATP y NAD+. ElI ADP se encuentra presente am ambas estructuras.

Para el disefio de esta molécula se consideraron los ligandos naturales de las dianas
bioldgicas, para EGFR se considero el ATP y para PARPL1 el nicotin adenin dinucledtido
en su forma oxidada (NAD*). Como se muestra en la Figura 8, ambos ligandos
comparten la estructura tipo ADP. Por parte de la adenina del ATP se consider6 a la
guinazolina como analogo estructural. EI mecanismo enzimético de PARP1 implica
interacciones de puentes de hidrogeno por parte de la amida de la nicotinamida de NAD*
(NAmM) y Ser904 y Gly 863 de tal forma que el NAD* es anclado para posteriormente ser
atacado en el carbono anomérico de la ribosa unida a la NAm por parte de un hidroxilo
de PARP o el hidroxilo 3’ del ADP si la polimerizacién ya esta iniciada (Figura 9) 6.
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Figura 9. Mecanismo de accidon de PARP1. El NAm se ancla mediante puentes de hidrogeno
con Ser904 y Gly863. La proteina o un residuo de ADP ya previamente ataca al carbono

anomérico unido a la NAm.

Lo anterior permitié, a priori, proponer un disefio tipo quimera es decir, que dos nucleos
farmacoféricos fueran distinguibles y se unieran de manera independiente a las dianas
moleculares 4244, De esta manera fue necesario proponer un analogo estructural que
permitiese interaccionar con la Ser904 y Gly863 y a su vez aprovechara los nlcleos de
IEGFR los cuales son miméticos de ATP. Se comenz6 considerando la benzamida y, a
partir de ella, se construyeron distintas moléculas analogas las cuales fueron evaluadas
mediante acoplamiento molecular. Todos los derivados mostraron las interacciones clave
con los aminoacidos, sin embargo, uno de ellos presentd interacciones de tipo

apilamiento 1T-11 desplazado lo que generd una mayor estabilizacion de la estructura

(Figura 10) pues se trataba de una isoquinolinona (CUMO-5).
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Figura 10. Modo de unién de CUMO-5. Se generan interacciones con Gly863 que son

estabilizadas mediante apilamiento 1r-1T desplazado con Tyr907

El modo de unién de CUMO-5 (Figura 11e) permitié proponer la construccién y unién de
la quinazolina eligiéndose la posicion 4 de la isoquinolinona como punto conector. Una
propuesta sencilla fue colocar una 6-aminoquinazolina unida directamente en la posicion
4 de CUMO-5 lo que no modificé el modo de unién en PARP1, sin embargo, en EGFR la
molécula no se uni6 de manera adecuada y se coloc6 en la bolsa hidrofébica Il por lo

gue se continuo la construcciéon (CUMO-6, Figura 11f).

Se colocd una amina primaria en la posicion 4 de la quinazolina pensando en emular a
la adenina, sin embargo, el modo de union de esta nueva molécula (CUMO-7, Figura
119g) no genero resultados distintos en EGFR por lo que se decidié sustituir dicha amina
por una anilina (CUMO-8, Figura 11h).

Esta nueva molécula mejoré el modo de unidn para EGFR pues se genero la interaccion
con Met769 la cual es importante en el reconocimiento de ATP 0 y en PARP1 se
mantuvieron las interacciones requeridas, sin embargo, el puntaje no fue favorable. Se
decidié elongar el conector a dos nitrogenos, es decir, colocar una hidrazina como

cadena conectora, sin embargo, ambos nitrégenos intervinieron con las interacciones

clave en PARP1 (CUMO-9, Figura 11i).
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Se coloc6 un carbono intermedio entre ambos nitrégenos conectores (CUMO-10, Figura
11j) pero el nitrogeno unido a la quinazolina y la quinazolina misma se coloco en el sitio
de union de NAm. Se intercambid el nitrdgeno unido a la quinazolina por un carbono
(CUMO-11, Figura 11k) y el modo de union generado fue totalmente distinto a lo

esperado lo cual se debio6 a la geometria que presenté dicho carbono intercambiado.

Pensando en modificar la geometria de ese atomo, se decidid introducir una sulfona
(CUMO-12, Figura 11l) sin embargo, la anilina en la quinazolina generd impedimento
estérico. Debido a esto se propuso una modificacion en la cual se disminuyera el tamafio
de la anilina a un anillo de cinco miembros considerando utilizar un pirrol (CUMO-13,

Figura 11m) y se observ6 una mejoria excelente en el modo de union.

CUMO-13 mostro las interacciones necesarias en EGFR (Figura 12A). La quinazolina
genero puentes de hidrogeno con Met769 y Thr768. El pirrol se internalizé en la zona
hidrofébica Il (Figura 12C) y form6 un puente de hidrogeno con el carboxilato de Asp831.
La isoquinolinona, gracias a la geometria de la sulfonamida se ubico en el sitio de unién

de la ribosa de ATP y formd un puente de hidrégeno con el carboxilato de Asp831.

En cuanto a PARP1, CUMO-13 genero las interacciones adecuadas para mimetizar al
NAD* pues, como se menciond, dichas interacciones son puentes de hidrogeno con
Gly863 y Ser904. La estructura se estabilizé al interaccionar con Tyr907 mediante la
generacion del apilamiento -1 desplazado que fueron descritos en CUMO-5 (Figura
12B). La quinazolina se encuentra expuesta al solvente, mientras el pirrol se internalizo
en el sitio activo en donde se generd una interaccion mediante un puente de hidrogeno
entre el pirrol y el carbonilo de la cadena lateral de GIn759 (Figura 12B). Los puntajes
de acoplamiento molecular se encuentran en el apéndice IV. Esta molécula se considerd

un candidato a farmaco computacional, dicho término se discutird mas adelante
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Figura 12 Modos de union de CUMO-13 en EGFR y PARP1. A y B: Diagrama en dos
dimensiones de interacciones; C y D: Internalizacién en los sitios cataliticos; E y F: Poses en tres

dimensiones. Las interacciones 2D se generaron con PoseViewer 77,
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7.1.2. Validacion de acoplamiento molecular y estudio consenso de modo

de unién

El re-acoplamiento del ligando co cristalizado en PARP1 mostré que el protocolo de
acoplamiento molecular fue valido pues el RMSD fue menor a 2 A (0.3599) 6278
(Apéndice Ill) . Es importante mencionar que dicha validacion no se llevo a cabo con
EGFR pues el programa Glide no considera metales como el magnesio. Para el
candidato a farmaco, el consenso realizado mostré que el modo de union generado en
GlideXP fue similar en el resto de programas de acoplamiento molecular utilizados. Los

resultados de RMSD y puntajes de acoplamiento se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. RMSD y puntajes con distintos programas de acoplamiento molecular de CUMO-13

Programa RMSD* RMSD* Puntaje Puntaje
EGFR (A) PARP1(A) (Kcal/mol) (Kcal/mol)
EGFR AKT2
Glide XP e e -9.214 -9.330
SwissDock 0.7456 1.4038 -9.652 -9.383
LeDock 0.8744 1.0370 -9.630 -9.770
Autodock Vina  0.7776 0.6432 -9.178 -9.254

*El RMSD calculado es con respecto a las posiciones generadas en Glide XP

En cuanto al modo de union en PARP1, los acoplamientos generados coincidieron en su
totalidad en el modo de unién de la isoquinolinona. Las variaciones mas considerables
se observaron en la quinazolina pues el metileno que une a la isoquinolinona con la
guinazolina es flexible lo que permitié distintos acomodos que, a pesar de ello, se
encuentran muy cercanos entre si (Figura 13). Ligeras variaciones se encontraron en el
anillo pirrélico, ya que el acoplamiento en Autodock Vina, colocé al pirrol 180° rotado con
respecto al resto de acoplamientos. Estas variaciones se reflejaron en los RMSD altos
por parte de SwissDock y LeDock.
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Figura 13. Alineamiento de acoplamientos moleculares de CUMO-13 en PAPR1. Naranja:
GlideXP; Verde: SwissDock; Azul Autodock Vina; Amarillo: LeDock.

Asi mismo, en lo que respecta a EGFR, se observd que los acoplamientos eran muy
similares entre si salvo una variacion en el modo de unién de LeDock en donde el pirrol
se oriento casi 180° hacia el lado contrario (Figura 14, verde) similar a lo observado en
PARP1, sin embargo, el resto de la molécula se comportd practicamente idéntica.

Figura 14. Alineamiento de acoplamientos moleculares de CUMO-13 en EGFR. Azul:
GlideXP; Morado: SwissDock; Naranja: Autodock Vina; Verde: LeDock.
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7.1.3. Dinamica molecular

El complejo proteina-ligando generado a partir de GlideXP se estudié durante un periodo
de 3 ns. La dindmica realizada permitié contrastar los resultados de acoplamiento

molecular y obtener mayor informacion acerca del modo de union de CUMO-13.
7.1.3.1. CUMO-13 en PARP1

El Grafico 1 muestra los cambios de RMSD de la proteina y el ligando. Se observé que
la proteina se estabilizo finalmente después de los 1.7 ns a valores promedio de 1.2 A.
De igual forma, el ligando fue estable durante toda la simulacion a excepcion del periodo
de 0.7 ns a 1.1 ns pues ocurrié un cambio sustancial en el RMSD que sugirié un posible

reacomodo en el modo de unién.

0.4
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0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000
Tiempo (ps)
Grafico 1. RMSD de EGFR y CUMO-13 en la dindmica molecular sobre PARP1. Se muestra
en amarillo el RMSD de la cadena principal de EGFR y en azul el RMSD de AUMO-28 con

respecto a su posicion inicial.
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Gréfico 2. RMSF de CUMO-13 en PARP1. Las modificaciones mas notables ocurrieron en el

anillo de pirrol.

Para estudiar qué atomos generaron la variacion de RMSD tan notable, se procedi6
analizar el RMSF del ligando (Grafico 2). Se pudo observar que las estructuras que mas
modificaron su posicién fueron los atomos 7-11 y 28-31 que corresponden a la parte
“delantera” de la quinazolina y al pirrol en posicién 4. Una vez que se determiné qué
atomos modificaron su posicidn de manera mayoritaria se procedié a analizar la torsién
del enlace involucrado para confirmar algun tipo de torsion o giro que justificara los
cambios de RMSD.

El enlace con mayor variacion fue el que se encuentra en la posicion 2 del pirrol. Contrario
a lo esperado, dicho enlace no sufrié torsiones subitas que explicasen el cambio de
RMSD. El Gréfico 3, el cual representa los angulos de torsion a lo largo de la simulacién,
siendo el centro del grafico el tiempo O y, cada circunferencia, equivaliendo
aproximadamente 0.6 ns, mostré que la torsion del enlace abarco rangos de 180° a 270°
alo largo de la simulacién a manera de oscilacion, ademas, ninguno del resto de enlaces

presenté modificacion en las torsiones considerables.
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Gréfico 3. Torsion del enlace N-C. a: representacion radial de la torsion de enlace a lo largo de
la simulacion. b: Representacion de histograma del gréfico radial. El eje Y representa la energia

potencial (en Kcal/mol) del enlace rotable.

Debido a lo anterior, se procedié a analizar la trayectoria en el intervalo de 600 a 1100
ps que fue en donde se localiz6 la mayor variacion de RMSD. Se observé que el Gnico
cambio sustancial en la posicién fue el pirrol y, como se observa en la Figura 15, el
cambio mas dramatico se encontré en la estructura morada en donde el pirrol se

desplazé ligeramente.

Figura 15. Trayectoria de CUMO-13 en el intervalo de 0.6 a 1 ns de la dinamica molecular
en PARPL. Azul: 0.6 ns; naranja: 0.7 ns; verde: 0.78 ns; amatrillo: 0.8 ns; morado: 0.85 ns; blanco:

1ns.

El cambio generado pudo deberse a una molécula de agua que se interpuso entre el
pirrol y la proteina que, posteriormente fue desplazada. Es importante mencionar que la
estabilidad del complejo se debid a la gran afinidad de la isoquinolinona por su sitio de

unidn pues practicamente en toda la simulacion se encontraron las interacciones con
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Gly863 y Ser904 ademas del apilamiento tipo -1 desplazado con Tyr904. Otras
interacciones como con Tyr896 y Tyr889 que generaron apilamientos 11-1m en forma de T
permitieron que la quinazolina y el pirrol se estabilizaran en el sitio de union (Figura 16).

Figura 16. Interacciones de tipo apilamiento - de CUMO-13 presentes a lo largo de la

simulacién en PARPL1.

Por otro lado, la estabilizacion del pirrol posterior a los 1.1 ns se debi6 principalmente a
la formacion de puente de hidrégeno entre Thr887 y el nitrégeno del pirrol. Como se
puede observar en el Grafico 4, la cantidad de interacciones con Thr889 aumenté
conforme la simulacibn avanzaba manteniéndose constante después de los 1.5 ns

aproximadamente.
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Grafico 4. Contactos generados a lo largo de la simulacién de CUMO-13 en PAPRL1. Se
muestran interacciones ionicas, puentes de hidrégeno, contactos hidrofébicos y puentes con

agua.

Finalmente, distintas interacciones como Asp766, GIn759 y Glu988 se dieron mediante
puenteos de agua con un oxigeno de sulfona, el nitrégeno 3 de quinazolina y nitrégeno
1 de quinazolina respectivamente. Estas interacciones se encuentran relacionadas con
el reconocimiento de NAD* por lo que CUMO-13 podria competir por el sitio de union y
aumentar la posibilidad de presentar actividad biologica. El analisis realizado puede
complementarse con el video de la dinamica molecular, el cual se puede consultar en el

siguiente enlace:

https://www.youtube.com/watch?v=8xDqU7AV-68
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7.1.3.2. CUMO-13 en EGFR

Esta dinamica molecular resulté muy interesante pues se observaron comportamientos
no esperados. De acuerdo con el Gréafico 5, el RMSD de la proteina (amarillo) aumento
y se mantuvo estable después del primer nanosegundo. Sin embargo, el ligando sufrié
cambios conformacionales muy draméticos que, a priori, sugirieron una posible

inestabilidad dinamica o desprendimiento del sitio original del acoplamiento molecular.
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Gréfico 5. RMSD de EGFR y CUMO-13. Se muestra en amatrillo el RMSD de la cadena principal
de EGFR y en azul el RMSD de AUMO-28 con respecto a su posicion inicial.

Sin embargo, se observo que después de los 1.8 ns el ligando se estabiliz6 en un
presunto equilibrio dinamico pues el RMSD fluctud durante el resto de la simulacién y no

continué aumentando lo que indico que la molécula se mantuvo en el sitio de unién.

Para visualizar qué zona del ligando modificé su posicion, se utilizé el RMSF. Al realizar
dicho analisis (Grafico 6), se observé que la isoquinolinona (atomos 14-28) modificd su
posicion de manera notable pues alcanz6 valores de RMSF de 2.5 A mientras que la

quinazolina (atomos 1-11, 28-32) practicamente mantuvieron su posicion original
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indicando que el ligando no se separa del sitio de unién de la adenina en EGFR.

Ademas, mediante el analisis de los contactos (Gréafico 7) se pudo observar que las
interacciones con Asp813 se perdieron practicamente al inicio de la simulacion y no
existieron en el resto de la misma indicando que la isoquinolinona no genera las
interacciones lo suficientemente fuertes y su desprendimiento se relacioné con el RMSF
tan alto. El movimiento anterior se relacion6 con la ruptura de la intraccion la Lys721 y el

carbonilo de la isoquinolinona pues la Lys721 comenz6 a generar interacciones con el

pirrol.
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Grafico 6. RMSF de CUMO-13 con respecto al sitio de union de EGFR.
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Gréfico 7. Contactos generados a lo largo de la simulacion de CUMO-13 en EGFR. Se
muestran interacciones ionicas, puentes de hidrégeno, contactos hidrofébicos y puentes con

agua.

A continuacion, se analizaron los angulos de torsion de enlace (Grafico 8) y se
observaron dos eventos interesantes que revelaron qué sucedid con la isoquinolinona.
El primero de ellos fue la rotacion del enlace C-N que se encuentra junto a la sulfona
(Gréfico 8, A, enlace verde). Se observé que, durante los primeros 1.2 ns de la
simulacién, este enlace se encontraba formando un angulo de 270° y, posteriormente,
gener6 un rango de angulos de entre 190° a 170 ° que ocurrieron durante 0.6 ns de la
simulacién. Lo anterior se correlacioné con el primer cambio de RMSD del ligando
(Grafico 8) alos 1.2 ns y posterior estabilizacion durante 0.6 ns. Finalmente, este enlace
volvié a girar formando un angulo de 90° lo que se relacion6 de igual manera con el
cambio de RMSD alos 1.8 ns de la simulacidn; posterior a este giro, el enlace se mantuvo

en un angulo cercano a los 90°.

El segundo evento, fue la torsion del enlace S-C proveniente de la sulfona con la
guinazolina (Grafico 8, B, enlace amarillo). Al igual que el enlace C-N, en los primeros

1.2 ns el enlace generé un angulo de 90°, posterior a dicho tiempo, durante 0.6 ns,
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generd un angulo en un rango de 180° a 200° para finalmente generar un angulo

mayoritariamente de 270°.
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Gréfico 8. Angulos de torsién de enlaces N-H y S-C. Ay B: Representacion radial y por
histograma del angulo de torsion del enlace N-H y S-C respectivamente; C: Enlaces rotables
presentes en CUMO-13.

Debido a la gran cantidad de movimientos generados se procedi6 a analizar la trayectoria
del ligando para verificar los cambios ocurridos. La Figura 17 muestra tres distintos
momentos del ligando durante la simulacién; el modo de unién inicial (azul) presenta la
isoquinolinona en un angulo de 90° con respecto al nucleo de quinazolina y, mientras

avanzo la simulacion, la isoquinolinona formo un angulo de 180°.

*J]L. J'L \’H//
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Figura 17. Trayectoria de CUMO-13 en EGFRa 1.1,1.6 y 2.0 ns. Azul: 1.1 ns; naranja: 1.6 ns;

verde: 2.0 ns.

Algo que llamo la atencién fue que se observé que el nimero de contactos con Arg817
aumentaron de manera considerable alrededor de los 1.6 ns (Figura 17); estos contactos
se generaron con la isoquinolinona que presuntivamente fue el motivo del movimiento

tan drastico debido a un apilamiento r-cation

Ya que el tiempo de simulacién no permitié analizar la nueva conformacion y movimiento,
del ligando, se continud la simulacién a partir de la Ultima posicibn generada y se
simularon 3 ns mas. Esta nueva etapa de la dinAmica molecular revelé6 que CUMO-13
continué moviéndose dentro de la proteina hasta encontrarse estable a los 3800 ps

(Grafico 9) en donde, de igual forma, la proteina finalmente se estabilizo.

Al realizar nuevamente el andlisis de RMSF (Grafico 10) se observdé que la
isoquinolinona continué modificando su posicién ademas de observar que la quinazolina
se movié ligeramente (atomos 1-18). Posteriormente, se analizaron los contactos
generados con la proteina en dos distintos grupos: Puentes de hidrégeno-Hidrofébicos

(Grafico 11A) y puentes con agua.
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Gréfico 9. RMSD de la cadena principal de EGFR (azul) y ligando (naranja). El valor de RMSD

es con respecto a la posicibn original en la primera etapa de dinamica molecular.
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Gréfico 10. RMSF de CUMO-13 en la segunda etapa de dindmica molecular en EGFR.
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Grafico 11. Contactos EGFR-CUMO-13 en la segunda etapa de dindmica molecular. A:
Contactos de puente de hidrégeno-hidrofébicos; B: Contactos de puentes de agua.

Se pudo observar en el Grafico 11A que el puente de hidrégeno con la Met769 se perdio
totalmente lo que sugirié que la quinazolina se alejé de dicho residuo y se correlacion6
con lo observado en el RMSF. Debido a la gran presencia de puentes de hidrégeno y
contactos hidrofébicos con la Arg817 la molécula fue atraida hacia afuera de sito de union
permitiendo que una molécula de agua se localizara entre la Met769 y el nitrogeno 1 de
la quinazolina como se puede observar en el Grafico 11B. Lo anterior descrito se

correlacion6 con la estabilizacion de la proteina pues no ocurrieron mas movimientos.
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El movimiento tan notable de CUMO-13 pudo verse favorecido al hecho de presentar un
pirrol en la posicion 4 de la quinazolina que, si se encuentra localizado unirse en la zona
hidrofébica Il, su volumen le confiere mayor movilidad dentro de dicha zona hidrofébica
fungiendo como un pivote; esto no sucede con una quinazolina 4 anilino sustituida pues,
en términos de ocupacién, ocupa mayor volumen de la zona hidrofébica. Debido a esto
es posible proponer modificaciones posteriores como el hecho de colocar una amina en
posicion 2 de la quinazolina para emular el puente de agua generado o bien colocar el
pirrol en posicion 5 de la quinazolina; estas posibles modificaciones se podran realizar
una vez validado lo observado en las dinamicas moleculares realizadas de CUMO-13
mediante cristalizacion y elucidacion estructural de la proteina. El andlisis anterior se
puede complementar con el video de la dinamica molecular localizado en el siguiente

enlace:

https://www.youtube.com/watch?v=RAPxYAxkdnM&t=211s .

Algo muy rescatable de esta simulacion es que no solo basta con realizar acoplamientos
consenso pues como se demostro, a pesar de presentar un buen modo de union y altos
puntajes, dichos acoplamientos pueden no ser validos al someterse a dinamicas

moleculares que simulen lo mejor posible condiciones reales.
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7.1.4. Propiedades fisicoquimicas de serie CUMO
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Gréfico 12. Propiedades fisicoquimicas de serie CUMO. APH: Aceptores de puente de

hidrégeno; DPH: Donadores de puente de hidrogeno; ER: Enlaces rotables; MM: masa molar.

El disefio de CUMO-13 buscé encontrar un candidato a farmaco computacional. La
determinacion de las propiedades fisicoquimicas que sugieren Lipinski-Veber para que

una molécula sea candidata a farmaco son de suma importancia.
Las propiedades mencionadas son las siguientes:

e Regla de los 5 (Lipinski): una molécula para ser candidato a farmaco no debe
de tener mas de 5 donadores de puente de hidrégeno (DPH), no mas de 10
aceptores de puente de hidrogeno (APH), masa molar menor a 500 Da y un
logaritmo del coeficiente de particién octanol-agua (logP) no mayor a 5.

e Reglas de Veber: una molécula candidato a farmaco debe tener menos de 10
enlaces rotables (ER) y un area polar topoldgica superficial (TPSA) menor a 140

A? y una suma total de DPH y APH menor a 12.

Durante el disefio de CUMO-13 se buscé cumplir con buenos puntajes de acoplamiento
y que cumpliese con las propiedades ya mencionadas; de esta manera la obtencion de

esta molécula ser considerada directamente como un candidato a farmaco sin necesidad
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de realizar mayores modificaciones.

El desarrollo de las propiedades de esta serie no presentd ningun problema gracias al
tipo de disefio realizado (Gréafico 12). Al comenzar con fragmentos e ir construyendo

poco a poco la molécula, el control sobre las propiedades fue mayor.

Por lo que respecta a las propiedades, la masa molar aumenté de manera considerable
una vez que laisoquinolinona fue fusionada con la quinazolina, sin embargo, se mantuvo

dentro de los limites todo el tiempo (menores a 500 g/mol).

El logP, de igual forma, aumento al combinarse con la quinazolina, pero disminuyo de
manera notable al introducir la sulfona dentro de la estructura. Debido a lo anterior, el
TPSA aumenté en gran medida rozando los limites recomendados. Los APH, DHy ER

de igual forma se mantuvieron en valores adecuados.

Se estudié el posicionamiento de CUMO-13 dentro de tres espacios quimicos distintos:
el espacio quimico de los farmacos comerciales, de inhibidores de cinasas e inhibidores
de PARP, este estudio se realiz6 considerando las propiedades Lipinski-Veber mediante

una técnica de reduccién de dimensiones conocida como componentes principales 7°.

En la Tabla 4 se pueden observar las varianzas de cada componente principal
correspondientes a los espacios quimicos analizados. Para el caso del espacio quimico
de farmacos aprobados e inhibidores PARP1 se pudo observar que con los componentes
utilizados fue posible explicar mas del 80% de las propiedades fisicoquimicas si se
visualiza de manera bidimensional. Para el caso de los inhibidores de cinasas, al utilizar
Unicamente dos componentes principales se puede explicar casi el 70% de las
propiedades lo que es aceptable; un tercer componente principal es necesario ser
afiadido para explicar un 85% de las propiedades fisicoquimicas, sin embargo, no fue

necesario.
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Tabla 4. Valores de varianza del andlisis de propiedades fisicoquimicas mediante
componentes principales de espacios quimicos

Componente Varianza (%)
principal Farmacos Inhibidores de Inhibidores de
aprobados cinasa PARP1
PC1 82.34 38.54 65.15
PC2 12.04 31.028 18.25

De acuerdo con el Grafico 13, CUMO-13 se localiza en la zona mas poblada del espacio

quimico de los farmacos comerciales, lo que indica la gran similitud en cuanto a

propiedades fisicoquimicas respecta aumentando la posibilidad de presentar buena

distribucion y, por consiguiente, actividad biologica.

Pc2

-4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42

Pc1

Gréafico 13. Representacion bidimensional de propiedades fisicoquimicas de farmacos

aprobados mediante componentes principales (pcl, pc2). El circulo azul indica la posicion
de CUMO-13.
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En segundo lugar, CUMO-13, dentro del espacio quimico de los inhibidores de cinasa
(Grafico 14), se encuentra relativamente alejado del grupo central que conforma al
espacio quimico. Lo anterior se debe al valor tan alto de TPSA que presento la molécula
pues el resto de los farmacos ronda en un rango de 50 A2 a 130 A2. Sin embargo, el resto
de propiedades permite posicionarse de manera muy cercana con respecto al resto de

farmacos aumentando de igual forma la posibilidad de fungir como un inhibidor de

cinasas.
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Grafico 14. Representacion bidimensional de propiedades fisicoquimicas de farmacos
inhibidores de cinasas mediante componentes principales (pcl, pc2). El circulo verde indica
la posicion de CUMO-13.

Por ultimo, el espacio quimico de los inhibidores de PARP (Gréafico 15) es muy pequerio,
pues son pocos los farmacos aprobados y otros pocos se utilizan como experimentales
por lo que la comparacion de CUMO-13 no resulta tan significativa. Sin embargo, debido
al valor de TPSA y la masa molar, la molécula se encuentra muy alejada de cualquier
inhibidor ya que éstos son moléculas muy pequefias que Unicamente mimetizan a la
NAM.
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Pc2
@

Pc1

Gréfico 15. Representacion bidimensional de propiedades fisicoquimicas de farmacos
inhibidores de PARP mediante componentes principales (pcl, pc2). El circulo naranja indica la

posicion de CUMO-13 en dicho espacio quimico.

En la Tabla 5 se muestran las propiedades fisicoquimicas de CUMO-13. Se puede
observar que Unicamente se viold una regla de Veber, a pesar de ello dicha violacion no

es alarmante pues su disefio involucra accion dual y es factible considerar a CUMO-13

como candidato a farmaco.

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas de CUMO-13

Molécula MM (g/mol) logP DPH APH TPSA ER
CUMO-13 446.49 1.84 9 4 137.25 6
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7.2.Disefio EGFR-AKT2 (serie AUMO)

El disefio de esta molécula se basd principalmente en la similitud estructural que
presentan las cinasas cuyo ligando enddgeno es ATP. A pesar de ello, se propuso
disefiar una molécula tipo quimera utilizando nucleos base de moléculas ya probadas
biol6gicamente sobre AKT2 para una posterior fusion con una quinazolina. Debido a esto
fue necesario investigar las caracteristicas de las estructuras probadas en AKT2 y
distinguir interacciones con aminoacidos clave que fuesen distintivos de AKT2. Para ello
se utilizd una base de datos proveniente de ChEMBL a la cual se le realizé un cribado
virtual para obtener las interacciones deseadas y posteriormente encontrar, una

molécula Hit computacional, este concepto se discutira mas adelante.
7.2.1. Base de datos

Después de realizar el curado de la base de datos de ChEMBL, se obtuvieron un total
de 2135 moléculas distintas las cuales, al ser preparadas en pH 7.4, generaron 4561
moléculas en total. Esto se debié a los tautbmeros que se presentaron en muchas

estructuras.

7.2.2. Interacciones clave de AKT2
754/791 (95.3%)

Leu vs  Gh Val Gl Glu'lThr GluTyrAla Gln  Asp  Lys GliAsnMet Thr

158 o) 16l 166 193200213 23R31232 236 275 277 279280282 292 2 294

Grafico 16. PLIFS generados a partir del cribado virtual. Cada interaccion esta representada

por una 0 mas barras. Cada barra indica interacciones con distintos puntos de los ligandos.
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Las interacciones con mas recurrencia y, consideradas clave, obtenidas mediante el
cribado virtual se muestran en el Grafico 16. Se pudieron distinguir al menos 3
interacciones con mas presencia en las moléculas: Asp293, Glu236 y Vall66. Las
interacciones con Asp293 representaron casi 100% de las interacciones revelando asi

gue es necesaria para generar alguna respuesta bioldgica.

Estas interacciones se tratan de siete distintos tipos siendo la mas importante la
interaccion i6nica de una amina protonada y el carboxilato del Asp293. Otras
interacciones, como con Glu236, son de distintas naturalezas, pero sin resaltar alguna
de ellas. Por ultimo, otra interacciébn con presencia considerable fue Vall66 que se
caracterizd por ser exclusivamente contactos hidrofobicos. Las interacciones descritas
permitieron determinar qué caracteristicas considerar en los pasos consecuentes dentro

del diseno.

7.2.3. Seleccion de Hit

Glu236A

Ala232A

Figura 18. Mapa de interacciones 2D de AUMO-1. Se pueden observar las 2 interacciones

mas importantes. El mapa fue generado con Poseviewer.
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Una vez realizado el re-acoplamiento de la base de datos con Glide XP se analizaron los
mejores acoplamientos y se eligidé a la molécula que presentara las tres interacciones
consideradas clave. La molécula elegida se muestra en la Figura 18 cuyo cdodigo es
“CHEMBL1761070".

De aqui en adelante a dicho Hit se le llamé AUMO-1. La estructura de esta molécula
consta de un anillo tipo cromano que interacciona con la Glu236 y la Val166. Ademas,
se observa un carbono tipo espiro de configuracion absoluta S que tiene unida una
piperidina la cual se encuentra protonada y es la encargada de interaccionar con el
Asp293.

Es importante comentar la diferencia entre un hit computacional y un hit experimental.
De manera tipica, un hit computacional proviene de un cribado virtual el cual cumple con
caracteristicas deseadas, por ejemplo, en este trabajo AUMO-1, cumple con un puntaje
adecuado y con las interacciones consideradas clave. Este hit computacional puede
convertirse en hit experimental si se prueba contra la diana molecular que se estudia, sin
embargo, en este caso, AUMO-1 ya ha sido probado en AKT2 mostrando actividad
bioldgica por lo que es posible realizar las modificaciones adecuadas para encontrar una
molécula lider o, en este caso, un candidato a farmaco de acuerdo con lo discutido con

anterioridad.
7.2.4. Construcciéon de compuesto candidato a farmaco

Al analizar el modo de union tridimensional (Figura 19), se pudo notar que la estructura
espirocromano se internalizo dentro del domino catalitico de AKT2 mientras que el oxazol
se encontré expuesto al disolvente por lo que se decidi®6 modificar a la estructura en
dicha zona. Debido al modo de unién inicial, se planteé construir una molécula tipo

guimera.
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Figura 19. Modo de unién de UMOD-1. El anillo sulfoisoxazol y la cadena alquilica se

encuentran en contacto con el solvente. La imagen fue generada con ChimeraX ©.

Por lo tanto, se construyd la serie AUMO-2-5 para lo cual se considerd, en primera
instancia, quinazolinas que tuviesen anilinas (Tabla 6) en la posicion 4 para emular a los
farmacos comerciales como Erlotinib o Gefitinib e impedir un fenémeno como el ocurrido
en el disefio de la molécula CUMO-13 ademas de considerar una conexion en la posicion
6 de la misma quinazolina. El intercambio realizado sobre el isoxazol permitié observar
gue el nucleo de cromano no se posicioné como inicialmente lo hacia AUMO-1, en su
lugar, la quinazolina se colocé en dicha zona Unicamente generando interacciones
hidrofébicas (Figura 20). Esto descartdé por completo que la molécula a disefiar fuese
una molécula tipo quimera. De manera computacional, se observo que la quinazolina se
une de manera favorable en el sitio de adenina. Ahora, las opciones a considerar del
disefio se recortaron a fusionados o hibridos y, para este tipo de disefio, se necesitan

interacciones clave y distinguibles en ambas dianas biol6gicas 444,

Estas interacciones fueron distinguibles entre las dos dianas bioldgicas pues, para AKT2,
Asp293 es la mas importante de todas mientras que para EGFR la interaccion clave es
con Met769.
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Tabla 6. Estructuras de las 4-anilino quinazolinas consideradas dentro del disefio dual

R

HN

B
P
N
4-F 3-Cl
4-CF3 3-Br

OH

e .
Figura 20. (A) Estructura de AUMO-5. (B) Modo de unién de AUMO-5. La internalizacién de
la quinazolina se generd en el sitio de unién original del cromano de AUMO-1. Imagen generada

con la interfaz grafica de Maestro.

A partir de la primera serie generada (Figura 21a), se decidié continuar con dichas
estructuras para mejorar sus propiedades ADME y mejorar el puntaje de acoplamiento
en EGFR y AKT2. La siguiente modificacion realizada eliminé la cadena alquilica que se
encuentra unida a la sulfonamida pues se generaba impedimento estérico al unirse en
EGFR (Figura 21b). Estas nuevas moléculas mejoraron el modo de unién en AKT2, sin
embargo, el hidroxilo presente en el enlazador entre quinazolina y espirocromano impidio
gue se generaran las interacciones clave en EGFR por lo que se decidié eliminar dicho
hidroxilo (Figura 21c).
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Esta nueva serie de moléculas se presentaron como un candidato adecuado que
mejoraba los puntajes, sin embargo, las propiedades ADME eran sobrepasadas de
manera considerable. Una de las propiedades que superaron de manera excesiva los
limites que establece Lipinski-Veber fue el TPSA, ya que el anillo de cromano aumenté
este valor debido al oxigeno del fenol, al oxigeno carbonilico y al oxigeno que formaba
el carbono espiro. Estos dos Ultimos se conservaron ya que no generaron interacciones
en ninguna de las dianas bioldgicas y no influyeron en el modo de union al estar
ausentes. Algo también que se consider6 fue la quiralidad que tenia el carbono espiro,
pues ello permitid que la amina protonada interaccionase adecuadamente con Asp293,

por lo que se tuvo que mantener de alguna forma tal disposicion espacial.

En primera instancia el anillo tipo cromano se abrié (Figura 21d). Tal apertura promovio
la modificacién de la piperidina y para compensar la quiralidad se adicioné una amina
con configuracion S la cual podria ser protonada (Figura 21e). Esta estructura tuvo
similitud considerable al aminoéacido tirosina por lo que se decidi6 reemplazar toda la

estructura cromano y piperidina por dicho aminoacido (Figura 21f).

Esta nueva serie mejoro sus propiedades y permitié un mejor puntaje para ambas dianas.
Por lo tanto, la incognita a seguir fue que si era posible reemplazar la tirosina por algan
otro aminoacido con hidroxilos (acidos, treonina o serina). Finalmente, se encontré que
el utilizar una serina, eliminar el carbonilo del aminoacido y eliminar la sulfonamida

beneficié a ambas dianas bioldgicas y los puntajes eran similares (Figura 21g).
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Figura 21.Evolucion de la serie AUMO. R1= 4-F, 4-CF3, 3-Br, 3-Cl; R, cadena lateral de

treonina y serina.

La molécula elegida como posible candidato a ser evaluada se muestra en la Figura 21
(AUMO-28). El modo de unién (Figura 22c, d) tanto para AKT2 y EGFR fue muy similar
pues la quinazolina se internalizé en la bolsa de adenina y la sulfona que se encuentra
en la posicibn 6 de la quinazolina, debido a su geometria, permite que la cadena
construida de aminodacido se coloque en la zona donde se une de manera natural a la
ribosa del ATP 3. Ademas, las interacciones clave para EGFR y AKT2 se encontraron
presentes en ambos acoplamientos ademas de existir distintas interacciones que, a

priori, permiten que la molécula se estabilice.

OH

OH
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. " gy '
AR\

Asn818

Met769 Asn280

Figura 22. Modos de unién de AUMO-28 en EGFR y AKT2. A vy B: Diagrama en dos
dimensiones de interacciones; C y D: Internalizacién en los sitios cataliticos; E y F: Poses en tres
dimensiones.

Para EGFR se observo la interaccién tipo puente de hidrogeno entre el hidrégeno de la
amida de Met769 y el nitrégeno en la posicidén 1 de la quinazolina; la amina protonada
interacciona con el carboxilato de Asp831 formando puentes salinos y el oxigeno de la

cadena lateral de Asn818 que forma interacciones ion-dipolo. Ademas, el hidroxilo

58



RESULTADOS Y DISCUSION

terminal de AUMO-28 interaccioné formando un puente de hidrégeno con el carboxilato
de Asp831 y una interaccion ion-dipolo con la cadena lateral de Lys721. Se observaron
contactos hidrofébicos entre la anilina de AUMO-28 y Lys721 y Thr766 los cuales se
encuentran en la zona hidrofébica Il de la cinasa. La anilina también formé una

interaccion tipo 1-cation que se puede observar en la Figura 22e.

En cuanto a AKT2, se observé la interaccién de tipo puente salino con Asp293 y la amina
protonada asi como con el hidrégeno del hidroxilo terminal. Se generé una interaccion
tipo ion-dipolo entre el oxigeno carbonilico de la cadena lateral de Asn289 y la amina
protonada. Ademas, existen contactos hidrofébicos con Met282, Val166, Alal79, Thr231,
Asp293 y Met 229.

El modo de unidén observado permitié realizar algunos comentarios muy interesantes.
Como ya se menciond anteriormente, de manera general, las protein cinasas realizan la
transferencia del grupo fosfato y del ATP a grupos hidroxilos provenientes de tirosinas

(para el caso de EGFR), serinas o treoninas (para el caso de AKT2).

Diversos estudios han demostrado que las cinasas utilizan el cation magnesio para
realizar la catdlisis; las interacciones idnicas generadas entre los residuos de
aminodcidos y el grupo fosfato y pueden estabilizar al ATP 838!, Esto se pudo observar
en la proteina cristalizada con la cual se realizaron los acoplamientos moleculares en
EGFR pues fue co-cristalizada con un mimético de ATP (acido fosfoaminofosfonico-éster

adenilato, AMP-ANP) y catiébn magnesio.
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Asn818

Figura 23. Modo de interaccién de magnesio con ATP y EGFR. El magnesio forma un quelato

con los oxigenos de los fosfatos y los oxigenos de Asp831 y Asn818.

En la Figura 23 se puede observar que el magnesio interacciona con los fosfatos y
genera un puente con algunos residuos de aminoacidos como lo son Asp831 y Asn 818,
ademas, la Lys721 genera interacciones que estabilizan al fosfato . Debido a que AKT2
(hasta la fecha de escritura de este trabajo), no ha sido co-cristalizada con un mimético
de ATP y magnesio, no es posible verificar de manera visual qué aminoacidos son los

responsables de interactuar con el magnesio y la estabilizacion de ATP.

Sin embargo, recordando que las cinasas presentan dominios muy conservados, es
probable que los aminoacidos involucrados sean de la misma naturaleza y encuentren a
la misma distancia; en ese sentido, AKT2 podria generar las interacciones con Asp293
0 Asn280 (Figura 24).

Es por ello que la interaccion determinada con anterioridad mediante PLIFS, Asp293,
cobra sentido pues este Asp presuntivamente se involucra en el reconocimiento de ATP

y catalisis de esta enzima.
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Figura 24. Posible posicionamiento del magnesio en AKT2. Las interacciones generadas

posibles ocurririan con Asp293 y Asn280

Es importante notar gue AUMO-28, ademas de interaccionar con distintos aminoacidos
o internalizarse en bolsas hidrofobicas, la interaccion generada a partir de la amina
protonada puede ser determinante para su actividad biolégica. La Figura 25 muestra la
superposicion del acoplamiento molecular de AUMO-28 en EGFR y el magnesio que se

encuentra en el cristal de la proteina.

Se puede observar de manera clara que la amina primaria se encuentra practicamente
en el mismo sitio que el magnesio y, como ya se describié anteriormente, AUMO-28
genera interacciones con Asp831 y Asn818 que, a priori, podrian competir por el lugar
del magnesio. Para AKT2, las interacciones generadas con Asp293 y Asn280 generarian

la misma competencia por el magnesio.
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Figura 25. Posicionamiento de amina protonada de AUMO-28 y magnesio en EGFR. Se
muestra un fragmento de AUMO-28, en azul claro se muestra el nitrégeno protonado el cual se

localiza en el mismo sitio que el magnesio al estabilizar al ATP.

Debido a la gran importancia que involucra la amina primaria, fue necesario determinar
qué porcentaje de AUMO-28 se encontraria en el estado de protonacion (HB*) a pH 7.4.

Para ello se realiz6 la prediccion de las constantes de acidez (pKa) en agua.

De acuerdo con la Figura 26, se pudo observar que, a pH fisiolégico, el unico equilibrio

involucrado es la protonacién de la amina primaria pues el resto de posibles

protonaciones es practicamente inexistente debido al bajo pKa que presentan.

7.49
H HN
HO\)\/N\/\ /’O Q
/y N
—
N)
3.93

3.19

Figura 26. Constantes de acidez predichas. Lo valores mostrados se predijeron con el paquete

Protonation que ofrece ChemAxom #2,

62



RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con la ecuacion 1, la cual se deriva de un sistema de ecuaciones entre la
ecuacion de Henderson-Hasselbach (ecuaciéon 2) y un balance de materia (ecuacion
3), es posible determinar el porcentaje de especie que se encontrara protonada. De esta

manera se determino que la especie protonada de AUMO-28 se encontrara en un 54%

presente.
%[HB]* = % (ecuacion 1)
pH = pKa + log [H[i]“ (ecuacién 2)
100 = [HB]* + [B] (ecuacion 3)
_ & Y Kon \
& - ': ""--4. ' i ' +
e “ Koff
78 Equilibrio
[HB]" de
[P] asociacion [P-[HB]]
Equilibrio
acido-base
B
19 Tia'=
[B]

Figura 27. Equilibrios simultaneos planteados para AUMO-28. AUMO-28 protonado (HB") se
une a las dianas biolégicas [P] mediante constantes de asociacion. El equilibrio &cido-base de
AUMO-28 se desplaza hacia la especie protonada.
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El porcentaje restante que no se encuentra protonado podria unirse 0 no con las cinasas,
sin embargo, si se plantea que la formacion del complejo proteina-ligando de AUMO-28
con las dianas biolégicas es un proceso reversible con una constante de afinidad
asociada, el modelo se convierte en un proceso de equilibrios parasitos. Ya que la
especie protonada es mas afin a las dianas bioldgicas (acuerdo con el puntaje de
acoplamiento molecular), la concentracion de especie protonada disminuira lo que
provocara que el equilibrio &cido-base de protonacién se desplace hacia produccion de
HB* (Figura 26).

Lo anterior planteado es muy interesante pues si se determinan experimentalmente las
constantes de afinidad por las dianas bioldgicas y los pKa de AUMO-28 libre se podria
determinar mediante un modelo condicional con base en polinomios reducidos la
constante de acidez condicional con respecto a la formacion del complejo proteina-
ligando &2

7.2.5. Validacion de acoplamiento molecular y estudio consenso de modo

de unién

De igual forma que la serie CUMO, se valido el protocolo de acoplamiento mediante el
re-acoplamiento molecular del ligando co-cristalizado en AKT2 y se observd un RMSD
de 0.8059 considerado valido.

Ademas, para poder determinar que el modo de unién de AUMO-28 encontrado en Glide

XP tanto para EGFR como AKT2 eran los mas favorables, se procedié a evaluar con
distintos programas de acoplamiento molecular. Para ambos casos se observo que los
mejores puntajes o poblaciones mayoritarias presentaron modos de union similares de
tal forma que el RMSD con respecto al acoplamiento en GlideXP fue menor a 2.0 A
(Tabla 7).
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Tabla 7. RMSD y puntajes con distintos programas de acoplamiento molecular

Programa RMSD* RMSD* Puntaje Puntaje
EGFR (A) AKT2 (A) (Kcal/mol) (Kcal/mol)
EGFR AKT2
GlideXP  —eeem e -9.730 -0.528
SwissDock 0.965 0.845 -9.350 -9.240
LeDock 0.441 0.819 -9.689 -10.124
Autodock Vina 0.506 0.523 -9.810 -9.410

*El RMSD calculado es con respecto a las posiciones generadas en Glide XP

Figura 28. Alineamiento de acoplamientos moleculares de AUMO-28 en EGFR. Verde

acoplamiento en GlideXP; azul acoplamiento en LeDock; amarillo acoplamiento en SwissDock;

rosa acoplamiento en Autodock Vina.

El alineamiento de los modos de union en EGFR se muestra en la Figura 28. Se observo
gue la quinazolina se coloco practicamente igual en todos los acoplamientos asi como la
anilina en la posicién 4 que muestra ligeras variaciones en la zona hidrofébica Il. En
cuanto a la cadena terminal, las variaciones fueron mayores en lo que respecta metilenos
entre la sulfona y la amina secundaria asi como los dos metilenos provenientes de la
serina, esto es determinante para los valores mayores de RMSD. Sin embargo, la
sulfona, la amina protonada y el hidroxilo terminal se encontraron practicamente en la

misma posicion en todos los acoplamientos.
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En cuanto a los acoplamientos en AKT2 (Figura 29), ocurrié de manera similar que en
EGFR pues la quinazolina y la anilina se encontraron practicamente en la misma
posicion, asi como la sulfona, los metilenos y la amina secundaria. Se observaron
cambios sustanciales en la zona terminal del ligando pues el acoplamiento en GlideXP,
SwissDock y LeDock mostraron el hidroxilo terminal orientado hacia arriba mientras que

el acoplamiento en Autodock Vina se observo aproximadamente 180° rotado.

Esto pudo sugerir dos modos de union distintos, ya sea al momento de formar el complejo
proteina-ligando o bien que ocurriese un cambio conformacional una vez formado el
complejo que, finalmente, de acuerdo con los puntajes de acoplamiento ambos modos

de unién son favorables. Lo anterior se comprob6 mediante una dinAmica molecular.

Figura 29. Alineamiento de acoplamientos moleculares de AUMO-28 en AKT2. Verde
acoplamiento en GlideXP; azul acoplamiento en LeDock; amarillo acoplamiento en SwissDock;

rosa acoplamiento en Autodock Vina.
7.2.6. Dinamica molecular

El complejo proteina-ligando generado a partir de GlideXP se estudio durante un periodo
de 3 ns. La dindmica realizada permiti6 contrastar los resultados de acoplamiento
molecular y obtener mayor informacién acerca del modo de unién de AUMO-28. Esta
dinamica se consideré valida pues el RMSD de la cadena principal de la proteina fue

menor a 5.0 A 8,
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7.2.6.1. AUMO-28 en EGFR

El valor de RMSD (Grafico 17, azul) de la proteina con respecto a la cadena principal
muestra que, alrededor de los 1.7 ns, comenz6 a estabilizarse pues dicho valor de RMSD
ya no aumento y comenzé una tendencia de meseta. Lo anterior pudo apoyarse en el
valor de RMSD del ligando con respecto a si mismo. Se pudo observar, de manera inicial,
gue no existieron cambios bruscos ademas de encontrarse en valores muy bajos lo que
indic6 que AUMO-28 se encontraba estable; ademas, de igual forma que con la proteina,
cerca de los 1.7 ns, el valor de RMSD comenz6 a disminuir de manera muy sutil lo que

es indicativo de la formacién de un complejo proteina ain mas estable.

3.0
28
286
24
2.2

2.0

RMSD (A)

0.8
0.6
0.4
0.2

0.0

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000
Tiempo (ps)

Grafico 17. RMSD de EGFR y AUMO-28 en la dinamica molecular sobre EGFR. Se muestra
en azul el RMSD de la cadena principal de EGFR y en naranja el RMSD de AUMO-28 con

respecto a su posicion inicial.

La estabilidad del complejo se pudo explicar mediante las interacciones generadas a lo
largo de los 3 ns. En primera instancia, AUMO-28 se mantuvo en el sitio de union gracias

a las interacciones idnicas y puentes de hidrogeno con Asp831 y Asn813 y a las
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interacciones hidrofébicas con Ala719 y Leu820 las cuales ocurrieron durante toda la
simulacion (Gréafico 18A, B). Es importante notar que la interaccidn clave con Met769 se
perdié alrededor de los 0.6 ns, lo que se relacion6 con el ligero aumento del RMSD
(Grafico 17, naranja) en el ligando. Si bien, la interaccion con Met769 existi6 mediante

un puente con agua (Gréafico 18B), la fuerza de interaccidn no es la misma.
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Grafico 18. Contactos generados a lo largo de la simulacion en EGFR. A): Interacciones idnicas y
puentes de hidrégeno a lo largo de la simulacion; B): interacciones hidrofobicas y puentes de agua a

lo largo de la simulacion.

La estabilidad del complejo se comenz6 a generar finalmente, como ya se menciono, a
los 1.7 segundos pues fue claramente influenciada gracias a dos interacciones

generadas. La primera de ellas fue la interaccion tipo 1r-cation con la Lys721 (Gréafico 18
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a )que comienza a ocurrir al primer nanosegundo y se establece mayor numero de veces
después de 1.5 ns; esta Lys se encuentra a un lado de la zona hidrofobica 1l de la cinasa
lo que provoco que el anillo aroméatico 4-fluoro sustituido se estabilizara y no permitiese
la salida de AUMO-28 del sitio de union.

La segunda interaccién fue la Met769 que volvié a generarse en los Ultimos 1.5 ns lo que
dio pie a la estabilizacion final del complejo al observarse la meseta en el RDMS de la
proteina y la ligera disminucion del RMSD del ligando. Esto indicd, de manera clara. que
la interaccion con Met769 mediante puente de hidrogeno es sumamente importante para
generar un complejo estable. El video complementario al andlisis realizado se puede

consultar en el siguiente enlace:

https://www.youtube.com/watch?v=4jg5Dpel6Bg

7.2.6.2. AUMO-28 en AKT2
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Grafico 19. RMSD de AKT2 y AUMO-28 en la dindmica molecular sobre AKT2. Se muestra
en naranja el RMSD de la cadena principal de EGFR y en rojo el RMSD de AUMO-28 con

respecto a su posicion inicial.
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En el Gréfico 19 se puede observar el RMSD de la cadena principal de AKT2, el cual
presenté una meseta en el intervalo de 0.8 ns a 2.3 ns y un cambio sustancial con una
meseta después de los 2.3 ns. Lo anterior se correlacion6 con el RMSD del ligando, pues
en 2.3 ns ocurrié un cambio considerable para regresar a un valor estable el resto de la
simulacién. Lo anterior pudo sugerir que AUMO-28 muestra dos poses distintas dentro

del sitio catalitico las cuales fueron estables.
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Grafico 20. RMSF de AUMO-28 en AKT2. El &tomo con mayor movilidad es el nimero 22 el

cual corresponde al hidroxilo terminal

Lo anterior, se verific6 mediante el analisis del RMSF. De acuerdo con el Grafico 20, las
variaciones mas notables del RMSF se localizaron en los atomos 15 y 23 los cuales
corresponden a un oxigeno de la sulfona y al hidroxilo terminal. Sin embargo, el &tomo

gue mas movilidad tuvo fue el hidroxilo.
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Al
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Grafico 21. Torsion del enlace O-C. a: representacion radial de la torsion de enlace a lo largo
de la simulacion. b: Representacion de histograma del grafico radial. El eje Y representa la

energia potencial (en Kcal/mol) del enlace rotable.

Para apoyar lo anterior mencionado, se procedié a analizar el angulo de torsion del
enlace O-C del hidroxilo terminal. Se pudo observar que, dentro de los primeros 2 ns, el
angulo del enlace O-C fue alrededor de 90 ° y, subitamente, el enlace presentd un giro
de 180°. De acuerdo con el Grafico 21b, se observd que la distribucion del angulo en
los primeros 2 ns fue principalmente 90° y después de ellos la tendencia indicé que el

angulo se encontrara alrededor de los 260°.

Los datos anteriores justificaron el cambio busco y posterior estabilizacion del RMSD de
la proteina y del ligando en dos distintos modos de unidn que, a priori son estables
ademas de correlacionarse con el modo de union predicho por Autodock Vina al

momento de realizar el estudio consenso de modos de unién.
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Gréafico 22. Contactos generados a lo largo de la simulacion en AKT2. Se muestran

interacciones idnicas, puentes de hidrégeno, contactos hidrofébicos y puentes con agua.

Es importante mencionar que la estabilizacion de ambos modos de union se debe
principalmente a los distintos puentes de hidrégeno generados, interacciones ionicas y
contactos hidrofébicos. El Grafico 22 muestra que la interaccién con mayor numero de
contactos durante toda la simulacion fue con Asp293 el cual es clave para presentar
posible actividad biolégica. Es importante notar que después de los 2 ns, el nUmero de
contactos aumenté con este aminoacido lo que sugiere que la segunda conformacién del
ligando puede ser aun mas estable que la primera. Esto también se vio reflejado en dos

interacciones mas: Ala232 y Glu236.

Comenzando con Ala232, presentd 3 periodos distintos de interacciones. El primero de
ellos fue al inicio de la simulacion, en donde se pudo observar una gran cantidad de
dichas interacciones que eventualmente se perdieron. El segundo se encontr6 entre 1.2
y 2 ns las cuales no fueron tan pobladas y continuas. El tltimo se present6 después de
los 2 ns (posterior al cambio conformacional del ligando), pues se observé un aumento

en las interacciones con este aminoacido lo que se sumo a la estabilidad del complejo.
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Por ultimo, los contactos con el Glu236 aumentaron de manera considerable después
del cambio conformacional lo que, de nuevo, aumentd la estabilidad del complejo.
Algunas interacciones como Thr 292 aumentaron después de los 2 ns, pero no fueron
tan evidentes como las interacciones anteriormente mencionadas. Un detalle por resaltar
fue la pérdida de la interaccidn con la Glu279; esta interaccion se trataba de un puente
de agua con el hidroxilo terminal del ligando que, después del giro de 180° del hidroxilo,
se perdi6 totalmente. EI complemento del andlisis realizado se puede encontrar en el

video del siguiente enlace:

https://www.youtube.com/watch?v=k2BztX VFgA

7.2.7. Aproximacioén de energias de interaccion

Finalmente, una manera de estimar, de manera muy aproximada, la energia de
interaccién del sistema es mediante una suma de energias de interaccion promedio de
ligando y el resto del sistema tomando en cuenta las interacciones de corto alcance de

Lennard-Jones, Coulomb y la forma libre del ligando (solvatada).

Para ello, se realiz6 el célculo de las interacciones coulémbicas y Lennard-Jones entre
la proteina, solvente, y solutos y el ligando. Como se puede observar en la Tabla 8, el
comportamiento energético es muy similar para ambas dianas sin olvidar que la similitud
no es estricta pues la dindmica no consideré la energia de solvatacion®-28. A pesar de

ello, las energias parecen relacionarse con los puntajes de acoplamiento molecular.

Tabla 8. Energia de interaccién generadas a partir de las dinAmicas moleculares

Energias (Ej Interaccion EGFR AKT2
Ligando- (Kcal/mol) (Kcal/mol)
Proteina -130.468 -132.892
Couldmbicas Solvente -41.077 -36.177
Soluto -56.905 -43.463
Proteina 28.550 30.508
Lennard-Jones Solvente -1.087 0.977
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Soluto -39.685 -47.001
interaccién total El = Z E. -240.673 -226.281
- 1
Acoplamiento -9.730 -9.528

molecular

Es importante notar que la energia en AKT2 fue menor debido a que gran parte de la
dinamica la pose no fue la mas favorable lo que podria aumentar la afinidad si la dinamica

se contindia simulando mas de 3ns.
7.2.8. Propiedades fisicoquimicas de la serie AUMO

En el Gréfico 23 se puede observar como las propiedades fisicoquimicas de la serie
AUMO-28 fueron evolucionando para finalmente caer dentro de valores aceptables para
una molécula drug-like. Una de las disminuciones mas considerables fue la masa molar,
pues de manera inicial las primeras series se encontraban por encima de los 600 g/mol
y, conforme se fueron realizando las modificaciones, la masa molar disminuy6 hasta los
400 g/mol. La tendencia de disminucion del logP se observo aun mas siendo las dltimas
series las que presentaron un logP cercano a 0; esto se debid principalmente a que las
Ultimas moléculas tienen en su estructura una sulfona y cadenas laterales de

aminodacidos que virtualmente podrian aumentar la solubilidad.

Uno de los problemas que mas se observaron, como ya se menciong, fue la disminucion
de la TPSA. Durante gran parte de la optimizacion se encontré por encima de 140.0 A2
debido a la presencia de carbonilos y oxigenos; por ello, AUMO-28 no presenta el
carbonilo del aminoacido ya que, ademas de no influir en el modo de union, permitio
disminuir el TPSA apenas por debajo del limite de 140 A2. Cabe mencionar que la sulfona
presente contribuye de manera notable sobre esta propiedad que, sin embargo, no es
posible eliminar o cambiar pues, como ya fue explicado es indispensable para el modo

de unién mas favorable.
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En cuanto a ER y DPH, dichas propiedades se mantuvieron estables. Es importante
mencionar que para mantener un numero adecuado de DPH la modificacién de la
sulfonamida que se encontraba presente en las moléculas AUMO1-17 beneficio la
disminucién de dicho pardmetro. Finalmente, los APH, fueron disminuyendo
gradualmente hasta encontrarse en los limites y, por ello, en AUMO-28, ademas de
disminuir el TPSA, la eliminacion del carbonilo del aminoacido permitié entrar en los

limites de dicha propiedad.

El siguiente paso fue analizar el posicionamiento de AUMO-28 en los espacios quimicos
de farmacos comerciales e inhibidores de cinasa. De acuerdo con la Tabla 9, se pudo
observar, de igual manera que en la serie CUMO, que la representacion bidimensional
de componentes principales logréo explicar mas del 70% de las propiedades
fisicoquimicas para el espacio quimico de inhibidores de cinasa y mas de 90% para el
espacio quimico de farmacos aprobados. Debido a esto el analisis pudo resultar util para
observar el comportamiento de AUMO-28.

Tabla 9. Valores de varianza del andlisis de propiedades fisicoquimicas mediante
componentes principales de espacios quimicos

Componente Varianza (%)
principal Farmacos Inhibidores de
aprobados cinasa
PC1 82.24 45.00
PC2 12.13 25.58

Al realizar la representacion de los farmacos aprobados (Gréafico 24 ), se observo que
AUMO-28 forma parte de la zona donde mas poblacion de farmacos aprobados. Esto
indic6 que su comportamiento fisicoquimico es muy similar a los farmacos existentes,
aumenta la probabilidad de presentar actividad biolégica y ser candidato a convertirse en

farmaco.
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Grafico 23. Propiedades fisicoquimicas de serie AUMO. APH: Aceptores de puente de hidrégeno; DPH: Donadores de puente de hidrogeno; ER:

Enlaces rotables; MM: masa molar.
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Grafico 24. Representacion bidimensional de propiedades fisicoquimicas de
farmacos aprobados mediante componentes principales (pcl, pc2). El circulo amarillo

indica la posicion de AUMO.

El segundo andlisis de espacio quimico se muestra en el Gréafico 25. Similar a lo
observado para CUMO-13, AUMO-28 se localiz6 lejano a la zona méas poblada de
los inhibidores. Esto fue muy claro debido al bajo logP que tiene esta molécula; la
mayoria de los inhibidores muestran este valor entre 2 y 5. Sin embargo también
vale la pena mencionar que una gran parte de estas moléculas sobre pasan los 500
g/mol, algunos pocos no cumplen con los DPH o TPSA por lo que AUMO-28 tiene

mejores propiedades farmacéuticas en general.
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Grafico 25. Representacion bidimensional de propiedades fisicoquimicas de
inhibidores de cinasas mediante componentes principales (pcl, pc2). El circulo anillo

rojo muestra la posicién de AUMO-30.

La comparacion entre el Hit AUMO-1 y AUMO-28 (Tabla 10) muestra de manera
clara la mejoria en las propiedades fisicoquimicas. AUMO-28 cumplié en su
totalidad con las reglas de Lipinski y Veber por lo que esta molécula se consideré

entonces un candidato a farmaco.

Tabla 10. Comparacion de las propiedades fisicoquimicas de AUMO-1 y AUMO-28

Molécula MM (g/mol) logP DPH APH TPSA ER
Hit AUMO-1 524.613 -2.181 3 11 152.22 8
AUMO-28 469.487 1.1838 4 8 138.61 10

45
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8. CONCLUSIONES

El trabajo realizado permitié disefiar dos derivados de quinazolina como potenciales

inhibidores duales en la via de sefializacion de EGFR.

El primero, CUMO-13, se diseii6 sobre EGFR y PARP1 basandose en el ligando
natural NADH. En lo que respecta a PARP1, el modo de unién fue validado mediante
acoplamiento consenso y dinamica molecular. Para el primer caso, los
acoplamientos presentaron RMSD menores a 2 A con respecto a sus poses. La
dinamica molecular confirmé la validez del consenso demostrando la estabilidad del
complejo proteina-ligando al ser expuesto a un ambiente simulado de condiciones
reales. Las interacciones con Gly863 y Ser904, consideradas indispensables para
presentar posible actividad biologica, ocurrieron durante toda la simulacion y
CUMO-13 se estabilizd gracias a interacciones tipo 1-1m con Tyr889, Tyr896 y
Tyr907.

Para EGFR, el modo de unién consenso presentd poses similares con RMSD
menores a 2 A. Sin embargo, la dinamica molecular revel6 que el modo de union
predicho no fue el mas estable pues la isoquinolinona salié del sitio de union
predicho provocando que CUMO-13 perdiera interacciones clave como el puente de
hidrégeno con Met769. A pesar de ello, CUMO-13 se mantuvo dentro del sitio de
unién gracias a las interacciones generadas entre la isoquinolinona y Arg817. Lo
anterior se debi6 al poco volumen que representa el pirrol en la posicion 4 de la
guinazolina pues funge como pivote al poder moverse con mas facilidad dentro de
la zona hidrofébica. Esto llevé a resaltar que realizar dinamica molecular puede ser

indispensable para descartar falsos positivos.

Las propiedades fisicoquimicas de CUMO-13 y la serie CUMO en general se
mantuvieron dentro de los limites que considera Lipinski y se viol6 una regla de
Veber que, a pesar de ello, se pudo considerar como candidato a farmaco. El
posicionamiento de la molécula en el espacio quimico de los farmacos comerciales
demostro la similitud que ésta molécula posee y por lo tanto aumenta la posibilidad
de presentar actividad biolégica. En el espacio quimico de inhibidores de cinasa,

CUMO-13 se localizé cercano a los farmacos comerciales y su posicionamiento se
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debio al valor alto de TPSA que tiene la molécula que se debio principalmente a la
sulfona presente en la molécula. En el espacio quimico de inhibidores PARP1 no
fue el suficientemente amplio para realizar un andlisis adecuado pues no existen

muchas moléculas comerciales cuya diana bioldgica sea PARP1.

La segunda molécula disefiada, AUMO-28, se disefi6 a partir la obtencion de
interacciones clave mas importantes en AKT2 mediante el uso de PLIFS las cuales
fueron Asp293, Glu236 y Val 132 que permitieron encontrar un Hit computacional

proveniente de un cribado virtual posterior.

Consecuentes modificaciones estructurales que permitieron encontrar a una
molécula candidata a ser farmaco la cual presenté puntajes de acoplamiento
similares en EGFR y AKT2. El modo de union de AUMO-28 se validé mediante

acoplamiento consenso al presentar RMSD menores a 2 A.

AUMO-28 puede competir por el sitio de unidon del magnesio en las cinasas pues la
amina primaria que se encuentra protonada a pH fisiologico se une a EGFR y AKT2
generando interacciones idnicas con residuos involucrados en el reconocimiento y
estabilizacion del magnesio. Ademas, el estudio predictivo de constantes de acidez
mostré que un 54% de AUMO-28 se encuentra protonado exclusivamente en la
amina primaria, debido a que la especie protonada es mas afin a los receptores es

posible un desplazamiento del equilibrio a la especie protonada.

La dindmica molecular de AUMO-28 en EGFR permitié observar que dicho complejo
proteina-ligando fue estable durante 3 ns. Ademas, permiti6 identificar que las
interacciones de tipo puente de hidrégeno entre Met769 y el nitrégeno 1 de la
guinazolina son claves para estabilizar el complejo pues durante la simulacién se
genero un puente de agua entre dicho aminoacido y el atomo de la quinazolina que
alej6 de manera considerable a la quinazolina de su posicion original. Otras
interacciones de tipo 1r-cation entre la Lys721 y el anillo tipo anilina de la quinazolina
gue aumentan la estabilidad del complejo ademas de que practicamente en toda la

simulacion la interaccion entre de la amina protonada y Asp831 y Asn818 ocurrieron.

En el caso de la dindmica molecular de AUMO-28 en AKT2, el estudié permitié

observar 2 distintos modos de union a lo largo de la simulacion los cuales son
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estables. Dichos modos de unidn estan determinados por el hidroxilo terminal del
ligando que, en los primeros momentos de la simulacién, forma un angulo de 90° y,
posteriormente, da un giro de 180°. El segundo modo de unién generado es mas
estable al presentar interacciones de tipo puente de hidrégeno con Ala232 y el

nitrogeno 1 de la quinazolina el cual es equivalente a la Met769 en EGFR.

La estimacion energética de los complejos AUMO-28-EGFR y AUMO-28-AKT2
mostré una afinidad durante la dinamica molecular muy similar siendo menor en

AKT2 debido al modo de unién con el cual se inicié la simulacion.

Las propiedades fisicoquimicas de AUMO-28 y la serie AUMO fueron dificiles de
controlar. Durante gran parte del disefio de la molécula las propiedades rebasaron
el limite de Lipinski y Veber. Sin embargo, debido a que AUMO-28 cumplio con las
reglas de Lipinski y Veber se pudo considerar en como un buen candidato a
farmaco. Su posicionamiento en el espacio quimico de los farmacos comerciales se
encontrd en la zona con mayor cantidad de farmacos. El posicionamiento dentro del
espacio quimico de los inhibidores de cinasas fue ligeramente alejado y
principalmente se debié al valor alto de TPSA que es generado por la sulfona y el

oxigeno terminal asi como el valor de logP de la molécula.

Gracias a las técnicas computacionales y estudios predictivos, las moléculas
AUMO-28 y CUMO-13 presentaron caracteristicas favorables e interesantes que

permiten ser candidatas a ser fArmacos y ser evaluadas biolégicamente.

9. PERSPECTIVAS

e Proponer una ruta de sintesis y sintetizar AUMO-28 y CUMO-13.

e Demostrar que las moléculas disefiadas son inhibidores de las dianas
bioldgicas utilizadas en este trabajo.

e Demostrar los modos de union de AUMO-28 y CUMO-13 mediante
cristalografia de proteinas.

e Determinar la afinidad de las moléculas por las dianas biologicas
utilizadas en este trabajo.

e Realizar evaluaciones bioldgicas en lineas adecuadas para determinar su

efecto antitumoral.
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APENDICE I. FUNDAMENTOS TEORICOS

Este apartado fue elaborado con el fin de incluir tnicamente los aspectos relevantes
de los temas que permitan explicar algunos fundamentos computacionales
empleados en el presente trabajo. Se abordan temas relacionados a bases de datos
guimioinformaticas, técnicas y principios para disefio de farmacos asistido por

computadora, acoplamiento molecular y dinamica molecular.
Al.1 Quimioinformatica

La quimioinformética es la conjuncion de la informética y el conocimiento quimico
para resolver problemas quimicos 8°. Este término ha existido ya 20 afios y aln se
encuentra en desarrollo. El uso de la quimioinformética para el descubrimiento de
farmacos involucra un numeroso grupo de técnicas y el gran aumento de
informacion ha llevado a la creacién de diversas bases de datos en donde es posible
manejar informacion farmacolégica y de interés quimico. Diversos grupos de
investigacién y académicos han desarrollado bases de que son de libre acceso
(Tabla Al).

Tabla Al. Base de datos disponibles de manera gratuita

Base de datos Descripcion

ZINC 90 Base de datos comercial de compuestos para cribado virtual.
Creada por el Pharmaceutical Chemistry Department en la
Universidad de California en San Francisco.

ChEMBL Cuenta con informacion de moléculas ensayadas, ensayos
biolégicos, dianas biolégicas, informacién de lineas celulares
y tejidos. Creada por el European Bioinformatic Institute

DrugBank Contiene informacion detallada de farmacos comerciales
(mecanismos de accién, farmacocinética, forma
farmacéutica, etc) y de las dianas biolégicas (vias de
sefalizacion, estructura). Creada por Canadian Institutes of

Health Research.
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PubChem Contiene informacién de estructuras quimicas tal como
propiedades fisicoquimicas, actividades bioldgicas, patentes,

toxicidad, etc. Creada por el National Institutes of Health

A.1.2 Disefio de farmacos asistido por computadora

El disefio de farmacos asistido por computadora (DFAC)tiene como objetivos el
disefio, optimizacion y seleccién de compuesto con actividad bioldgica. Forma parte
de diversas disciplinas cientificas pues abarca modelado molecular,
guimioinformatica, quimica teorica y quimica computacional. Los métodos del
DIFAC se pueden agrupar en dos areas muy distinguidas: basado en el ligando y
basado en la estructura. Los métodos basados en el ligando se utilizan cuando se
conoce la estructura de una serie de moléculas que comparten actividad biolégica.
Los métodos basados en el receptor se emplean cuando se conoce la estructura
del receptor pudiendo determinar donde interaccionara el ligando donde se utiliza la
técnica de acoplamiento molecular (molecular docking). Cuando se requiere realizar
un andlisis de gran numero se utiliza la técnica de cribado virtual (virtual

screening)®°.
A1.3 Cribado virtual

El cribado de alta eficiencia (High throughput screening, HTS traducido del inglés)
ha sido utilizado por diversas compafias farmacéuticas e institutos de investigacion
en el descubrimiento de farmacos sigue siendo un método que requiere gran
cantidad de tiempo y sobre todo recursos monetarios por lo que otros investigadores
han tenido que utilizar el disefio racional mediante métodos computacionales. Una
de ellas es el cribado virtual (Virtual screening, VS) en donde se realiza un cribado
a bibliotecas de moléculas y que puede realizarse de dos distintas maneras: cribado
sobre una diana molecular o cribado por similitud de moléculas activas. En el caso
del cribado sobre una diana molecular se utiliza la técnica de acoplamiento
molecular y se eligen las moléculas con mejor energia de unidon ademas de utilizar
otro tipo de filtros como reglas de Lipinski-Veber, aspectos toxicos, o propiedades

ADME (Administracion, distribucion, metabolismo y excrecidn) Si se trata de cribado
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por similitud se utlizan funciones de similitud y huellas digitales (Fingerprints
traducido del inglés) y las moléculas mas similares a un compuesto conocido que
es activo se seleccionan. Una vez seleccionadas las moléculas con cualquier
método utilizado se procede a sintetizar o comprar para poder ser evaluadas

biol6gicamente®92,
Al.4 Acoplamiento molecular

Se trata de un método computacional basado en la estructura para el disefio de
farmacos. Este método involucra la prediccion de la conformaciéon de un ligando
dentro de un sitio de unién de una diana molecular. Los objetivos principales de
estudios de acoplamiento es predecir de manera adecuada la conformacion y la
energia de unién la molécula. Esta energia de union se ha modelado como un
equilibrio quimico de formacion de un complejo proteina-ligando generalmente en
medio acuoso y electrolitos. A esta reaccion se le es determinada la energia libre
de Gibbs (AG) y se consideran diversos factores como estéricos, electrostaticos,
rigidez de la macromolécula, formacion de puentes de hidrégeno, energia de
solvatacién, desolvatacibon ademas de factores entropicos rotacionales vy

traslacionales 3.

Figura Al. Esquema del fundamento del acoplamiento molecular. El inhibidor (I) se

une a la enzima (E) para formar el complejo inhibidor-enzima (E-I) todo en medio

acuoso. Tomado de http://dlab.cl/molecular-design/

Existen tres representaciones basicas del receptor: atdmico, superficial y de rejilla
(grid). El uso de rejillas energéticas se presenta en varios programas para realizar

los calculos de energia de unién. En esta rejilla se almacena informacién de puntos
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energeéticos que involucra dos tipos de potenciales: electrostaticos y van der Waals
94,95

Si bien, los algoritmos de céalculo en acoplamiento molecular han producido avances
importantes, aun resulta dificil asignar el cambio conformacional que pueda ocurrir
en el receptor. Se han desarrollado algunas resoluciones como el uso de funciones
de puntuacion consenso, es decir, el uso de distintos programas para la seleccion
de los conférmeros mas probables y la re-evaluacion a posteriori de las afinidades

y conformaciones mediante el empleo de dindmica molecular o metadindmica.
A1.5 Dinamica molecular

Los métodos de dinamica molecular son ampliamente utilizados para obtener la
informacion acerca de la evolucién de las conformaciones de proteinas y otras

macromoléculas a lo largo del tiempo.

De manera general, un modelo se obtiene de manera experimental (cristalizacion
de una proteina) o mediante modelado comparativo. El sistema simulado puede
ser representado a diferentes niveles de detalle; la representacion atomistica ha
sido la que mejor simula los sistemas. De igual forma, es importante definir la
representacion del solvente pues el disolvente explicito es capaz de recuperar la
mayor parte de los efectos generados por solventes reales incluyendo aquellos

gue son exclusivos de origenes entrépicos como el efecto hidrofébico.

Una vez que el sistema se ha construido, las fuerzas que actlan sobre cada
atomo se obtienen mediante ecuaciones conocidas como campos de fuerza que
describen la energia potencial y fuerzas. Estos campos de fuerza se basan en
distintas caracteristicas de representacion molecular: resortes para longitud de
enlace y angulos, funciones periddicas para rotacion de enlaces, potenciales de
Lennard-Jones para interacciones de van der Waals y la ley de Coulomb para

interacciones electrostaticas.

Una vez que las fuerzas son calculadas para cada atomo individual, la ley de
Newton se utiliza para calcular aceleraciones y velocidades asi como actualizar las

posiciones de los &tomos.
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A.1.6 Prediccion de propiedades ADME

Si bien, la afinidad entre el ligando y receptor es una de las caracteristicas mas
importantes en el desarrollo de un farmaco existe una progresiva necesidad de
evaluar a priori las propiedades farmacocinéticas con el fin de excluir aquellos
compuestos que puedan tener problema de biodisponibilidad, metabolismo

inadecuado o toxicidad.

Estos parametros se acuiien a Lipinski, quien sugiri6 un conjunto de reglas
empiricas que debia reunir un compuesto para ser considerado un candidato a
farmaco (drug-like por traduccién del inglés) tales como masa molecular inferior a
500 Da, coeficiente de particion octanol-agua (logP) menor a 5, grupos donadores
de puentes de hidrégeno menor a 5 y un nimero de grupos aceptores de puente de
hidrégeno menor a 10. Diversas propiedades se han adicionado provenientes de
distintos investigadores tales como Veber y Egan que limitan ain mas las

caracteristicas.

Algunas propiedades son sencillas de calcular pues son conteos y sumas sencillas,
sin embargo, algunos otras como logP. TPSA o logS no siempre resultan sencillas
de determinar experimentalmente por lo que se han desarrollado diversas
ecuaciones basandose en reglas empiricas para el caso de logP o en

consideraciones estructurales para el caso de TPSA.

APENDICE II. PROTEINAS UTILIZADAS

Tabla A2. Especificaciones técnicas de proteinas utilizadas

Proteina CoOdigo R-Free R-Work  Resolucién (A) Organismo
EGFR 29s7 0.298 0.233 2.6 Homo sapiens
AKT2 2jdo 0.210 0.175 1.8 Homo sapiens
PARP1 4r6e 0.218 0.202 2.2 Homo sapiens
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APENDICE lIl. VALIDACION DE ACOPLAMIENTO MOLECULAR

A)

Figura A2. Alineamiento del re-acoplamiento del ligando co-cristalizado en 4r6e (A)
y 2jdo (B). EI RMDS presento6 un valor de 0.3599 para 4r6e y 0.8059 para 2JDO. En
azul se observa el ligando co-cristalizado y en rosa el acoplamiento realizado en
GlideXP.
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APENDICE IV

APENDICE IV. DISENO DE CANDIDATOS

A4.1 Acoplamientos moleculares de serie CUMO en PARP1

HO
Tyr896A
@ Tyr907A
Ser9{4A
Q-H-—-—m=——— g @ L
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R i N
o S "
N .- H

Gly863A \ZF

Figura A3. Modo de unién e interacciones de CUMO-1 en 4r6e




APENDICE IV

> 4

o-H
@ Tyr907A

Tyr896A

Tyr907A i

HO

Figura A4. Modo de unidn e interacciones de CUMO-2 en 4r6e
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APENDICE IV
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Figura A4. Modo de unidn e interacciones de CUMO-3 en 4r6e
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APENDICE IV

Gly863A

o-H HO

Tyr907A
Tyr896A

Tyr907A

Figura A5 . Modo de unién e interacciones de CUMO-4 en 4r6e
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APENDICE IV

Tyr907A
Tyr896A  Tyr907A

Figura A6 . Modo de unidn e interacciones de CUMO-5 en 4r6e
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APENDICE IV

Tyro907A
Tyr896A

HO

Figura A7 . Modo de unidn e interacciones de CUMO-6 en 4r6e
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APENDICE IV
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Figura A8. Modo de unidn e interacciones de CUMO-7 en 4r6e
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APENDICE IV

> 4

Ser9\04A \

Tyr889A

Gly863A

Tyr907A

Arg865A

Figura A9. Modo de unién e interacciones de CUMO-8 en 4r6e
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APENDICE IV

Arg878A

Tyr896A Tyr907A HO
Tyr907A

Figura A10. Modo de unién e interacciones de CUMO-9 en 4r6e
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APENDICE IV

Arg878A

Tyr896A HO
Tyr907A

Tyr907A

Figura A11l. Modo de unién e interacciones de CUMO-10 en 4r6e

106



APENDICE IV

Arg878A

Tyr896A HO
Tyr907A

Tyr907A

Figura A12. Modo de unién e interacciones de CUMO-11 en 4r6e
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APENDICE IV
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Figura A13. Modo de unién e interacciones de CUMO-12 en 4r6e
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APENDICE IV

A 4.2 Acoplamientos de serie CUMO en EGFR

GIn767A

Met769A

Figura A14. Modo de unidn e interacciones de CUMO-6 en 2gs7
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APENDICE IV

Asp831A

Figura A15. Modo de unidn e interacciones de CUMO-7 en 2gs7
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APENDICE IV

\ A
_/— Met769A
\

ys721A Thi766A

Figura A16 . Modo de unidn e interacciones de CUMO-8 en 2gs7
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APENDICE IV

—/— Met769A
\\O

Figura Al17. Modo de unidn e interacciones de CUMO-9 en 2gs7
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APENDICE IV

Met769A

Figura A18. Modo de unidn e interacciones de CUMO-10 en 2gs7
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APENDICE IV
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\
\

Lys721A —\_\

N v

Met769A

Figura A19. Modo de union e interacciones de CUMO-11 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A20. Modo de unidn e interacciones de CUMO-12 en 2gs7
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APENDICE IV

A4.3 Acoplamientos de serie AUMO en EGFR
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Figura A21. Modo de union e interacciones de AUMO-2 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A22. Modo de union e interacciones de AUMO-3 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A23. Modo de unién e interacciones de AUMO-4 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A24. Modo de union e interacciones de AUMO-5 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A25. Modo de unién e interacciones de AUMO-6 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A26. Modo de unién e interacciones de AUMO-7 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A27. Modo de union e interacciones de AUMO-8 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A28. Modo de union e interacciones de AUMO-9 en 2gs7
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APENDICE IV

Figura A29. Modo de union e interacciones de AUMO-10 en 2gs7
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APENDICE IV

Lys7T21A

Figura A30. Modo de unién e interacciones de AUMO-11 en 2gs7
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APENDICE IV

Figura A31. Modo de unién e interacciones de AUMO-12 en 2gs7
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APENDICE IV

Arg817A

5 |
Met7E94A N
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Figura A32. Modo de unién e interacciones de AUMO-13 en 2gs7
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APENDICE IV
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H
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Figura A33. Modo de unién e interacciones de AUMO-14 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A34. Modo de union e interacciones de AUMO-15 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A35. Modo de union e interacciones de AUMO-16 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A36. Modo de unién e interacciones de AUMO-17 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A37. Modo de union e interacciones de AUMO-18 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A38. Modo de unién e interacciones de AUMO-19 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A39. Modo de unién e interacciones de AUMO-20 en 2gs7

134



APENDICE IV
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Figura A40. Modo de union e interacciones de AUMO-21 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A41. Modo de unién e interacciones de AUMO-22 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A42. Modo de union e interacciones de AUMO-23 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A43. Modo de union e interacciones de AUMO-24 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A44. Modo de union e interacciones de AUMO-25 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A45. Modo de union e interacciones de AUMO-26 en 2gs7
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APENDICE IV

Arg817A

Asp813A

Figura A46. Modo de union e interacciones de AUMO-27 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A47. Modo de unién e interacciones de AUMO-29 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A48 Modo de union e interacciones de AUMO-30 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A49. Modo de unién e interacciones de AUMO-31 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A50. Modo de union e interacciones de AUMO-32 en 2gs7
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APENDICE IV
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Figura A51. Modo de unién e interacciones de AUMO-33 en 2gs7
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APENDICE IV

A 4.4 Acoplamientos de serie AUMO en AKT2
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Figura A52. Modo de union e interacciones de AUMO-2 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A53. Modo de unién e interacciones de AUMO-3 en 2jdo
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APENDICE IV
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APENDICE IV

Figura A54. Modo de union e interacciones de AUMO-4 en 2jdo
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Phe443A s e
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Figura A55. Modo de union e interacciones de AUMO-5 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A56. Modo de union e interacciones de AUMO-6 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A57. Modo de unién e interacciones de AUMO-7 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A58. Modo de union e interacciones de AUMO-8 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A59. Modo de union e interacciones de AUMO-9 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A60. Modo de union e interacciones de AUMO-10 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A61. Modo de union e interacciones de AUMO-11 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A62. Modo de union e interacciones de AUMO-12 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A63. Modo de union e interacciones de AUMO-13 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A64. Modo de union e interacciones de AUMO-14 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A65. Modo de union e interacciones de AUMO-15 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A66. Modo de union e interacciones de AUMO-16 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A67. Modo de union e interacciones de AUMO-17 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A68. Modo de union e interacciones de AUMO-18 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A69. Modo de union e interacciones de AUMO-19 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A70. Modo de union e interacciones de AUMO-20 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A71. Modo de union e interacciones de AUMO-21 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A72. Modo de union e interacciones de AUMO-22 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A73. Modo de union e interacciones de AUMO-23 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A74. Modo de union e interacciones de AUMO-24 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A75. Modo de union e interacciones de AUMO-25 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A76. Modo de union e interacciones de AUMO-26 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A77. Modo de union e interacciones de AUMO-27 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A78. Modo de union e interacciones de AUMO-29 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A79. Modo de union e interacciones de AUMO-30 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A80. Modo de union e interacciones de AUMO-31 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A81. Modo de union e interacciones de AUMO-32 en 2jdo
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APENDICE IV
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Figura A82. Modo de union e interacciones de AUMO-33 en 2jdo
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APENDICE IV

A 4.5 Especiacién acido base de AUMO-28
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Gréafico Al. Diagrama de distribucion de especies acido-base de AUMO-28. Se muestran las especies involucradas y sus
respectivas curvas. Diagrama generado a partir del paquete Protonating de ChemAxom.
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APENDICE V

APENDICE V. DINAMICA MOLECULAR

A 5.1 AUMO-28 en EGFR
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Grafico A2. RMSF de EGFR en la dinamica molecular

22,

2|1

RMSF (A)

= < 1N O N~ © O — N I

e e (e e Y NN J

Numero de atomo

Grafico A3. RMSF de AUMO-28 con respecto al sitio de unién en EGFR
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APENDICE V
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Grafico A4. Angulos de torsién de los enlaces rotables de AUMO-28 en la dindmica molecular

de EGFR
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APENDICE V

A 5.2 AUMO-28 en AKT2
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Grafico A5. RMSF de AKT2 en la dinamica molecular
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APENDICE V
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Grafico A6. Angulos de torsion de los enlaces rotables de AUMO-28 en la dinamica

molecuar de AKT2
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APENDICE V

A 5.3 CUMO-13 en PARP1
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Grafico A7. Angulos de torsién de los enlaces rotables de CUMO-13 en la dindmica molecular

de PARP1.
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Grafico A8. RMSF de PARP1 en la dinamica molecular.
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APENDICE V

A 5.4 CUMO-13 en EGFR
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Grafico A9. Angulos de torsidn de los enlaces rotables de CUMO-13 en la dindmica molecular

de EGFR en los primeros 3ns.

2.0 | .

16} -

RMSF (A)

1.2

| | 1 l
0 50 100 150 200 250 300 350

NUmero de residuo

Gréfico A10. RMSF de EGFR en la dinAmica molecular en los primeros 3 ns.
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APENDICE VI
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Grafico A11l. RMSF de EGFR en la dindmica molecular de 3 a 6 ns.

APENDICE VI. PROPIEDADES ADME Y PUNTAJES
A 6.1 SERIE CUMO

Tabla A2. Propiedades ADME y puntajes de acoplamiento en GlideXP en EGFR y

PARP1 de la serie CUMO

Molécula Puntaje MM logP APH DPH TPSA ER
(kcal/mol) (g/mol) (A?
EGFR PARP1

CUMO-1 ---- -7.252 121.139 0.7469 2 1 43.09 1
CUMO-2 -—-- -7.751 147.176 1.2958 2 1 29.1 0
CUMO-3 -—-- -7.690 148.165 -0.7294 3 2 41.13 0
CUMO-4 ---- -7.386 146.149 0.9409 3 1 41.46 0
CUMO-5 -6.483 -8.649 145.161 1.1399 2 1 29.1 0
AUMO-7 -7.660 -8.298 288.309 2.1738 5 2 66.91 2
CUMO-8 -9.084 -8.550 303.324 1.8479 6 3 92.93 2
CUMO-9 -8.398 -7.231  379.422 4.0556 6 3 78.94 4
CUMO-10 -9.315 -7.785 408.464 3.5083 7 4 90.97 6
CUMO-11 -9.315 -8.372 407.476 4,1951 6 3 78.94 6
CUMO-12 -8.255 -8.855 457.513 2.7687 8 3 121.46 6
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APENDICE VI

A 6.1 SERIE AUMO

Tabla A3. Propiedades ADME y puntajes de acoplamiento molecular en GlideXP en

EGFR y AKT2 de la serie AUMO

Molécula Puntaje (kcal/mol) MM logP APH DPH TPSA ER
EGFR  AKT2  (g/mol) (A?)
AUMO-2 -10.677 -6.435 665741 3.4218 12 3 162.8 10
AUMO-3 -10.873 -8.514 715748 4.1693 12 3 162.8 11
AUMO-4 -5955  -6.280 726.647 4.0462 12 3 162.8 10
AUMO-5 -6.714  -7.386  682.196 3.927 12 3 162.8 10
AUMO-6 -6.566 -8.170  625.124 1.8166 11 5 163.56 7
AUMO-7 -7.196  -8.774 658.676 2.0589 11 5 163.56 8
AUMO-8 -6.840 -8.550  669.575 1.9358 11 5 163.56 7
AUMO-9 -6.731 -7.090 608.669 1.3114 11 5 163.56 7
AUMO-10 -8.592  -7.630  652.568 5.0673 10 3 142.13 7
AUMO-11 -6.582  -8.222 641.669 5.1904 10 3 142.13 8
AUMO-12 -7.030  -8.823 591.662 4.4429 10 3 142.13 7
AUMO-13 -8.711 -7.870  608.117 4.9481 10 3 142.13 7
AUMO-14 -9.103  -6.559  638.585 53645 9 3 132.9 10
AUMO-15 -7.742  -7.837 627.686 54876 9 3 132.9 11
AUMO-16 -9.635  -9.103 577.679 4.7401 9 3 132.9 10
AUMO-17 -8.873  -6.396  594.134 52453 9 3 132.9 10
AUMO-18 -6.511  -6.854  653.6 4.1433 10 4 158.92 10
AUMO-19 -6.936  -7.462  642.701 4.2664 10 4 158.92 11
AUMO-20 -7.528  -8.636  592.694 3.5189 10 4 158.92 10
AUMO-21 -7.559  -6.559  609.149 4.0241 10 4 158.92 10
AUMO-22 -8.820 -7.767 599.508 3.2211 10 5 167.71 10
AUMO-23 -6517 -8.189  588.609 3.3442 10 5 167.71 11
AUMO-24 -9.466  -7.887 538.602 2.5967 10 5 167.71 10
AUMO-25 -9.577  -7.462  555.057 3.1019 10 5 167.71 10
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APENDICE VI

AUMO-26
AUMO-27
AUMO-29
AUMO-30
AUMO-31
AUMO-32
AUMO-33

-9.310
-9.748
-0.424
-9.446
-8.169
-8.883
-9.119

-6.337
-6.626
-6.599
-6.818
-7.157
-8.960
-5.727

480.386
469.487
435.935
509.428
483.514
433.507
449.962

1.0607
1.1838
0.9415
1.4527
1.5431
0.7956
1.3008

O 00 00 W 0 00 o

e S L 2 B ~ N N N

138.61
138.61
138.61
150.64
138.61
138.61
138.61

9
10
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