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1. INTRODUCCION

Nuestro cuerpo esta compuesto por millones de células las cuales necesitan de
oxigeno y nutrientes para su supervivencia pero, ¢quién es el encargado de darle
estos requerimientos? nuestro cuerpo que esta disefiado de forma perfecta, creé el
sistema vascular para ello, el cual esta constituido por vasos sanguineos y
linfaticos. Un vaso sanguineo es una estructura hueca formada por células
endoteliales que sirven de barrera selectiva al paso de sustancias. Gracias a esta
permeabilidad es posible una transferencia eficiente y no exagerada de nutrientes,
gases, liquidos, moléculas de sefializacion y células de la sangre necesarias para

cubrir las exigencias de cada tejido y 6rgano.

De forma especifica, la formacién de vasos sanguineos en el cuerpo humano
se lleva a cabo mediante dos procesos: la vasculogénesis y la angiogénesis. La
vasculogénesis conduce a la formacién de vasos sanguineos a partir de células
precursoras hematopoyéticas, mientras que la angiogénesis lo hace a partir de
vasculatura existente, lo anterior significa que para llevar a cabo la angiogénesis
primero tiene que surgir la vasculogénesis. Ambos procesos se realizan durante el
desarrollo embrionario sin embargo, la angiogénesis es un proceso que se extiende

a la vida postnatal.

La angiogénesis es un proceso altamente regulado por factores pro-
angiogénicos Yy anti-angiogénicos. Un factor pro-angiogénico crucial en la
angiogénesis es el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF, Vascular
Endothelial Growth Factor por sus siglas en inglés) el cual se une a su receptor
(VEGFR, Vascular Endothelial Growth Factor Receptor por sus siglas en inglés) en
las células endoteliales y en consecuencia desencadena cascadas de sefializacion

intracelular que conducen a la angiogénesis.

La angiogénesis es un proceso importante en el desarrollo del cancer. Las
células cancerosas pueden desprenderse de un tumor soélido determinado, entrar a
un vaso sanguineo y trasladarse a un sitio donde pueden implantarse y comenzar el

crecimiento de un tumor secundario o metastasis.



Es asi como el entendimiento del mecanismo de su funcionalidad se ha
convertido en un potencial de estudio, especialmente la inhibicion del receptor
endotelial vascular. Se han diseflado farmacos que antagonizan este receptor, los
cuales han sido aprobados por la FDA (Food and Drug Administration), que es la
agencia de alimentos y medicamentos del gobierno de Estados Unidos, entre
dichos farmacos se encuentran Tivozanib, Axitinib, Motesanib y Linifanib que han
mostrado hasta la fecha buenos resultados.

Un tarea importante en el disefio de este tipo de farmacos es predecir como
la estructura farmacolégica molecular se unira al VEGFR, para esto se hace uso de
la técnica In silico llamada acoplamiento ligando-receptor, acoplamiento molecular o
Docking. Cabe mencionar que se han realizado estudios con esta técnica para este

tipo de estructuras con una buena descripcién del sistema molecular.

Por lo anterior expuesto, surge el interés por explorar esta herramienta
computacional en estructuras anti-angiogénicas. A lo largo de este trabajo de tesis
se estudiara un conjunto de moléculas farmacologicas que inhiben el receptor de
crecimiento endotelial vascular para conocer el modo de union de dichas

estructuras en el receptor; ya que hasta el momento no tiene conocimiento.

Para efectuar el Docking se us6 el programa computacional Autodock 4.2
para Windows. Para realizar la optimizacion de la estructura electronica de los
farmacos o también llamados ligandos, para lo cual se emple6 el método Hartee
Fock con la base cc-PVTZ que se encuentran implementados en el programa
Gaussian09. Las estructuras optimizadas se obtuvieron tomando en cuenta el
efecto del disolvente, en este caso se consider6 como disolvente el agua, con el fin
de representar lo que ocurre en el organismo humano. Para ello se usa el método
SMD (Density-based Solvation Model, por sus siglas en inglés) implementado en el

mismo programa.



2. ANTECEDENTES
2.1. ANTECEDENTES BIOLOGICOS

2.1.1. Cancer y angiogeénesis
El término angiogénesis fue acufiado en el afio 1935 por el patélogo Arthur Herting
[1], dicho término hace referencia a la generacion de nuevos vasos sanguineos a
través de vasos ya existentes. Cabe mencionar que este proceso es fundamental
durante el desarrollo embrionario, asi como después del nacimiento para el
crecimiento de los 6rganos, mientras que en la vida adulta es un proceso limitado a

la cicatrizacion de heridas y el ciclo reproductivo femenino [2].

A pesar de que la angiogénesis se mantiene en estado quiescente, puede
ser activada mediante estimulos, los cuales son recibidos por las células
endoteliales, no obstante la desregulacién de este proceso genera la llamada
angiogénesis patoldgica, mostrada en enfermedades tales como: artritis,
enfermedad de Crohn, ceguera en diabetes, cancer y otras enfermedades [3]. En el

presente trabajo de investigacion se abordara el cancer.

El cancer se caracteriza por un aumento desproporcionado en la masa del
tejido afectado y la capacidad de movilizarse hacia nuevos sitios (metastasis) [4]. A
nivel molecular, este crecimiento descontrolado es causado por mutaciones o0
cambios en la expresion de genes que promueven la progresion en el ciclo celular,
favorecen la sobrevivencia celular o bien, codifican factores de crecimiento capaces
de alterar el microambiente a favor del desarrollo de la masa tumoral; mediante la

exacerbacion de la angiogénesis [5].

Para demostrar la relacion cancer-angiogénesis tuvieron que realizarse
diversos experimentos. Uno de los primeros estudios se reportdé en 1939 por Ide y
col. quienes proponen que existen factores especificos que estimulan el crecimiento
de la vasculatura, ademas sugieren que estos son liberados del tumor [6]. Posterior
a ese trabajo en 1945, Algire y Chalkey realizan una observacion microscépica en
xenoinjertos tumorales implantados en ratones y concluyen que el crecimiento

tumoral estaba vinculado a una red de vasculatura derivada del huésped [7].



Veintitrés afnos mas tarde, se demuestra la existencia de un Factor Tumoral
Difusible, que tiene la facultad de atraer nuevos vasos sanguineos hacia el tumor

que se esta formando [8,9].

Con el conocimiento de trabajos de investigacion previos, en 1970 Judah
Folkman inicié el disefio de ensayos biolégicos para la angiogénesis y fue un afo
después que Folkman junto con su grupo de investigacion explican que la
angiogénesis es un conjunto de acciones que favorece el crecimiento tumoral,
ademas observaron que sin el desarrollo de ella, el tumor sélo creceria de 2 a 3 mm
[10-12].

Dada la complejidad de la angiogénesis, hoy en dia se conoce que es un
proceso sumamente regulado por factores anti-angiogénicos ademas de pro-
angiogénicos [13].Esta regulacibn se conoce como interruptor o switch y esta
encendido cuando ocurre la angiogénesis, por lo que se puede decir que en el
cancer se mantiene asi, con el fin de favorecer el aumento de factores pro-
angiogénicos y la disminucién de los factores inhibidores de la angiogénesis (figura
1) [14].

Algunos de los factores anti-angiogénicos son trombospodina, interferones
alfa, interleucina-10, interleucina-12 y factor plaquetario 4. Y algunos de factores
pro-angiogénicos son el factor de crecimiento de fibroblastos, el factor de
crecimiento de hepatocitos, angiopoyetina-1, interleucina-8 y el factor de

crecimiento endotelial vascular [15].

Regulacion de Angiogénesis
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Figura 1. La regulacién de la angiogénesis se genera a
través del equilibrio de factores pro y antiangiogénicos




En el cancer los factores pro-angiogénicos son liberados de las células
cancerosas cuando se encuentran amenazadas por un ambiente hipoxico, luego de
ser liberados, las células endoteliales reciben esos gradientes de concentracion que
estimulan la participacion de diversos sistemas de receptores y cascadas de
traduccién que favorecen la remodelacion de tejidos e inflamacién, dos eventos

asociados con la aparicion y progresion del cancer [16].

2.1.2. Familia VEGF
Mediante el desarrollo del campo de investigacion en la angiogénesis, hoy en dia se

conoce que un factor esencial que regula dicho proceso es el Factor de Crecimiento
Endotelial Vascular (VEGF, por sus siglas en inglés) [17]. Este factor fue
identificado en 1983 y recibié el nombre de Factor de Permeabilidad Vascular (VPF,
por sus siglas en inglés). Independientemente, Ferrera y Henzel, describieron por
primera vez un factor mitdgeno al cual le asignaron el nombre de Factor de
Crecimiento Endotelial Vascular [18]. Connolly indagd sobre tales estudios y

concluyo con sus experimentos que VPF y VEGF son la misma molécula [19].

Los miembros de la familia de los Factores de Crecimiento Endotelial
Vascular (VEGFs) son glicoproteinas diméricas de aproximadamente 40 KDa. Esta
familia esta constituida por cinco isoformas: VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD vy el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PLGF). EI VEGFA es el miembro més
estudiado, es la isoforma predominante del VEGF y es capaz de traducir las
sefales de forma mas potente entre los distintos tipos de VEGFs. Por otro lado, al
VEGFB se le involucra con el desarrollo de la arteria coronaria. Mientras que las
isoformas VEGFC y VEGFD se les ha relacionado con el desarrollo del sistema
linfatico y la permeabilidad vascular. El ultimo miembro PLFG originalmente se
descubri6 en la placenta, sin embargo, se encuentra presente en muchos tumores y

en otras formas de angiogénesis patologicas [20].

Las diferentes isoformas de VEGF se unen a uno 0 mas receptores de
crecimiento endotelial vascular (figura 2), pero también pueden interaccionar con
correceptores como proteoglicanos de heparan sulfato, neuropilina-1 y neuropilina-2

lo que permite que haya mas afinidad de unién a los receptores [21].
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Figura 2. EI VEGF en union con los tres receptores
conduce a la formacién de receptores homodimeros y
heterodimeros.

2.1.3. Receptores VEGFR
Los VEGFs se unen a los receptores VEGFR (figura 2), los cuales estan
constituidos por un N-terminal y por siete dominios de inmunoglobulina en la parte
extracelular, un dominio transmembrana y un dominio intracelular constituido por un
segmento yuxtamembrana, un dominio tirosina quinasa y la region carboxi-terminal
[17] (figura 3).

Los receptores VEGFR son proteinas quinasas que catalizan la siguiente

reaccion:

MgATP?! + Proteina-OH — Protein-OPO3% + MgADP + H*

En la cual -OH es el grupo hidroxil de la tirosina; Mg magnesio; ATP representa
Trifosfato de Adenosina; ADP se refiere a Difosfato de Adenosina y finalmente PO3-

es el ion Fosfato.

Existen tres tipos de receptores: VEGFR1, VEGFR2, y VEGFR3, cada uno
tiene funciones similares y especificas, asi el VEGFRL1 participa en el proceso de
vasculogénesis, angiogénesis y motilidad de monocitos/macrofagos; el VEGFR2

ademas de estar involucrado en la vasculogénesis y la angiogénesis patrticipa en la



motilidad de células endoteliales y el VEGFR3 se relaciona con el desarrollo de

células endoteliales linfaticas.

Cabe resaltar que el VEGFR2 es el factor predominante en la angiogénesis.
Este receptor es una glicoproteina de 200 KDa y se expresa en células neuronales,
de la retina y hematopoyéticas. El VEGFR2 cuenta con residuos tirosina presentes
en el dominio intracelular, algunos de los sitios de fosforilacion descritos son Tyr
801, 951, 1054, 1059, 1175y 1214 [17].
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Figura 3. Composicién y residuos importantes de receptor
VEGR2 de humano.

2.1.4. Mecanismo de activacion del VEGFR2
De forma breve, este mecanismo se presenta primero con la unién del VEGFA al
VEGFR2 lo que causa la dimerizacion del receptor; en seguida se activa la proteina
quinasa gracias a la autofosforilacion, como consecuencia de ello se activan varias

rutas intracelulares como: la cascada en la que participa la quinasa de adhesién



focal (FAK), que media la reorganizacion del citoesqueleto y la migracion celular; la
via que activa la fosfolipasa C alfa que regula la permeabilidad vascular y la
proliferacion celular; y la cascada en la que participa la proteina Shb, que conduce

a la permeabilidad vascular, supervivencia y migracion celular (figura 4).

La investigacion de este mecanismo ha sido ardua, a tal grado que ciertos
investigadores han enfocado sus objetivos en el estudio del proceso de regulacion.
Tal es el caso de Jskal y colaboradores quienes han demostrado que la unién del
VEGFA al receptor se lleva a cabo en el segundo y tercer dominio extracelular,
ademas que la falta de estos dominios provoca que no se lleve a cabo la
dimerizacion [21]. Por otro lado, Parast y colaboradores a través de los
experimentos que realizaron concluyeron que la tasa de autofosforilacion para el
VEGFR2 ocurre en trans y no en cis [22], es decir, que deben participar dos
receptores para llevar a cabo la autofosforilacion, para lo cual primero un receptor

funge como enzima, mientras que el otro como lo hace sustrato y viceversa.
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Figura 4. Sitios de fosforilacién del VEGFR2 y sefial de transduccion.




2.1.5. Estructura de la proteina quinasa y estados
activado e inactivado

Las proteinas quinasa tienen una estructura bilobulada, constituida por el l16bulo

pequefio N-l6bulo y el I16bulo largo C-I6bulo, los cuales se unen mediante un bucle

denominado bisagra. El l6bulo N-lébulo tiene predominantemente laminas

antiparalelas y una hélice a (hélice aC), mientras que el C-I6bulo contiene en su

mayoria ahélices (figura 5).

Figura 5. Estructura del nucleo de la proteina quinasa catalitica del VEGFR2.

EL VEGFR2 tiene dos estados, el activado y el inactivado [22]. El estado
activado tiene una conformaciéon abierta, con el segmento de activaciéon colocado
lejos del sitio catalitico (figura 6), mientras que el estado inactivado se obtiene
cuando el segmento de activacion se une al sitio de union de ATP blogueando la

entrada de esta molécula.
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Figura 6. Diagrama de interacciones entre los residuos del ntcleo catalitico del VEGFR2
humano, ATP y sustrato de la proteina. Se representan los residuos cataliticos
importantes que estan en contacto con ATP y la proteina sustrato en fondo ocre. Las
estructuras secundarias y los residuos que involucran la regulacién de la actividad
catalitica aparecen en fondo gris. Las interacciones entre el grupo HRD, el grupo DFG y
la aC hélice se muestran en flechas negras mientras que los contactos polares se
indican con lineas punteadas. El Pho se refiere a una fosfotirosina con el segmento de
activacion.

El segmento de activacion contiene un dominio conservado DFG que puede
adquirir las conformaciones DFGin y DFGout [22]. En la conformacion inactiva la
posicion de la fenilalanina del fragmento DFG ocupa parcialmente el sitio de union a
ATP, debido a la ausencia de éste y el aspartato (del mismo dominio) no se une a
ese sitio; lo que reprime la coordinacion del magnesio que se requiere en la

catéalisis.

El cambio conformacional de quinasa inactiva (DFGout) a quinasa activa
(DFGin) provoca que el aspartato del fragmento DFG ocupe el sitio de unién a ATP
(figura 6) que habia sido ocupada por la fenilalanina en la conformaciéon DFGout,

disponiendo a la quinasa para llevar a cabo la fosforilacion [22].




Para que se lleve a cabo el ciclo catalitico, primero surge un cambio
conformacional del estado inactivo al activo que involucra cambios tanto en el aC
hélice como en el segmento de activacion. Posteriormente, en el estado activo los
dos Iébulos se mueven uno respecto al otro y el ATP y la proteina sustrato se unen
en la conformacion abierta, la catélisis se origina en la conformacion cerrada y el
ADP vy el sustrato fosforilado se liberan durante la progresion al estado abierto
completando el ciclo.

2.1.6. Inhibidores tipo |y tipo Il
Se conocen estrategias convencionales para erradicar el cancer como las
guimioterapias, radioterapias y cirugias, sin embargo una diana molecular

importante para combatir dicha enfermedad es la inhibicion de la actividad quinasa.

Para que una proteina quinasa lleve a cabo su funcién, se requiere la unién
de la proteina-sustrato y ATP, antes de que la actividad catalitica pueda transferir el
fosfato. Es por ello que el disefio de farmacos inhibidores quinasa se basa en
impedir la union de ATP, o del sustrato, o de ambos de modo que quede blogueada

la proteina.

La inhibicibn de las quinasas se puede generar mediante dos tipos de

inhibidores, los inhibidores tipo | y los inhibidores tipo 1l [23].

Los inhibidores tipo | se definen asi por que ocupan la parte de adenosina de
ATP, y se pueden unir tanto a la conformaciéon inactiva (DFG out) como a la
conformacién activa (DFG in). Estos inhibidores tienden a formar aproximadamente
de uno a tres puentes de hidrégeno con los residuos de la region bisagra (region
donde se unen los extremos N- y C-terminal de los dominios quinasa) estos puentes
de hidrégeno son similares a los que normalmente se forman con la adenina,
ademas se forman interacciones hidrofébicas alrededor de la zona ocupada por el
anillo de adenina del ATP (figura 7) [23]. Las interacciones por puente de hidrogeno

se pueden formar con los residuos Glu 915, Cys 917 y Asn 921 de la region bisagra.
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Inhibidor tipo |

1QCF
Bolsillo de unién de adenosina HCK-PP1

Figura 7. Unién de un inhibidor tipo | con la quinasa

En contraste con los inhibidores tipo I, los inhibidores tipo Il se unen soélo a la
conformacién inactiva (DFG out). Estos inhibidores ademas de ocupar el sitio de
adenosina de ATP ocupan un sitio hidrofébico que es adyacente al sitio de union de
ATP llamado sitio alostérico. En la parte del sitio alostérico, tienden a formar un
puente de hidrégeno con el acido glutamico (Glu 883) en la a hélice y otro con el
acido aspértico (Asp 1044) del motivo DFG out [24]. A pesar de que es
caracteristico de los inhibidores Tipo Il ocupar el sitio alostérico, estos pueden

formar uno o dos puentes de hidrogeno con la region bisagra (figura 8) [23].

Segun las estructuras cristalinas o de rayos-X que existen del receptor
VEGFR2 con los inhibidores tipo Il, se deben formar dos puentes de hidrégeno de
los antes mencionados (ver parrafo anterior) e interacciones hidrofébicas para
considerarse un inhibidor de este tipo; los dos puentes de hidrogeno se pueden

formar con el sitio alostérico o uno con el sitio alostérico y otro con la region bisagra.

N™  Inhibidor tipo i

Figura 8. Union de un inhibidor tipo Il al sitio de unién de

ATP y al sitio alostérico de la proteina quinasa
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3. JUSTIFICACION
3.1 JUSTIFICACION

Segun las estadisticas del Informe Mundial contra el Cancer 2015 de la
Organizacion Mundial de la Salud, esta enfermedad aqueja a cerca de 8.2 millones
de personas en todo el mundo, cifra que incluye 4 millones de muertes. Por lo tanto,
esta enfermedad representa una las prioridades en la Salud Publica dada la
evolucion ascendente de morbilidad, coste econémico y problema sanitario y social

que provoca.

Este trabajo se realiza con la finalidad de aportar a través de la Quimica
Computacional, un modelo de inhibicidbn del receptor de crecimiento endotelial
vascular, en la enfermedad cancer; problema que no sélo cobra importancia a nivel
nacional sino también estatal, ya que datos del INEGI arrojan que Puebla ocupa el

sexto lugar a nivel nacional de incidencia en cancer de mama y prostata.

La ventaja que ofrece la Quimica Computacional es que puede predecir
diferentes propiedades quimicas y mecanismos de reaccion, disminuyendo tiempo y

costos para estudiar y analizar diferentes propiedades.

En el presente trabajo, se hace uso de la Quimica Computacional para
determinar el sitio y modo de unién que tiene un grupo de moléculas con el receptor
de crecimiento endotelial vascular, ya que dichas moléculas no cuentan con una
estructura cristalina. Esto con la finalidad de reportar qué tipo de inhibidores son las
estructuras farmacoldgicas estudiadas, ya que hasta el momento no se encuentra

reportado a qué tipo de inhibidores corresponden.
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4. OBJETIVOS
41  OBJETIVO GENERAL

Utilizar la Quimica Cuéantica y el acoplamiento molecular en un grupo de farmacos

antiangiogénicos para describir el modo de unién en el VEGFR2.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Buscar, reunir y utilizar la informacion necesaria, tanto fisicoquimica, informética,
como farmacoldgica, para la resolucién de un problema biolégico, mediante el uso

de la técnica de acoplamiento molecular.

2. Obtener el receptor VEGFR2 y ligandos a partir del banco de datos RCSB Protein
Data Bank.

3. Optimizar las estructuras con el método HF y la base cc-PVTZ en fase disolucion
con el método SMD y como disolvente agua.

4. Llevar a cabo el acoplamiento farmaco-receptor entre las estructuras
antiangiogénicas y el VEGFR2 obtenido de la estructura cristalina 1Y6A, con la
finalidad de conocer si el farmaco corresponde a un inhibidor tipo |.

5. Llevar a cabo la simulacion de acoplamiento molecular entre las estructuras
antiangiogénicas y el VEGFR2 obtenido de la estructura de rayos-X 1YWN, con el
propésito de saber si alguna estructura es inhibidor tipo Il.

6.- Determinar el momento dipolar de las cuatro estructuras antiangiogénicas.

7.-Determinar las cargas ESP de las estructuras farmacoldgicas.
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5. FUNDAMENTOS TEORICOS

Al resolver las ecuaciones de la quimica cuantica es posible calcular la funcién de
onda, a partir de la cual pueden predecirse propiedades fisicas y quimicas del

sistema las cuales ayudan a la compresién de un gran nimero de fenébmenos.

5.1. ECUACION DE SCHRODINGER

En 1926 Erwin Schrédinger representd la ecuacion que permite describir como
cambia la funcion de onda con las coordenadas y el tiempo, la cual es el punto de
partida de toda descripcion cuantica. Para el caso de una patrticula la ecuaciéon de

Schrédinger esta dada por la siguiente expresion

ey wGio OV (E t) 1
8m2m o T 2m at D

donde h es la constante de Planck, m es la masa de la particula, V es el potencial
en el cual se mueve la particula y V? es el operador Laplaciano. La ecuaciéon de
Schrédinger para un conjunto de particulas es similar, en tal caso W es una funcion
de las coordenadas de todas las particulas en el sistema asi como del tiempo t. La
funcién de onda no tiene significado fisico sin embargo, el producto de la funcion de
onda por su complejo conjugado si, el cual es interpretado como la densidad de
distribucién de probabilidad de la particula. Al resolver la ecuacion de Schrodinger
para W, sujeta a las condiciones a la frontera establecidas, es posible obtener

propiedades del sistema como la energia [25].

Utilizando el método de separacion de variables en la ecuacion de
Schrédinger, la funcién de onda se puede escribir como el producto de una funcién

espacial y una funcion temporal:
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W t) = PR)D(L). (5.2)

Sustituyendo estas funciones en la ecuacion (5.1) se obtienen dos
ecuaciones, una que depende del tiempo y otra que es funcion de la posicion de la

particula.

Los modelos computacionales basados en la mecanica cuantica tienen
interés por la resolucion de la ecuacion de Schrddinger independiente del tiempo
(expresada en la ecuacion 5.3) donde se consideran a los estados estacionarios,
los cuales no dependen del tiempo, es decir, la densidad de probabilidad no cambia

con el tiempo y la energia es constante:

h? . N
[— Vi vl Y@E) = EQ(®), (5.3)

donde E es la energia de la particula y la entidad que aparece entre corchetes en

esta ecuacion es el operador hamiltoniano ( H).

La ecuacion (5.3) es una ecuacion de valor propio ya que al aplicar el
operador hamiltoniano ( H ) sobre la funcién {(#) se obtiene como resultado la

misma funcion multiplicada por la energia.

5.2. HAMILTONIANO MOLECULAR

Para la construccion del Hamiltoniano molecular, se consideran la mayoria de las
interacciones posibles que intervienen en una molécula, como las generadas por los
nucleos y los electrones. Una aproximacion del Hamiltoniamo para un sistema
molecular completo se muestra en la ecuacion (5.4), donde se consideran las
interacciones de los nucleos y los electrones, pero se omiten las interacciones spin-

oOrbita y todas las interacciones magnéticas y relativistas.

elec nucl nucl

R 62 02 02 62 2
H= <6x dy? * az.2> Ez <6x2 By ) Z Z |R —R,
t t u=1 H u=1v>u
nucl elec elec
- Z o > Z (5.4)
[llllrl_ 11]>l|rl_r]|
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dondeu y v representan a los nucleos, mientras que i y j se refieren a los
electrones, ﬁ# y I, corresponde a los vectores de posicion de los nlcleos y

electrones respectivamente y Z, Z, refiere al nUmero atomico de los nucleos u y v.

Los dos primeros términos de la ecuacion (5.4) son los operadores de
energia cinética de los electrones y nucleos, respectivamente, mientras que los
dltimos tres términos conciernen a la energia potencial de las repulsiones de los
nucleos, la atraccion entre electrones y ndcleos y la repulsion entre electrones, en

ese orden.

La ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo para un sistema

molecular, tiene la siguiente forma:
Ay (F,R) = EY(F.R) (5.5)

donde Y es una funcién que depende de las componentes de los vectores de los

electrones (f) y los nlicleos (ﬁ) en la molécula.

5.3. APROXIMACION DE BORN-OPPENHEIMER

Esta aproximacién es un planteamiento basico en la mecénica cuantica y fue
desarrollado por Born y Oppenheimer en 1927, este formalismo permite tratar por
separado los movimientos electrénicos y los movimientos nucleares de un sistema
molecular. Esta aproximacién considera que las masas nucleares son mucho
mayores que las electronicas, por lo cual, al cambiar de posicion los nucleos
instantaneamente cambian los electrones (debido a su menor masa),
consecuentemente la distribucion electronica dentro de un sistema molecular dado

depende Unicamente de la posicién de los nucleos y no de su velocidad [26].

De acuerdo con la ecuacion (5.4) el hamiltoniano molecular se puede

expresar comao:
A(E R) = A,(& ) + Ty(R) (5.6)

donde Flel(F, R) es el hamiltoniano puramente electronico
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elec nucl elec elec

Hel(r’R):_E (a ay 62) Zz|r_ +ZZF.J.|

i=1 u=1i=1

nucl

£ Z . (5.7)

u= 1V>/.L

Por otro lado la funcion de onda puede ser expresada como producto de dos

funciones:

P(£ R) = ¢, (% R) - oy (R) (5.8)

por tanto sustituyendo en la ecuacion (5.5) se tiene:

[A,. (% R) + Ty(R)]@o (% R) - @y (R) = Ed, (7 R) - &y(R). (5.9)

Considerando la configuracion nuclear fija (ﬁo) los términos de energia

cinética nuclear se omiten por lo que la ecuacion de Schrédinger para el

Hamiltoniano electrénico se expresa como:

ﬁel(F' _R)())(D?l(l_z,_R)()) = E:l(pgl(F' _R)()) (5.10)

Al resolver la ecuacibn de Schrodinger electronica para diferentes
configuraciones nucleares (ﬁk), se genera una red de puntos de energia para cada

estado electrénico n que constituye la superficie de energia potencial U,(,‘(ﬁk) para

el movimiento de los nucleos en el campo promedio creado por los electrones.

Para resolver la ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo para el
hamiltoniano electrénico se recurre a una de las aproximaciones la aproximacién

del método variacional.

5.4 METODO VARIACIONAL

Uno de los criterios mas usados para adaptar funciones de base a un sistema es el
método variacional. El método variacional es un método de aproximacion para

resolver la ecuacion de Schrédinger independiente del tiempo.
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Este teorema dice que dado un sistema con Hamiltoniano H, si ¥ es una
funcién normalizada que se comporta bien y que satisface las condiciones a la

frontera del problema, se satisface:
f Y*HYdr > E,, (5.11)

donde E, es el valor exacto o experimental de la energia del estado fundamental.
En otras palabras, la energia del estado fundamental calculada con una funcién de
onda aproximada es siempre el limite superior de la energia exacta. Esto asegura
gue dicha energia nunca sera la mas baja que la energia real del sistema y que
cuanto mas se mejore la representacion de la funcidon mas cerca estaremos de la

energia exacta.

Para utilizar el método variacional es necesario proponer la funcion de onda,
una propuesta es expresarla como un determinante de Slater, el cual se describe a

continuacion.

5.5. DETERMINANTE DE SLATER

Este método matemético se llama asi en honor al fisico y quimico tedrico John C.
Slater que propuso su utilizacion con el fin de asegurar que la funcion de onda

electronica sea antisimétrica respecto del intercambio de dos electrones.

Los determinates de Slater se construyen a partir de funciones de onda
monoelectronicas ¢(y;) denominadas spin-orbital, es decir, para un sistema de N
electrones se usa una funcién de onda para cada electron independiente de las

demas. Cada spin-orbital se expresa por:
d(r) = i(Ma(w)
d(i+1) = ¢i(r)f(w) (5.12)

Donde ¢;(r) es un orbital espacial, « 0 B son funciones de spin y y;

representa las coordenadas r y w.
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Para puntualizar el determinante de Slater conviene concretar previamente el
Producto de Hartree, el cual define la funcion de onda polielectronica como un
producto de orbitales moleculares monoelectrénicos [27,28].

Por tanto el determinante de Slater queda representado por la ecuacién
(5.13), la cual considera el principio de Pauli, el cual menciona que la funcién de
onda debe ser antisimétrica, es decir, que cambie de signo respecto al intercambio

de coordenadas espaciales y de spin.

d1(r)  d2Cr) o dv(xn)
1 ¢1(.)(2) Cbg()(z) CI)N(.XZ) (5.13)

Y(x1, X2 XN) = o B : : :
¢4 (o) do(xn) - dn (rn)

donde (N!)‘l/z es el factor de normalizacion. Las filas de un determinante de Slater

estan definidas por los electrones y las columnas por los spin-orbitales.

5.6. APROXIMACION DE HARTREE-FOCK

La finalidad de este método es buscar los spin-orbitales que minimicen la energia,
tomando en cuenta el principio variacional y el determinante de Slater. A través del
principio variacional se puede encontrar la mejor funcién de onda de un sistema
molecular con lo cual la energia calculada sera igual o mayor a la energia exacta o
experimental y mediante el determinante de Slater se obtendra la funcién de onda

polielectrénica establecida por el producto de funciones monoelectrénicas.

Por tanto utilizar el principio variacional usando como funcién de prueba un
determinante de Slater es posible minimizar la energia Eo con respecto a la funcion

de onda que se pude calcular por:

L R CAH I IAGH:

1 N N
DI XA A A Tra TACHACH (5.14)

a b
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—(Va(r) ¥, (1) |7”1_21 Wy (r) Wa (1))

donde H es el Hamiltoniano electronico completo. El primer término de la ecuacion
(5.14) es el Hamiltoniano mono-electrénico o de core. En cual el operador h(r;) esta
representado por:

Za

h(ry) = —%vg - (5.15)

T-
" 1A
El segundo término en (5.14) se denomina integral de Coulomb y tiene el
analogo clasico de la repulsion interelectronica. El tercer término es la integral de
intercambio, que aparece como consecuencia de la antisimetria de la funcion de

onda de los electrones y no tiene un analogo clasico.

El método Hartree Fock busca los spin-orbitales ¥, que minimicen la energia

de acuerdo con la siguiente ecuacion:

f1Wa) = €4|¥,) (5.16)

En la cual f es el operador Fock, y depende de las soluciones de los

orbitales ¥,.

El operador de Fock contiene una suma de operadores monoelectronicos
constituidos por una parte de energia cinética, otra de atraccion nucleo-electron y el
potencial de HF, ademas incluye un promedio de los efectos de todos los otros N-1
electrones.

La solucién de la ecuacion de HF (ecuacion 5.16) se resuelve iterativamente
a través del método llamado campo autoconsistente, el cual determina la mejor

funcién de onda electrénica posible y con ello la mejor energia electronica.
En el presente trabajo ademas de utilizar la mecéanica cuantica (mencionada en

apartados anteriores) se utiliza la mecanica molecular, ya que es la base del

acoplamiento molecular, por lo que la describiremos a continuacion.
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5.7. MECANICA MOLECULAR

Este método no es un método mecanocudéntico y no usa un operador Hamiltoniano
o funcion de onda molecular, sino que se basa en un modelo mecano clasico simple

de la estructura molecular.

En este modelo, las moléculas son tratadas como un conjunto de esferas en el
espacio, unidas entre si mediante muelles y gobernadas por un conjunto de

funciones de potencial mecanico clasicas

Estas fuerzas se pueden describir como funciones de energia potencial, de
modo que a cada aspecto estructural (longitudes de enlace, diedros, interacciones
no enlazantes, etc.), se le puede asignar un tipo de funcion. Al conjunto de estas

funciones de energia potencial se le denomina “campo de fuerza” [25].

La mecanica molecular se basa en lo siguiente:

+ Tratan las moléculas como conjuntos de esferas (atomos), con masa m,
radio r, volumen V, unidos por muelles (enlaces) con constante K (asimilable
a fuerza de enlace).

+ No trata explicitamente los electrones.

+ Para describir las diferentes interacciones: tension de enlaces, flexion de
angulos y energias torsionales, asi como interacciones no enlazantes, se

utilizan funciones de potencial individuales.

+ Las funciones de energia potencial se relacionan con parametros derivados

empiricamente que describen las interacciones entre los atomos.
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donde:

E = Z €ten T Z eflex + z effp + Z €ior + Z €cruc t Z €vdw
+ Z €.l (517)

E es la energia potencial total de la molécula.
e:en €S la suma de la energia del estiramiento de enlace.
efiex €S la energia de flexion de angulo de enlace.
esrp €S la energia de flexion fuera del plano.
e:or €S la energia de torsion, que se relaciona con la rotacion alrededor del
enlace.
e.wc €S la energia de interacciones entre estos atomos que producen un
término cruzado.
e,aw €S la energia proveniente de las interacciones de van der Waals.
y e, €s la energia que corresponde a interacciones electrostaticas entre
atomos.
+ La suma de todas las interacciones determina la distribucién espacial

(conformacion) de un conjunto de atomos.

5.8. ACOPLAMIENTO MOLECULAR

El acoplamiento molecular, acoplamiento farmaco-receptor o también llamado
Docking es una herramienta en el cual el ligando se une a una proteina de interés.
El enfoque de esto es simular computacionalmente el proceso de reconocimiento
celular, para alcanzar una conformacion éptima tanto para la proteina, como para
su ligando, haciendo que la orientacién entre estos minimice la energia libre y
permita predecir si la union se llevara a cabo o no. El acoplamiento molecular es
una herramienta clave en el disefio de farmacos asistido por computadora. El
objetivo es predecir el modo predominante de union de un ligando con una

estructura proteica (figura 9).
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Figura 9. Acoplamiento molecular, Acoplamiento

Farmaco-Receptor o Docking

El acoplamiento molecular tiene una amplia variedad de usos y aplicaciones
en el descubrimiento de farmacos, incluyendo la busqueda de estructuras

potenciales y estudios de estructura-actividad.

Actualmente, existen una gran variedad de programas de acoplamiento
molecular, tales como DOCK (académico) [29], AutoDock (acceso libre) [30-31],
FlexX (comercial) [32-33], FlexE (comercial) [34], GEMDOCK (libre) [35], MEDock
(libre) [36], MolDock (académico) [37], Tribe-PSO (libre)[38], SODOCK (académico)
[39], Surflex (comercial) [40], GOLD (comercial) [41-43], ICM-PRO (comercial)
[44,45], Glide (comercial) [46], Cdocker (comercial) [47], LigandFit (comercial) [48],
MCDock (académico) [49], RDock (académico) [50], ZDock (académico) [51], M-
ZDOCK (académico) [52], MSDOCK ( académico) [53], entre otros.

En la mayoria de estos programas, la primera etapa de un estudio de
acoplamiento implica la definicion de una region de unién, es decir, un area en la
proteina en la que el ligando se puede anclar. En este caso, toda la superficie del
objetivo se escanea para explorar los diferentes sitios de union [54]. El siguiente
paso consiste en la busqueda de los modos de unién (posicidon y conformacién

preferida).

Para este fin, se utilizan dos tipos de algoritmos: el algoritmo de busqueda y

la funcion de puntuacion. El primero genera la busqueda espacial de todas las
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conformaciones y orientaciones posibles que pueden haber en el conjunto proteina-

ligando.

El ndmero de algoritmos de busqueda disponibles estda aumentando
continuamente, para optimizar la velocidad, fiabilidad, la cobertura y la precision en
el muestreo del espacio de interés. Actualmente, estos algoritmos pueden ser

clasificados en rigidos, ligando flexible y proteina flexible.

Por otro lado, una funcion de puntuacion calcula cierta energia que estima la
afinidad entre la proteina y el ligando para cada unién y posteriormente clasifica las
diferentes uniones que son generadas por el algoritmo de busqueda. Este valor
debe idealmente representar la termodinamica de la interaccion del sistema de
proteina-ligando (la energia libre de unién) con el fin de distinguir correctamente los
verdaderos modos de unién [55]. Al final de este proceso, la mejor solucidon-debe
corresponder al verdadero modo de unién y debe ser muy préxima a la observada

experimentalmente.

En términos generales, las funciones de puntuacion pueden ser agrupadas
en cuatro categorias principales: funciones de puntuacion del campo de fuerza,
funciones de puntuacién empiricas, basadas en el conocimiento y puntuaciones de

consenso.

Termodinamicamente, la fuerza de interaccion entre una proteina y un
ligando es descrita por la afinidad de uniébn o energia libre de union (Gibs).

asumiendo una sencilla reaccion de equilibrio de la siguiente forma
P+L & PL (5.18)

donde P es la proteina, L ligando y PL el complejo, la constante de disociaciéon Ka,
(o constante de union) se utiliza generalmente para describir la estabilidad de la

formacion de complejos:
Kq = [PI[L]/TPL]  (5.19)

Esta ecuacion se relaciona con la siguiente
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AG°=—RTInK; (5.20)
donde
R es la constante de los gases (8.314 JJmolK) y T es la temperatura.

En términos generales, un método de acoplamiento molecular debe ser
capaz de estimar la interaccion entre el receptor y el ligando y este valor debe ser
proporcional a la energia libre de union; clasificandolos correctamente y permitiendo

acercarse a lo que se observa experimentalmente.

Debido a que en este trabajo se optimizaron las estructuras moleculares en
fase disolucion hablaremos un poco del modelo SMD (Density-based Solvation

Model, por sus siglas en inglés) en el siguiente apartado.

5.9. EFECTO SOLVENTE

La interaccion entre el solvente y el soluto impactan en la quimica general de la
molécula en estudio, tal interaccion puede alterar la energia, la estabilidad y la
orientacién molecular. Asi las propiedades relacionadas con la energia (frecuencias
vibracionales, espectro, etc) pueden cambiar. Por tanto es importante tomar en
cuenta los modelos de disolucion en las moléculas en estudio con el fin de que la

simulacion molecular sea la mas cercana a la realidad.

El modelo SMD intenta utilizar la densidad electrénica para estimar el area
accesible al disolvente de la superficie y las tensiones superficiales atomicas para

determinar la cavidad y las energias de repulsién y dispersion.
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6. METOLODOGIA

La metodologia se divide en tres secciones: Estructura Molecular, acoplamiento

molecular, Momento Dipolar y cargas ESP.

6.1 ESTRUCTURA MOLECULAR

Se definieron las estructuras moleculares de cuatro compuestos anti-angiogénicos
las cuales se construyeron en el programa Spartan 08 V1.2.0 y cuyas estructuras se
presentan en la tabla 1.

Los célculos computacionales se llevaron a cabo con el paquete mecano
cuantico Gaussian 09 [56], optimizando las estructuras moleculares anti-
angiogénicas, sin restricciones a nivel de teoria Hartre Fock [57] y la base cc-pVTZ
[58] en fase acuosa (constante dieléctrica de 78.5) usando el modelo SMD (Density-
based Solvation Model, por sus siglas en inglés) [59] al mismo nivel de teoria a
temperatura de 25°C. La Unica molécula que contaba con rayos X era PF00337210,
la cual se extrajo del PDB y se optimiz6 con el mismo método y base antes
mencionada. Por otra parte se realizaron célculos de frecuencias para corroborar

que las estructuras corresponden a un minimo en la superficie de energia potencial.

La optimizacion de la geometria se utiliza para localizar la conformacion mas
estable y de minima energia de cada una de las estructuras. Las propiedades
fisicas y quimicas dependen de las geometrias caracterizadas por las distancias de
enlace, los angulos de enlace y los angulos de torsién, siendo estos ultimos los de

mayor variacion.
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Tabla 1. En la tabla aparecen las abreviaturas de las estructuras
antiangiogénicas HEN corresponde a Henatinib [60,61], PF es
PF00337210 [62], ZM pertenece a ZM323881 [63] y Kl a KI8751 [64].




6.2 ANALISIS RMN-H DE LA MOLECULA DE
HENATANIB

Se realiz6 una busqueda completa en diferentes bases de datos de la estructura
cristalina de la molécula Henatinib, lamentablemente no se encontraron rayos-X de
dicha molécula, so6lo se encontroé desde el punto de vista experimental, el espectro
RMN de protén (RMN-H) [60,61]. En este trabajo se realizo el calculo RMN-H con el
método GIAO [65] (Gauge-Independent Atomic Orbital, por sus siglas en inglés) a
partir de la geometria optimizada en fase disoluciébn para comparar su espectro
experimental y determinar de esta manera la forma de la estructura molecular mas

parecida a la estructura experimental.

6.3. MOMENTO DIPOLAR

Se calculé el momento dipolar tedricamente de las estructuras moleculares con el
método HF [57] y la base cc-PVTZ [58] en fase disolucion usando el modelo SMD
(Density-based Solvation Model, por sus siglas en inglés) [59] para ver si existia una

relacion con la concentracion maxima inhibitoria (IC50).

6.4. CARGAS ESP

Con el fin de describir las zonas a diferente tipo de ataque se determinaron las
cargas ESP (electrostatic potencial, por sus siglas en inglés) en las cuatro
moléculas de estudio para ver que atomos son los mas susceptibles a recibir un
ataque electrofilico y nucleofilico. EI atomo con la carga mas pequefia es el atomo
mas dispuesto a recibir un ataque electrofilico y el atomo con mayor carga es el

atomo susceptible a recibir un ataque nucleofilico.

6.5. ACOPLAMIENTO MOLECULAR

Se llevé a cabo un estudio de Acoplamiento Farmaco-Receptor para investigar los

posibles modos de unién de las estructuras anti-angiogénicas con el receptor
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VEGFR2, utilizando el software Autdock 4.2 [30-31]. Los rayos X de la estructura
cristalina de VEGFR-2 se obtuvieron de la base de datos Protein Data Bank [66].
El acoplamiento molecular se llev6 a cabo utlizando dos metodologias:

acoplamiento molecular forzado y acoplamiento molecular ciego.

6.5.1. Acoplamiento molecular forzado
Este estudio se utilizé con la finalidad de obtener controles positivos, es decir
comprobar lo que se tiene en la base de Datos Protein Data Bank con lo que se
obtiene en el acoplamiento molecular, con el fin de que se obtenga el mismo sitio y
modo de unién del ligando dentro del receptor, tal como aparece en la estructura
cristalina. En el presente trabajo se realizan dos pruebas de acoplamiento molecular
forzado y se calculd la raiz de la desviacion cuadratica media (RMSD, Root mean
square deviation, por sus siglas en inglés) para evaluar la semejanza de la

estructura cristalina y el acoplamiento molecular.

El primer célculo se lleva a cabo con un inhibidor del que se tiene
conocimiento que es inhibidor tipo | (AAZ, ID PDB) y el receptor VEGFR2 en su
conformacién DFG out. Para ello se obtuvo la estructura cristalina 1Y6A (ID PDB)
[67], posteriormente, se extrae el ligando del complejo y se separan las
coordenadas del ligando y del receptor. A continuacion se realiza el acoplamiento
molecular, en el cual se debe obtener la misma orientacién y posicion de los rayos-
X.

El segundo acoplamiento molecular se realiza con el ligando LIF (ID PDB), el
cual se sabe que es un inhibidor tipo Il y el receptor VEGFR2 en su conformacion
DFG out obtenido de la estructura cristalina 1YWN (ID PDB) [68]. Para ello se
extrae el ligando y el receptor VEGFR2 del complejo, posteriormente se realiza el

acoplamiento farmaco-receptor y se compara con la estructura cristalina.

30



AAZ LIF

Tabla 2. Estructura de los ligandos AAZ y LIF extraidos de la base de
datos PDB.

6.5.2. Acoplamiento molecular ciego
En este tipo de acoplamiento molecular se ejecuta cuando no se conoce el sitio y
modo de unién del ligando dentro del receptor, en este caso se conoce el sitio de
union por lo que se utiliza éste célculo para describir el sitio de union de las

moléculas en estudio y el VEGFR2 y el modo de union.

El grupo de estructuras moleculares de interés no cuentan con una
estructura cristalina por lo que se utilizé la metodologia de acoplamiento molecular
ciego, el objetivo es describir el sitio y modo de unién en el receptor VEGFR2 y

conocer si alguna de las estructuras es inhibidor tipo | o tipo IlI.
Para logar dicho objetivo se realizan dos célculos:

+ El primero con la idea fundamental de conocer si la molécula farmacolégica
es inhibidor tipo |, para ello se utilizan las estructuras de interés de la Tabla 1
y el receptor VEGFR2 obtenido de la estructura cristalina 1Y6A (ID PDB).
Para considerar un inhibidor tipo | se debe formar de uno a tres puentes de
hidroégeno con los residuos de la region bisagra, Cys 917, Glu 915 y Asn 921
(figura 7).



+ El segundo célculo es para descartar si alguna estructura es inhibidor tipo I,
para ello se utilizan las moléculas de la Tabla 1 y el receptor VEGFR2 de la
estructura cristalina 1YWN (ID PDB). Para considerarlos asi se deben formar
al menos dos puentes de hidrogeno, ya sea dos puentes de hidrégeno con el
sitio alostérico (Glu 883 o0 Asp 1044) o uno con el sitio alostérico y otro con
un residuo de la regién bisagra (ya sea Cys 917, Glu 915 o Asn 921) (figura
8).

Gracias a la metodologia anterior se pudieron encontrar resultados interesantes

en este estudio y que son discutidos en el siguiente capitulo.

7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. ACOPLAMIENTO MOLECULAR

7.1.1. Acoplamiento molecular forzado

Los resultados en esta seccidén son importantes, ya que por medio del acoplamiento
molecular forzado podemos concretar si el uso de la metodologia es la correcta para
el grupo de moléculas de estudio. Si los controles no resultan confiables (RSMD>2

A), esto nos advierte que se debe de cambiar de algoritmo.

En la figura 10 y 11 se muestran los controles positivos para el inhibidor tipo | e
inhibidor tipo Il y se muestra que cumple con las interacciones que tiene en la
estructura cristalina. Ademas se obtiene un RSMD en el primer caso de 0.730 y el
segundo 0.217 con lo cual se demuestra que los resultados son confiables, ya que la

bibliografia reporta que se debe tener como méximo un valor de 2 A.
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Figura 10. a) Estructura cristalina de 1Y6A [67] donde se muestran interacciones hidrofébicas y por puente de hidrégeno b) Acoplamiento
molecular forzado realizado en Autodock 4.2 para obtener control positivo para inhibidor Tipo | ¢) Acoplamiento molecular forzado realizado

En la figura 10 se muestra que en la estructura cristalina se forman tres puentes de hidrégeno, dos con Cys 917 y el otro

con Asn 921, ademas se observan interacciones hidrofobicas. Por otro lado, la figura contiene el acoplamiento molecular

realizado en Autodock 4.2 donde se muestra un puente de hidrégeno con Cys 917 e interacciones hidrofébicas. A pesar

de que el acoplamiento molecular realizado en Autodock 4.2 no cuenta con las tres interacciones por puente de
hidrégeno se considera un control positivo ya que el RMSD es menor a 2 A.
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Figura 11. a) Estructura cristalina de 1YWN [68] donde se muestran interacciones hidrofébicas y puentes de hidrégeno b) Acoplamiento
molecular forzado realizado en Autodock 4.2 para obtener control positivo para inhibidor Tipo Il ¢) Acoplamiento molecular forzado realizado
en Autodock 4.2 en dos dimensiones.

En la figura 11 se observa que la estructura cristalina 1YWN (ID PDB) cuenta con cinco puentes de hidrogeno, uno con
Glu 915, Cys 917 y Asp 1044 y dos con Glu 883, ademas se forman interacciones hidrofébicas. En el caso del
acoplamiento molecular realizado con Autodock 4.2 se forman dos puentes de hidrégeno uno con Cys 917 y otro con Asp
1044 e interacciones hidrofébicas, este acoplamiento molecular se considera positivo gracias a las interacciones antes

mencionadas y a que el valor de RSMD no sobrepasa los 2 A.
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7.1.2.

Acoplamiento molecular ciego
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Figura 12. Acoplamiento molecular de ZM con el VEGFR2 (estructura cristalina 1Y6A). En color naranja se
muestran los residuos hidrofobicos, en negro los aminoacidos hidrofilicos y en azul los residuos con los que

se forman puentes de hidrogeno.
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En la figura 12 la estructura molecular se une al receptor en la parte denominada bisagra desde el residuo Val 914 hasta la
Cys 917, dentro de éstas interacciones se forman un puente de hidrogeno con nitrégeno de la quinazolina del ZM vy el

hidrégeno del NH de la Cys 917. Las interacciones restantes se unen al receptor en las ldminas Rplegadas del N-Iébulo.

La estructura farmacolégica PF es antagonista del receptor VEGFR2 en su conformacién DGFout (estructura cristalina
1Y6A) debido a que en el acoplamiento molecular se forma un puente de hidrégeno con la Cys 917 un residuo de interés

para la inhibicién, considerandolo un inhibidor tipo 1[23].
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Figura 13. Acoplamiento molecular de ZM con el VEGFR2 (estructura cristalina 1YWN). En color naranja se
muestran los residuos hidrofébicos, en negro los aminoacidos hidrofilicos y en azul los residuos con los que

se forman puentes de hidrégeno.




En la figura 13 se muestra que ZM se une en la a-hélice desde el aminoacido Ala 879 hasta Leu 887. Ademas se forman
dos puentes de hidrégeno, uno con el OH de ZM y el oxigeno del grupo carboxilo de la Glu 883 y otro con el oxigeno de ZM
y el hidrogeno de la Lys 866. De acuerdo a lo anterior la estructura ZM no se consideraria un inhibidor tipo Il, ya que no

cuenta con los dos puentes de hidrogeno caracteristicos [24].

Comparando los acoplamientos moleculares anteriores, se observa que aunque es la misma estructura la que se utiliza como

ligando el sitio de union es diferente, sin embargo, la posicion de ZM se mantiene ligeramente similar en el receptor en ambos

acoplamientos.

38



Thr 924

H——N——CH—COOH

OﬁN\\\,. r|| .lsm 921
L/ \‘ Leu 838

OL N
X
Gly 920 ,
Phe 919 =
Val 846 Ala 864
o
Leu 1033
(o] Lys 866
s N/ Val 912
H
Val 914
Phe 1045
Glu 883

Figura 14. Acoplamiento molecular de PF con el VEGFR2 (estructura cristalina 1Y6A). En color naranja se
muestran los residuos hidrofébicos, en negro los aminoacidos hidrofilicos y en azul los residuos con los que se

forman puentes de hidrégeno.




El acoplamiento molecular (figura 14) muestra que PF se une en un sitio alejado del asa de activacion. Asimismo, también
se puede observar que la estructura farmacologica forma en su mayoria interacciones hidrofobicas. Se acopla en el sitio de
union al ATP en el residuo Lys 866 y se puede observar que en la region bisagra se forma un puente de hidrégeno con el
oxigeno del ligando y el hidrogeno del NH de la Asn 921, gracias a esta Ultima interaccion se considera que esta molécula

es un inhibidor tipo | [23].
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muestran los residuos hidrofébicos, en negro los aminoacidos hidrofilicos y en azul los residuos con los que se
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En la figura 15, se observa que la estructura farmacoldgica se acopla en el asa de activacion y en la a-hélice, de forma

contraria al acoplamiento molecular anterior, ademas la orientacion y el sitio de union del mismo cambia.

Por otro lado, PF se une al VEGFR-2 en el sitio de unién a ATP en el residuo Lys 866, en la a-hélice en el aminoacido
11e886 y Val 897, mientras que el asa de activacion se acopla desde Lys 1021 a Arg 1025, donde forma dos puentes de

hidrégeno y se une al sitio alostérico con el residuo Asp 1044.

De acuerdo con la figura 15, se observa que la mayor energia de interaccion se localiza en el asa de activacion, esto se
debe a los dos puentes de hidrégeno que se forman, no obstante éstos no son los residuos que caracterizan a un inhibidor

tipo 11 [24].
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De la figura 16 se observa que Kl se une con el sitio de union ATP con el residuo Lys 866, al a-hélice con el residuo Glu
883, ademas a la region bisagra desde el aminoacido Phe 919 hasta Asn 921 ademas forma interaccion con el segmento
de activacion con el residuo Phe 1045 y las demas interacciones se unen al receptor en las laminas Rplegadas del N-

I6bulo.

En el acoplamiento farmaco-receptor de la figura 16 se aprecia que la estructura molecular se une a la region bisagra con

el residuo Asn 921 que caracterizan a un inhibidor tipo | [23] por lo que se consideraria un inhibidor de este tipo.
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En el acoplamiento molecular de la figura 17, se observa que la estructura KI se une a la region bisagra desde el
aminoacido Val 914 hasta Cys 917, al a-hélice desde el aminoacido Glu 883 hasta lle 890, y al asa de activacién con los
residuos Cys 1043 y Asp 1044.

Este ligando se considera inhibidor tipo Il ya que existen tres interacciones por puentes de hidrégeno, una con el residuo
Asp 1044 y dos con Glu 883 en el sitio alostérico [24].

De acuerdo con el acoplamiento molecular de la figura 16 y la figura 17, KI se considera tanto inhibidor tipo I como
inhibidor tipo IlI, ya que la estructura farmacolégica cumple con las interacciones necesarias para ambos tipos de

inhibidores.
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La figura 18 muestra que el compuesto HEN no se une al a-hélice. Sin embargo, se une en la region bisagra desde el
aminoacido Phe 919 hasta Asn 921, donde forma dos puentes de hidrogeno con este Ultimo. Las interacciones restantes

las lleva a cabo con las laminas 3-plegadas en el N-l6bulo.

En el acoplamiento molecular mostrado en la misma figura, se forman dos puente de hidrogeno con un residuo de interés

por lo que este compuesto se considera inhibidor tipo | [23].
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forman puentes de hidrégeno.
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El acoplamiento molecular de HEN con VEGFR-2 (1YWN) mostrado en la figura 19 el ligando se une en la a-hélice con el
residuo Glu 883, asi como en la region bisagra desde el aminoacido Phe 916 hasta Gly 920 y las demas interacciones las

hace con las laminas B-plegadas en el N-lébulo.

Del andlisis anterior, HEN no se considera un inhibidor tipo Il, debido a que no presenta al menos dos interacciones por

puente de hidrogeno con los residuos de interés (figura 8) [24].
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7.2. ANALISIS RMN-H DE LA MOLECULA DE
HENATINIB

En la tabla de la izquierda se muestran los valores de desplazamiento quimico tanto
tedrico como experimental de ciertos protones, los cuales aparecen en color azul en

la imagen de la derecha.

Desplazamiento
Atomo| quimico/ppm

Tedrico Exp
12 8.38 7.75
19 8.31 13.73
7 8.12 7.78
17 7.50 10.91
49 3.73 3.9

De acuerdo con los valores calculados y con los valores de la estructura
experimental se muestra cierta similitud, por lo que se toma su geometria para
realizar calculos posteriores.



7.3. MOMENTO DIPOLAR

A continuacion en la Tabla 2 se muestran los valores del momento dipolar y de la
concentracion maxima inhibitoria (IC50). Los valores de momento dipolar son
obtenidos de las estructuras optimizadas usando el método HF [57] y la base cc-
pVTZ [58] en fase disolucion con el modelo SMD [59].

Angztr:gi(:;;ica dip'\o/||2:1(%net§ye) IC50 (nM)
M 6.6715 )
Ki 8.0339 0.9
PF 9.5284 0.8
HEN 10.7694 0.6

Tabla 2. IC50 obtenido experimentalmente y momento dipolar obtenido teéricamente de
las estructuras farmacolégicas.

Como se puede observar en la Tabla 2, el momento dipolar del conjunto de
estructuras farmacologicas se encuentra entre 6.6715 y 10.7694 Debyes. La
molécula mas soluble del conjunto es HEN.

Ademas, se observa que existe una relacion inversamente proporcional entre el
momento dipolar y el IC50 que es la concentracién del inhibidor que produce una
inhibicion de la actividad al 50%. Por lo que se establece que entre mas polar sea la

molécula mas eficaz sera el farmaco.

Por otro lado, al intentar predecir el valor de IC50 de otro isobmero de HEN, por medio
de un ajuste de datos, obtenidos del momento dipolar y el IC50, no fue posible
obtener un resultado adecuado debido a que el valor de r? fue de 0.78, por lo que se
sugiere gque el grupo de estudio debe ser mas grande para establecer una relaciéon

(por ejempilo: lineal, logaritmica).
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7.4. CARGAS ESP

Cargas ESP
Atomo 29N 26N 24C 19C 30N 25C 23C 27C 16C 46H
Carga | -1.0484 | -1.0270 | -0.9651 | -0.9170 | -0.8343 | 1.2642 | 1.1905 | 0.7655 | 0.7079 | 0.4916

Figura 20. Potencial electrostatico de ZM en donde el color rojo representa regiones con mayor densidad

electrénica y el azul las regiones deficientes de electrones, ademas aparecen las cargas ESP en cada

atomo. Valor de isosunerficie 0.0004.

La figura 20 muestra que el atomo mas susceptible a recibir un ataque electrofilico es
el nitrogeno (29N) de ZM debido a que es el &tomo con menor carga. Este atomo
interacciona con el residuo Glu 915 del receptor VEGFR2 de la estructura cristalina

1YB6A. Asimismo este nitrbgeno muestra una interaccion con el aminoacido Ser 882

del receptor VEGFR2 de la estructura cristalina 1ZYWN.

Por otro lado el carbono (25C) de ZM es el atomo mas susceptible a recibir un
ataque nucleofilico, ya que es el &tomo con la mayor carga. Esto se debe a que los
dos nitrogenos a los que esta unido extraen carga de este atomo. Se puede observar

que tanto en el acoplamiento molecular de la figura 12 como en de la figura 13 no

existe ninguna interaccion con este atomo.
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Cargas ESP

Atomo | 21N 10 17C 23C 5C 2C 20C 16C 24C 10C

Carga |-0.8748 | -0.7856 | -0.7499 | -0.7345 | -0.7168 | 0.9936 | 0.9204 | 0.7599 | 0.6733 | 0.5679

Figura 21. Potencial electrostatico de PF en donde el color rojo representa regiones con mayor

densidad electronica y el azul las regiones deficientes de electrones, ademés aparecen las cargas ESP

en cada atomo. Valor de isosuperficie 0.0004.

Acorde con la figura 21, el atomo mas propenso a recibir un ataque electrofilico es el
nitrogeno (21N) de PF. En el acoplamiento molecular con VEGFR2 (1Y6A) se observa
que el 21N se une al aminoacido Leu 338. Caso contrario en el acoplamiento de la
figura 15 donde no se muestra interaccion del nitrégeno con el receptor VEGFR2.

De acuerdo a la figura 21 el atomo susceptible a realizar un ataque nucleofilico es el
carbono (2C) de la amida de PF. Esto se presenta gracias a que tanto el oxigeno
como el nitrégeno toman carga del carbono dejandolo con una carga parcialmente
positiva. De acuerdo a las figuras 14 y 15, se observa como el carbono no presenta
ninguna interaccion con el receptor VEGFR2.
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Figura 22. Potencial electrostatico de Kl en donde el color rojo representa regiones con mayor
densidad electrénica y el azul las regiones deficientes de electrones, ademas aparecen las

cargas ESP en cada atomo. Valor de isosuperficie 0.0004.

Cargas ESP
Atomo 34N 31C 16N 150 12N 14C 35C 29C 33C 19C
Carga -0.9018 | -0.8126 | -0.7401 | -0.7267 | -0.6994 | 1.0252 | 0.8124 | 0.7801 | 0.5403 | 0.4648

El atomo mas susceptible a recibir un ataque electrofilico es el nitrdgeno (N34) de KI.
En el acoplamiento molecular de la figura 16 hay interaccion de este atomo con el
residuo lle 890 del receptor VEGFR2, mientras que en la figura 17 se muestra

interaccion con Leu 838.

Por otra parte el carbono (14C) del compuesto Kl es el atomo més susceptible a recibir
un ataque nucleofilico. Esto se debe a que tanto los dos nitrdgenos como el oxigeno
toman carga del carbono por lo que éste queda parcialmente positivo. En los
acoplamientos moleculares que se generan con Kl y el receptor VEGFR2 (figura 16 y
figura 17) se observa como el carbono (14C) no presenta interaccion con el receptor

VEGFR2.
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Cargas ESP

Atomo| 470 380 140 44C 21C 43C 37C 13C 48H 17H

Carga | -0.8276| -0.8187| -0.7709| -0.7089| -0.6896| 0.9677 | 0.9439 | 0.8300 | 0.4686 | 0.4278

Figura 23. Potencial electrostatico de HEN en donde el color rojo representa regiones con mayor

densidad electronica y el azul las regiones deficientes de electrones, ademas aparecen las cargas

ESP en cada atomo. Valor de isosuperficie 0.0004.

El atomo mas dispuesto a recibir un ataque electrofilico es el oxigeno (470) del OH de
HEN. En el Acoplamiento molecular de la figura 18 el oxigeno muestra interaccion con
Gly 920, mientras que en el acoplamiento de la figura 19 no existe interaccion con el

oxigeno.

Finalmente el carbono (43C) de HEN es el mas propenso a recibir un ataque
nucleofilico esto se debe a que el atomo queda con carga parcial positiva, ya que el
oxigeno toma carga del mismo. Tanto en la figura 18 como en la 19 no se muestra
interaccion de éste a&tomo con el VEGFR2.




8. CONCLUSIONES

Se realiz6 el acoplamiento molecular con las estructuras moleculares de interés
(HEN, KI, PF y ZM) con el receptor VEGFR2 obtenido de la estructura cristalina
1YG6A. Los resultados indicaron el modo y el sitio de unién, asi como los aminoacidos
en los que se une el ligando en el receptor.

Por otro lado, se obtuvo el sitio y modo de unién de las moléculas farmacoldgicas de
estudio con el receptor VEGFR2 obtenido de la estructura cristalina 1YWN, donde se

reportaron los residuos aminoacidicos en los que hay interaccion con el receptor.

De los resultados anteriores se obtiene que ZM, PF y HEN son inhibidores tipo |

mientras que Kl se considera un inhibidor tanto tipo | y tipo II.

De acuerdo al valor de momento dipolar teérico y a la concentracion media maxima
inhibitoria (IC50) se observa una correlacion que indica que a mayor momento
dipolar se obtiene mayor eficacia del inhibidor.

A través de un andlisis de las cargas basadas en el potencial electrostatico, se
obtuvo el atomo mas propenso a recibir un ataque electrofilico y nucleofilico en cada

estructura farmacoldgica.

Como perspectivas del trabajo se propone realizar el acoplamiento molecular con el
receptor VEGFR2 en su conformacion DFG in y conformacién intermedia (aunque
por el momento solo se reporta en la base de datos PDB una estructura cristalina del
receptor en DFG in y ninguna se encuentra reportada en estado intermedio) con la
finalidad de saber si dichas estructuras farmacoldgicas inhiben también dichas

conformaciones.
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