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RESUMEN

El cancer de mama tiene una alta incidencia en México, especialmente el cancer de
mama triple negativo (CMTN), el cual se ha clasificado en 6 subtipos moleculares: BL1,
BL2, M, MSL, IM y LAR de acuerdo con las proteinas que se encuentran desreguladas.
El CMTN no cuenta con terapia dirigida, por lo que es importante la busqueda de
terapias alternativas dirigidas a cada subtipo de CMTN que brinden a la paciente
mejores resultados que los observados con los tratamientos actuales. En el presente
trabajo, mediante el reposicionamiento de farmacos con herramientas in silico y
busquedas de estudios clinicos, se proponen nuevos candidatos para el tratamiento del
CMTN que actien sobre proteinas especificas para cada subtipo.

Primero realizamos la seleccién y preparacion de 6 proteinas: AR, EGFR, mTOR, p110aq,
PDGFR, PD-L1, los inhibidores control (15) de cada una de ellas, 2 ligandos endbégenos
de la AR y para reposicionar se utilizé la base de datos DrugBank, conformada por 2,678
farmacos aprobados por la FDA. Se utiliz6 la suite Schrédinger con sus distintos
modulos, minimizando energias, se establecieron condiciones fisiolégicas pH 7.4 y 36.5
°C, y flexibilidad al sitio de unién de las proteinas, los inhibidores y farmacos para
realizar el acoplamiento (docking) molecular. Se utilizaron filtros para la seleccién de
los candidatos: energia de acoplamiento (EA), los criterios de Lipinski y Ghose (CLG),
enfoque mono o multiproteina y finalmente informacion clinica de uso de los farmacos.

Una vez realizado el docking molecular, proteina-inhibidores y proteina-farmacos, el
primer filtro fue seleccionar los farmacos que tuvieran una energia de acoplamiento
igual o mas favorable que los inhibidores control, el segundo filtro fue que cumplieran
con los seis CLG (peso molecular <500 g/mol, logP -0.5-5.6, aceptores de pdh <10,
donadores de pdh <5, refractividad molar 40-130 y niumero de atomos 20-70). El tercer
filtro fue el de farmacos candidatos monoproteina, es decir, que predice que actiian solo
sobre una proteina y farmacos multiproteina, que se predice que actiian solo en 2 (AR y
EGFR) o 3 proteinas (EGFR, p110a, mTOR). Como ultimo filtro se utilizaron las bases
de datos DrugBank, PubChem, Sider 4.1 y Drugs.com para recopilar la informacién
clinica de cada uno de los farmacos candidatos: uso / tratamiento (actual), toxicidad,
lesién hepatica inducida por farmacos (DILI, por sus siglas en inglés), efectos adversos,
contraindicaciones, formulacién y mecanismo de accién. Aquellos que tuvieran
toxicidad, efectos adversos graves, contraindicaciones relevantes o un grado de DILI
superior a C, fueron descartados del estudio.

De los 2,678 farmacos de inicio, al final del estudio se obtuvieron 78 farmacos candidatos
para proseguir el estudio de reposicionamiento contra CMTN, de los cuales 63 farmacos
actuan de forma exclusiva con una sola proteina de estudio de cada subtipo de CMTN,
8 farmacos contra 2 proteinas (EGFR, AR) y 7 farmacos contra 3 proteinas (EGFR,
mTOR, p110a). Estos 78 farmacos para reposicionar contra el CMTN han sido aprobados
por la FDA y actualmente se utilizan para una amplia gama de padecimientos lo que
implica que son seguros, siendo buenos candidatos para futuros estudios in vitro e in
vivo en CMTN y confirmar si es posible utilizarlos para el tratamiento en pacientes.



1.INTRODUCCION

1.1 Estadisticas del cAncer de mama

El cancer es una enfermedad de tipo multifactorial. Las principales causas son la
exposicion a sustancias quimicas, el ambiente, organismos patdgenos, radiaciones y los
factores genéticos del individuo, los cuales ocasionan alteraciones de tipo metabdlico,
genético o epigenético que desembocan en el desarrollo de la enfermedad [1].

Uno de los tipos de cancer con mayor incidencia en México y en el mundo es el cancer de
mama (CM); ocupa el primer lugar en ambos casos (Figura 1). En nuestro pais, aunque
existen diversos métodos de diagnéstico y terapias dirigidas, el porcentaje de mortalidad
es alrededor del 8.8% del total de los casos reportados en 2020 [2], [3].

Incidencia mundial Incidencia en México

Breast
2261419(11.7%)

Breast
29 929 (28.2%)

Lung
2206771 (11.4%)
Othee cancers Other cancers
8275 743 (42.9%) Colorectum 44980 (42.4%)
1931590 (10%) Cervix uteri
Prostate 9439 (8.9%)
1414259 (7.3%) Thyroid
Oesophagus Stomach 9142 (8.6%)
604 100 (3.1%) 1089 103 (5.6%)
Corpus uteri Colorectum
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604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)
Total: 105 963

Total: 19 292 789 cases

Figura 1. Incidencia del cancer de mama a nivel mundial (lado izquierdo) y en
México (lado derecho), reportes 2020. Tomada de [2], [3].

Aunque existen métodos de detecciéon inmunohistoquimicos y terapias como la cirugia y
quimioterapia aun falta informacién para entender el mecanismo y patogénesis del
cancer de mama [4], por lo cual es esencial ahondar en las clasificaciones con las que se
cuenta con la finalidad de desarrollar nuevos métodos de deteccidén o terapia que posean
una mayor eficacia que los encontrados en el mercado.



1.2 Clasificacion del cancer de mama (CM)

El CM se clasifica segiin su origen en dos grandes grupos: carcinomas desarrollados
en los componentes epiteliales de la mama (delimitan lébulos y conductos) y sarcomas
presentes en los miofibroblastos y vasos sanguineos, siendo mas comun los del primer
tipo. Los carcinomas se pueden subdividir acorde con la patologia de éste en 3 tipos,
como se observa en la Figura 2: no invasivo o in situ el cual se encuentra localizado
en los ductos o l6bulos de la mama y en donde participan fibroblastos, leucocitos y
miofibroblastos que empiezan a dafar la membrana basal. El tipo invasivo el cual se
difunde fuera de los ductos o 16bulos de la mama ya que no hay membrana basal que
impida su movilidad creciendo fuera del tejido estromal mamario, observandose en su
mayoria la participacién de células del epitelio luminar. Por dltimo el tipo metastasico
el cual se disemina a otros 6rganos del cuerpo considerandose una etapa avanzada y de
mal prondstico [4], [5].

Normal In situ Invasivo Metastasico

/ §\\‘ &

o ® oy &0 - = == @ <>
Epitelio celular ~ Célula Endotelio Leucocitos  Fibroblastos Miofibroblastos Membrana Células de metéstasis
luminal mioepitelial Baaal

Figura 2. Progresion del cancer de mama. Tomado y modificado de [5].

Asi mismo, existe una clasificacién molecular determinada por la sobreexpresién de los
receptores de estrogenos (ER), progesterona (PR) y el factor de crecimiento epidérmico
humano 2 (HER-2) y en algunos casos por la presencia de Ki67, (marcador de
proliferacion celular), todos ellos involucrados en el desarrollo y progresién del cancer.
Por lo anterior, se han establecido 5 subtipos de cancer de mama y cuyas caracteristicas
se resumen en la Tabla 1, [4], [5].

Los subtipos luminal A y B cuentan con la sobreexpresion de los receptores hormonales
ER y PR diferenciandose en la sobreexpresion de HER-2 que posee solamente el tipo B,

\]



ambos son los de mayor incidencia y cuentan con terapia hormonal dirigida lo cual se
correlaciona con un buen prondstico para la paciente. Por otro lado, en el subtipo HER-
2 solo se sobreexpresa HER-2, con una incidencia del 5-15% y también posee una terapia
dirigida de tipo anticuerpo monoclonal. El subtipo similar a normal podemos observar
un patrén de expresion similar al observado en el luminal A, pero con una expresion
baja de Ki67, su incidencia es rara, pero se cuenta con terapia hormonal dirigida para
su tratamiento [5].

El subtipo triple negativo al no tener receptores sobreexpresados, no cuenta con terapia
dirigida, aunado a su alta tasa metastasica, lo convierte en un cancer de alto riesgo para
la paciente debido a la rapida progresion de la enfermedad. Asi mismo, hoy en dia la
quimioterapia es la primera opcién de tratamiento contra este subtipo tanto en etapas
tempranas y tardias, sin embargo, presenta efectos adversos y no refleja un beneficio en

la supervivencia de las pacientes.

Tabla 1. Subtipos de cancer de mama. Modificada de [5].

Subtipo

Luminal A

Luminal B

HER 2

Triple negativo

Similar a
normal

Patron
molecular

ER+, PR+, HER2-

ER+, PR+, HER2+

ER-, PR-, HER2+

ER-, PR-, HER2-

ER+, PR+, HER2-,
Ki67 bajo

Incidencia y
pronostico

Mas comtn ~70%
Mejor prondstico
10-20%
Menor
supervivencia que
el luminal A
5-15%

Peor pronédstico que
los luminales
15-20%

Mal prondstico
Raro
Peor pronédstico que
el luminal A

Tratamiento

Terapia hormonal
Terapia dirigida
Terapia hormonal
Terapia dirigida

Terapia dirigida

Sin terapia
dirigida
Terapia hormonal
Terapia dirigida



1.3 Cancer de mama triple negativo (CMTN)

El CMTN es una neoplasia maligna caracterizada por la ausencia de la sobreexpresion
de los ER, PR y HER-2, por lo que no cuenta con un método de deteccién temprano o
terapia dirigida [5].

El CMTN se caracteriza por una progresion rapida debido a alteraciones en los niveles
celular, tisular y metabdlico, en donde las células cancerosas de tipo epitelial se
remodelan a mesenquimales para lograr una invasiéon local mediante la remodelacién
del citoesqueleto. Después dichas células pasaran a torrente sanguineo donde cascadas
de sefializacion especificas, como la ruta del factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B), les permitiran la supervivencia en ese ambiente con la finalidad de lograr
colonizar 6rganos distantes como huesos, pulmones y cerebro, este Gltimo paso se conoce
como metastasis [6].

En la Figura 3 se representan las rutas candnica y no candnica de TGF-B8 en el CM. Para
el desarrollo de nuevos inhibidores de esta ruta se plantea la interacciéon dirigida sobre
los receptores de TGF-B para impedir su fosforilaciéon y por ende la activacién de las
proteinas SMAD-2 y -3 y rutas relacionadas con el desarrollo de procesos que favorezcan
el mantenimiento de células malignas. Dicha inhibicion en la ruta candnica impedira la
transcripcién de genes regulados por SMAD y del lado no candnico el desarrollo de rutas
relacionadas con la supervivencia celular y los procesos inflamatorios en el CM [7].
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Figura 3. Ruta candénica y no canénica de TGF-B en el CM. Tomada de [7].
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En la Figura 4 se esquematiza como se llevan a cabo los procesos de invasion, migracién
y metdastasis; en los que se muestran los genes o proteinas supresores (color verde) y
promotores (color rojo) de metastasis que juegan un papel clave en cada uno de ellos. En
el caso de la invasién y extravasacién (Figura 4) observamos la participaciéon de la
proteina TGF-B que promueve la sobreexpresion de la familia de oncogenes de la
proteina K (MAFK) la cual induce la formacion e invasion del tumor in vivo. Por otro
lado podemos observar como el gen EREG, y la proteina prostaglandina-endoperéxido
sintasa 2 (COX2) permiten la extravasacidon, proceso que ayudara a las células
tumorales a colonizar otros érganos, dichos genes y proteinas identificados se podrian
utilizar como posibles blancos para terapia [6].
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Figura 4. Progresion del cancer de mama triple negativo, genes y proteinas
implicados. Rojo: promotores de metastasis, verde: supresores de metastasis.
Tomada de [6].



En 2011, Lehmann y cols., realizaron un analisis de los perfiles de expresion molecular
de grupos de datos de pacientes con cancer de mama, identificaron los casos de CMTN
y los clasificaron en 6 grupos distintos como se observa en la Tabla 2. Cada uno de estos
subtipos se relaciona con procesos especificos; por ejemplo, en BL1 y 2 observamos rutas
involucradas con la proliferacién y crecimiento celular principalmente. Por otro lado,
para M y MSL existen rutas que ayudan a los procesos de diferenciacién migracién y
crecimiento celular. Para IM se relacionan procesos de tipo inmunolégico que ayudan a
las células malignas a evadir el sistema inmune y para LAR los principales procesos
involucran la sintesis de esteroides en particular andrégenos y estrogenos. Una de las
principales ventajas de esta clasificacién es que abarca diversos procesos involucrado en
el desarrollo del CMTN, lo que permite estudiar desde aspectos de crecimiento y
desarrollo celular hasta procesos relacionados con el sistema inmune [8].

Tabla 2. Subtipos moleculares de CMTN. Modificado de [8].

Subtipos Procesos involucrados
BL1 . . .
(Tipo basal 1, basal like 1) Proliferaciéon celular y reparacion del ADN.
BL2 Senalizaciéon de rutas del factor de crecimiento

(EGF, MET, NGF), glicolisis, gluconeogénesis y

(Tipo basal 2, basal like 2) factores de expresién mioepiteliales.

IM Procesos inmunolégicos y cascadas (TH1/TH2,
(Clase inmunomoduladora) células NK, receptor células N).
M Diferenciacién celular, migracién, crecimiento y
(Clase mesenquimal) procesos de la matriz extracelular.
. hilell Similar a la expresion de M y células troncales
(Células troncales X
. mesenquimales.
mesenquimales)
LAR . . .
. Incremento en la expresion del AR y sintesis de
(Luminal al receptor de . , .
. esteroides, androgenos/estrogenos
androgenos)
UNS Inestable

El CMTN representa entre 15-20% del total de casos de CM reportados. Los factores de
riesgo relacionados han sido ampliamente estudiados, Phipps y cols., demostraron que
mujeres con un mayor niumero de hijos tiene mayor riesgo (1.4 veces mas) de desarrollar
CMTN [9]. Otros factores, como la lactancia, un alto indice de masa corporal IMC) y
los sindromes metabdlicos estan asociados con este subtipo de cancer, lo cual es de
relevancia en México debido a la alta prevalencia de obesidad y sindromes metabdlicos
en nuestra poblacion [10].

En México existen pocos reportes relacionados con pacientes con CMTN, por ejemplo;
un estudio realizado en el Hospital Angeles del Pedregal, en la Ciudad de México reportd



la alta incidencia del CMTN, presentandose en un 17% de los casos totales de cancer de
mama, con una edad promedio de 45 afos y en estadio avanzado, lo cual corrobora el
mal prondstico y la rapida diseminacion de este cancer [11].

1.4 Diagnéstico y terapia del cancer de mama triple
negativo

Los métodos de prondstico como Oncotype DX o MammaPrint solo clasifican a los
canceres de tipo luminal o asociados con el factor HER2. Para el CMTN no se cuenta
con un método de prondstico, dado que los métodos mencionados anteriormente solo
detectan genes implicados en los otros subtipos, por lo anterior, en el subtipo triple
negativo el progreso de la enfermedad es inminente [12].

El tratamiento convencional para el CMTN se elige acorde con la etapa de la enfermedad
que presente la paciente, en tanto no haya una terapia dirigida para este subtipo de CM,
se eligen terapias convencionales. Por ejemplo, un tratamiento neoadyuvante en etapas
tempranas o tardias en donde se administran antraciclinas, taxanos y ciclofosfamidas,
asi mismo para las pacientes con mutaciones BRCA se administran compuestos basados
en platino o anticuerpos. Por otro lado, la terapia adyuvante, utilizada después de una
Intervencion quirurgica se basa en el uso de antraciclinas y taxanos. Aunado a estas
terapias los métodos quirturgicos y de radioterapia se utilizan en conjunto para el
tratamiento de las pacientes (Tabla 3) [13].

Tabla 3. Terapias convencionales para el tratamiento del CMTN. Modificado de [12].

Tratamiento , .
. Farmacos Mecanismo Ref
Convencional

Antraciclinas y taxanos TalelieGm ale e

Tratamiento R 2 :
Neoadyuvante Capecitabine y taxano sintesis de ADN y
9
CMTN temprano, Monoterapia con ixabepilone st b%,RN‘, ‘0 d [14]
tardio o metastasico ) o Stabluzacion ¢e
Ixabepilone y capecitabine microtubulos.

Nuevos agentes Compuestos basados en Citotéxico e

neoadyuvantes platino (carboplatino) inmunoterapia [15]
(mutaciones BRCA) bevacizumab, nab-paclitaxel VEGF

Agentes adyuvantes Antraciclinas y taxanos Citotdxico [16]



Como podemos observar aun faltan estudios para poder dilucidar la participacién de
diversas proteinas y genes involucrados en el desarrollo del CMTN. Para el desarrollo
de nuevas opciones de deteccidon o terapias dirigidas eficaces que beneficien a las
pacientes. La utilizacién de herramientas bioinformaticas para el estudio de nuevos
blancos terapéuticos resulta de interés con el propdsito de predecir actividades
biolégicas de moléculas o farmacos de interés para una posterior aplicaciéon
experimental.



2. ANTECEDENTES

2.1 Subtipos moleculares del cancer de mama triple
negativo

Como se ha mencionado con anterioridad, en 2011 Lehman y cols., clasificaron 6
subtipos moleculares de CMTN acorde con los perfiles de expresiéon genética de grupos
de datos de CM, donde identificaron 587 casos de CMTN. Se ha estudiado la relevancia
de estos subtipos a lo largo de los afos e incluso se han propuesto diversos tratamientos
para las pacientes, como se explicara a continuacion.

En 2015, Lehman y cols. plantearon la bisqueda de nuevos blancos de terapia para los
distintos subtipos de CMTN, debido a que el tratamiento para dichas pacientes sigue
siendo la quimioterapia, independientemente del estadio clinico temprano o tardio. La
inhibicién de poli-(ADP-ribosa)-polimerasa (PARP) se propone para el CMTN con
mutaciones en BRCA, antiandrogénicos cuando existe sobreexpresién del receptor de
andrégenos (AR), inhibicién del receptor del factor de crecimiento fibroblastico (FGFR)
y gamma-secretasas, entre otros [17].

En 2017, Hubalek y cols. propusieron otras opciones de terapia para los distintos
subtipos de CMTN, empezando por los tipo basal (BL), para los cuales proponen el
tratamiento de las mutaciones BRCA1 y 2 mediante el uso de inhibidores para la enzima
PARP involucrada en la reparacién celular por dafio al acido desoxirribonucleico (ADN).
En la Figura 5, podemos observar como en una respuesta temprana al dafio del ADN la
enzima es reclutada para reparar el dafno de forma adecuada, pero al utilizar un
inhibidor de PARP se busca la disociacién del complejo y puede ocasionar otro tipo de
proceso de reparacion o la muerte celular por dafio al ADN [18]. Para el subtipo LAR
nuevamente proponen el uso de antiadrenérgicos y para el subtipo IM toman como
blancos de terapia a la proteinas proteina de muerte celular programada 1 (PD-1) y el
ligando 1 de muerte programada (PD-L1) [19].

En 2018, Chan y cols. discutieron los subtipos aplicables a la clinica acorde con las
poblaciones de CMTN observadas, los cuales son: reparaciéon del ADN, fenotipo
inflamado, positivo al receptor de andrégenos, PISK, AKT, PTEN alterados y expresion
de antigenos tnica. Proponen el uso de inhibidores de PARP y compuestos platinados
para la reparacion de danios al ADN [20].
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Figura 5. Efectos de la inhibicion de PARP en respuesta al dano del ADN. Tomado de
[18].

Por otro lado, ya existen estudios en pacientes con CMTN que evaliian la respuesta a
determinadas terapias en los diferentes subtipos detectados, en 2013 Masuda y cols.,
realizaron un estudio acerca de la respuesta a quimioterapia neoadyuvante en los
distintos subtipos de CMTN. Se tomaron 146 muestras frescas de pacientes y se
identificaron los subtipos con ayuda de microarreglos de expresion, de estas muestras
solo se tomaron aquellas que recibieron quimioterapia neoadyuvante de tipo taxanos,
antraciclinas (Figura 6) y radioterapia lo que redujo las muestras a 130. La respuesta
mas favorable a este tipo de terapia fue para el subtipo BL1 donde se observé ausencia
de tejido invasivo en un 16.1% de las pacientes, por otro lado, no se observé una
respuesta positiva para los subtipos BL2 y LAR [21].
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Figura 6. Ejemplos de compuestos para terapia a base de taxanos (docetaxel) y
antraciclinas (epirubicin)

En 2018 Santonja y cols., realizaron un estudio de respuesta a quimioterapia
neoadyuvante para cada subtipo de CMTN, se tomaron 125 muestras de pacientes
inmersas en parafina. Se realiz6 un estudio por microarreglos de expresiéon para
determinar el subtipo al que correspondian, la quimioterapia con la que fueron tratadas
fue de tipo antraciclinas, taxanos y carboplatino. La mejor respuesta se observé en el
subtipo BL1 donde en 47.1% de las muestras no se encontré tejido de tipo invasivo y la
respuesta menos favorable se encontré en el subtipo LAR teniendo una respuesta
positiva en solo 14.3% de las muestras [22].

Considerando lo antes planteado resulta de interés la busqueda de nuevos blancos para
terapia contra los distintos subgrupos moleculares de CMTN, ya que las terapias
actuales (quimioterapia) no muestran resultados favorables para todos los subtipos, por
lo que una terapia dirigida podria arrojar mejores resultados mejorando asi el prondstico
de las pacientes.

2.2 Proteinas relacionadas al cancer de mama triple
negativo

Existen diversas proteinas relacionadas con el desarrollo, mantenimiento, migracién y
supervivencia del CMTN, de acuerdo con estudios de expresiéon genética se han
1dentificado proteinas relacionadas con cada subtipo molecular de CMTN. Entre las que
destacan: AR, receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), isoforma alfa de la
subunidad catalitica de PISK (p110a), diana de rapamicina en células de mamifero
(mTOR), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR) y PD-L1 [23]. Cada una
de ellas involucrada en procesos que ayudan al desarrollo de células tumorales como se
explicara a continuacion.



2.2.1 Receptor de andrégenos (AR)

Una de las proteinas implicadas en el CMTN es AR, un factor de transcripcion activado
por ligando (testosterona o dihidrotestosterona (DHT). Se ha observado su expresion en
70% de los tumores primarios de CM y en todos sus estadios, esta presente en 50% de
los casos de CMTN y se relaciona a una menor respuesta a quimioterapia. El AR
participa en procesos de diferenciacion, proliferaciéon, apoptosis y angiogénesis de
células tumorales [24].

La ruta que sigue el AR ya ha sido descrita en distintos tipos de CM (Figura 7), para el
CMTN se observa la participacién de proteinas fosfoinositol 3-quinasa (PI3K), tirosina-
quinasa protooncogénica Src (Src), serina/treonina quinasas activadas por mitégeno
(MAPK) y quinasa activada por mitogeno (ERK). Por otro lado, la participaciéon de DHT
también es fundamental, siendo una buena propuesta de terapia la inhibicién del AR.
Para el subtipo HER-2 solo se observa la participaciéon de DHT que permite el ingreso
del AR al ntcleo y la posterior transcripcion de genes involucrados en el desarrollo
celular, por ultimo en el subtipo ER+ se muestra que la unién del AR y ER es necesaria
para comenzar con la transcripcion de genes involucrados en la ruta [24].

HER2+ H TNBC

HER2 HER3 1
nnmnn S nnnmnnnRnmam

Figura 7. Rutas de senalizacion de AR en los distintos tipos de CM. Tomada de [24].
DHT: dihidrotestosterona, AR: receptor de andrégenos, PI3K: fosfoinositol 3-quinasa, Src:
tirosina-quinasa protooncogénica Src, MAPK: serina-treonina quinasa activada por mitégeno,
ERK: quinasa activada por mitégeno.
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Se han reportado inhibidores del AR tanto en estudios clinicos como comerciales, por
ejemplo, bicalutamida es una molécula que ha sido estudiada para el tratamiento de
CMTN metastasico, pero aun sigue en estudios clinicos fase 2. Por otro lado, el acetato
de abiraterona (AB) también se esta probando para el tratamiento de CMTN
metastasico o avanzado y se ha observado una tasa clinica benéfica en los estudios
clinicos en fase 2 [24].

Aunque ya existen inhibidores del AR en el mercado se han observado efectos
secundarios en pacientes, por ejemplo, el AC que ha sido utilizado en el tratamiento de
cancer de proéstata provoca hepatotoxicidad en los pacientes. Por otro lado,
enzalutamida, un agonista del AR ha provocado hipertension y convulsiones en
pacientes [25].

2.2.2 Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

EGFR es una familia de 4 tirosina-quinasas transmembranales (EGFR1/ErbBl1,
Her2/ErbB2, Her3/ErbB3 y Her4/ErbB4) relacionadas con 13 ligandos polipeptidicos. Se
ha observado su sobreexpresién en diversos tipos de tumores: mama, pancreas, cabeza
y cuello, préstata, ovario, entre otros Dicha sobreexpresién estd implicada en procesos
de crecimiento, diferenciacién y progresioén celular, angiogénesis y apoptosis [26].

En CM, la proteina EGFR esta expresada en 70% de los casos de CMTN y esta implicada
en procesos de regulacién de proliferaciéon celular, diferenciacién, migracién y
supervivencia (Figura 8) [26].

Como se observa en la Figura 8, existen muchas proteinas implicadas en la ruta de
senalizaciéon de EGFR, una propuesta para frenar los procesos celulares que favorecen
la sobrevivencia de las células tumorales es impedir la dimerizacion de EGFR para que
la cascada de sefalizacién no pueda avanzar. Podemos observar la participaciéon de
proteinas MEK, ERK, Ras, transductor de sefal y activador de la transcripcion (STAT),
quinasa Janus (JAK) y Src, todas ellas se activan por la fosforilacion de EGFR y
desencadenan rutas relacionadas a la proliferacién y mantenimiento de células
malignas [26].

Actualmente existen inhibidores de EGFR, entre ellos anticuerpos monoclonales y
moléculas pequenas. El problema en el primer caso es el tamafio de los anticuerpos,
dado que no penetran en el tejido debidamente por lo que las dosis son altas y por ende
eleva los costos. Por otro lado, en el segundo caso, han tenido una eficiencia clinica baja
y se ha observado el desarrollo de efectos secundarios por su ingesta [26].
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Figura 8. Ruta de senalizacién EGFR en CM. Tomada de [26]. EGFR: receptor del factor
de crecimiento epidérmico, STAT: transductor de senal y activador de la transcripcion, JAK:
quinasa Janus.

2.2.3 Isoforma alfa de la subunidad catalitica de PI3K (p110a)

P110o forma parte de un heterodimero junto con la proteina p85, el cual regula la
funcion de la fosfoinositol-3 quinasa (PI3K), una enzima de sefalizaciéon encargada de
fosforilar el hidroxilo 3 libre de los fosfoinositidos en la membrana celular, lo que
permite el desarrollo de procesos como la regulaciéon del ciclo celular y supervivencia
[27].

Las mutaciones de pll0a en PI3K son de las mas frecuentes siendo la segunda
aberracion méas comun en el CMTN; promueve la fosforilacibn y activa rutas
relacionadas con procesos de crecimiento celular. En la Figura 9, se puede observar c6mo
PI3K mediante procesos de fosforilacién activa a la proteina AKT y desencadena
procesos involucrados en la proliferacién, crecimiento y supervivencia de células
tumorales. Por otro lado la desregulacién de PTEN impide la correcta supresién tumoral
para permitir el desarrollo de la enfermedad [27], cada una de estas proteinas se
convierte en un buen blanco para terapia contra el CMTN.

En la actualidad existen inhibidores de PI3K, pero se ha observado que las pacientes no
se benefician con este tipo de terapia, se propone la inhibicién de p110a como alternativa
[27], es por eso que resulta de interés la inhibicion de esta subunidad catalitica con el
propdsito de proponer una terapia efectiva contra el CMTN.
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Figura 9. Ruta y funciones de PI3K en CMTN. Tomada de [27]. PTEN: fosfatidilinositol-
3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa, AKT: proteina quinasa B, PI3K: fosfoinositol 3-quinasa.

2.2.4 Diana de rapamicina en células de mamifero (mTOR)

La proteina mTOR es una serina/treonina quinasa que controla la transcripcion,
traduccién y autofagia mediante la regulacion positiva de factores de crecimiento,
metabolismo y supervivencia [28].

Se ha observado una sobreexpresion de mTOR en el CMTN que se ha correlacionado con
un mal prondstico y esta involucrada en procesos como transcripcién, traduccion,
autofagia y supervivencia. En la Figura 10, se observa la activacion de la ruta ya sea
por la fosforilacion de HER2 o EGFR, esto permite la accion de las proteinas PI3K, AKT
y mTOR. Para el primer caso y de RAS y MEK que permiten la transcripcién para la
generacion de los procesos antes mencionadas los cuales ayudan al mantenimiento de
las células malignas [29].

Se ha observado el desarrollo de resistencia a inhibidores de mTOR en pacientes con
CMTN y aunque actualmente existen inhibidores para mTOR muchas de estas
moléculas aun estan en fases clinicas para comprobar su accién en CMTN. Ademas se
ha observado que no se unen especificamente a mTOR sino que participan en la
inhibicién de las subunidades de PI3SK y AKT [29]. Resulta de interés la busqueda de
nuevas terapias que ayuden a frenar procesos que favorezcan el desarrollo y
mantenimiento de células malignas.
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Figura 10. Ruta PISK/AKT/mTOR. Tomada de [29]. PTEN: fosfatidilinositol-3,4,5-
trisfosfato 3-fosfatasa, AKT: proteina quinasa B, mTOR: diana de rapamicina en células de
mamifero, MEK: Proteina quinasa quinasa activada por mitégenos.

2.2.5 Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGFR)

PDGFR esta implicado en la ruta de sefializaciéon que favorece el desarrollo de células
mesenquimales. PDGFR se divide en dos tipos de receptores el alfa y beta y 5 ligandos
PDGF-AA, BB, AB, CC y DD [30], su sefializacion es relevante durante la embriogénesis
y su sobreexpresion esta asociada con diversas condiciones patoldgicas, por ejemplo el
cancer [31].

Los estudios en CM han demostrado su participacién en procesos de remodelacion de la
matriz extracelular, migracién, invasion y angiogénesis de células malignas [30]. Como
se observa en la Figura 11, la forma activa de PDGFR es en dimero y dependiendo de la
isoforma que se una es la actividad que podra desencadenar. Una vez activado por
fosforilacién, activa proteinas como RAS, RAF, MEK y ERK que inducen la transcripcion
de genes relacionados a angiogénesis, proliferacién, invasiéon y metastasis [32].

Los inhibidores de PDGFR actualmente se estudian para otros tipos de cancer, como el
de colon donde se han establecido diversos farmacos para el tratamiento de esta
enfermedad, dichos compuestos no son selectivos y en algunos casos se encuentran
efectos secundarios debido a su uso [32].
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Es de interés la busqueda de inhibidores que puedan actuar contra CMTN inhibiendo a
PDGFR y que ademas sean especificos.
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Figura 11. Ruta de senalizacion de PDGFR. Tomada de [32]. PDGF: factor de crecimiento
derivado de plaquetas, PDGFR: receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas, MEK:
Proteina quinasa quinasa activada por mitégenos, ERK: quinasas reguladas por senales
extracelulares.

2.2.6 Ligando 1 de muerte programada (PD-L1)

PD-L1 junto con PD-1 constituyen un punto de control de diversas reacciones inmunes,
su expresion en células cancerigenas ayuda a evadir la respuesta inmune antitumoral
y su expresién, se ha reportado en 34% de los tumores de cancer de mama,
interesantemente PD-L1 se relaciona con un alto riesgo clinico patolégico [33], [34].

La sobreexpresiéon de PD-L1 en células tumorales provocaria su evasién del sistema
Inmune, por eso en los ultimos afnos se ha aumentado el interés por crear anticuerpos
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anti PD-1/PD-L1 como una propuesta de inmunoterapia para distintos tipos de cancer
[35].

Como se observa en la Figura 12 la expresién anormal de PD-1/PD-L1 ocasiona la
fosforilacién de los residuos de tirosina en el motivo inhibidor inmuno-receptor basado
en tirosina (ITIM), lo que disminuye la actividad antitumoral de los linfocitos
infiltrantes de tumores (TIL) e induce procesos como apoptosis, disminuye la secrecion
de interferones e interleucinas, la produccién de perforinas y enzimas granulares y la
detencion del ciclo celular [35].

TME

Apoptosis

IFN-y / IL-2 / TNF-a
secretion

Cell cycle

Granular enzyme / perforin
production

Figura 12. Participacion de PD-1/PD-L1 en el microambiente tumoral. Tomado de
[35]. APC: célula presentadora de antigeno, PD-L1: ligando 1 de muerte programada, PD-1:
proteina de muerte celular programada 1, ITIM: motivo inhibidor inmuno-receptor basado en
tirosina, TIL: linfocitos infiltrantes de tumores.

En la actualidad, las terapias utilizadas para la inhibicién de PD-L1 son de tipo
anticuerpo monoclonal [35], resulta de interés la inhibicién de esta proteina mediante
moléculas pequenas, ya que probablemente disminuirian los costos de tratamiento.

Los inhibidores comerciales utilizados para las proteinas AR, EGFR, p1100, mTOR,
PDGFR y PD-L1 han presentado efectos secundarios o no efectivos en la clinica. Por otro
lado, se siguen buscando alternativas para el tratamiento de CMTN dirigidas a de estos
blancos, una de las estrategias bioinformaticas para este fin es el reposicionamiento de
farmacos.



2.3 Reposicionamiento de farmacos

El reposicionamiento de farmacos es el uso de un ingrediente activo farmacéutico
(farmaco) que ya ha salido al mercado para una nueva indicacion es decir el tratamiento
de una nueva enfermedad. El reposicionamiento se basa en dos aspectos: 1) mediante la
elucidacién del genoma humano se ha observado que algunas enfermedades comparten
un mismo blanco biolégico y 2) el concepto de farmacos pleiotrépicos [36] donde el efecto
pleiotrdpico sugiere la potencialidad de acciones terapéuticas.

Una de las principales ventajas que presenta este tipo de estudio es la simplificacién de
los procesos de regulacién de farmacos en el mercado, pero en caso de que exista un
cambio en la formulacién, dosis o ruta de administracién se requerird una
reexaminacion en su perfil de seguridad. A continuacién se comentan casos de éxito de
reposicionamiento [36].

El caso del acido acetilsalicilico (Figura 13) es el mas antiguo relacionado con el
reposicionamiento. En 1899 Bayer lo comercializé como un analgésico, pero en los afios
ochenta se reposicioné como un farmaco antiagregante plaquetario para la prevencion
de eventos cardiovasculares con base en el trabajo realizado por Vane en 1982 [36].

Figura 13. Estructura del acido acetilsalicilico.

En 1962 la Organizacién Mundial de la Salud prohibié el uso de talidomida (Figura 14)
debido a los efectos teratogénicos desarrollados, pero en 1964 los estudios desarrollados
por el doctor Jacob Sheskin mostraron su efecto contra el eritema nudoso leproso,
complicacién autoinmune derivada de la lepra, reposicionandolo de nuevo en el mercado,
indicando que su ingesta en pacientes embarazadas no es recomendado [36].
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Figura 14. Estructura de la talidomida.

En estudios mas actuales en 2017, Kumar y cols., realizaron un reposicionamiento de

farmacos antipsicoticos para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer con ayuda
de herramientas in silico. Probaron 150 farmacos y llevaron a cabo estudios de
acoplamiento molecular con 5 proteinas de interés: acetilcolinesterasa (AChE),
butirilcolinesterasa (BuChE), B-secretasa (BACE1), monoamino oxidasa (MAO) y N-
metil-D-aspartato (NMDA). Encontraron 6 farmacos con posible actividad para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer [37].

Uno de los factores mas importantes a considerar para el reposicionamiento de farmacos
in silico es la seleccién de la base de datos que se va a utilizar, estas bases se pueden
clasificar en [38]:

1.

Raw data DB: almacenan un gran contenido de datos organizados en tablas con
el propésito de minar los datos y crear bases de datos especificas. Ejemplos,
CMAP, Drug repurposing hub y THIN.

Target-based DB: contienen informacién acerca de blancos de farmacos ya sea
genes, RNA, proteinas, informacién de mutaciones, rutas, efectos secundarios,
entre otros. Ejemplos: Drug2Gene, DrugBank (DB) y SIDER.

Specific DB: almacenan informaciéon para una aplicacion especifica ya sea
medicinales, enfermedades especificas o geograficas. Ejemplos: Ontario,
SuperCYP y TDR.

Drug design DB: almacenan informacién de moléculas pequenas, estructura,
actividades, posibles aplicaciones biologicas, entre otros. Ejemplos: CancerHSP,
CheMBL y DMAP.

Tool-based DB: consiste en herramientas y servidores web para el uso de
reposicionamiento, su informacién generalmente se basa en las bases de datos
mencionadas anteriormente. Ejemplos: DrugNet, DTome y NFFinder.



2.4 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular (docking) es un procedimiento computacional que permite
predecir la unién entre una macromolécula con un ligando y los tipos de enlaces
involucrados. [39].

Muchas veces, conocer el sitio de union de la proteina en el cual se quiere ver la
interaccion con un ligando incrementa considerablemente la eficiencia del docking. En
caso de no conocer el sitio de uniéon de una proteina hay diversos servidores (GRID,
POCKET, SurfNet) que pueden ayudar al investigador a identificar el sitio de union.
Dicha metodologia se basa en la comparacion estructural de diversos activos de
proteinas relacionadas [39].

Los valores obtenidos después de realizar un docking molecular son el resultado de dos
procesos relacionados entre si:

. Generacion de diferentes conformaciones del ligando en el sitio de unién y
. Listado de dichas conformaciones de acuerdo con un puntaje determinado.

Probar todas las conformaciones posibles de un ligando en el sitio de unién resultaria
demasiado costoso computacionalmente y tomaria mucho tiempo. Por lo cual se han
desarrollado algoritmos que toman en consideracion cierto nimero de parametros para
limitar las posibles conformaciones de las moléculas, ademas de asegurar resultados
reproducibles con fines estadisticos [39].

Existen varios tipos de procedimientos de docking molecular como: 1) docking de ligando
flexible (el blanco como molécula rigida), 11) docking de cuerpo rigido (donde tanto la
proteina y el ligando son moléculas rigidas) y iii) docking flexible (ambas moléculas
Iinteractuantes son flexibles) [40], [41].

Se han desarrollado mas de 60 diferentes herramientas y programas para realizar
docking molecular, ya sea para el ambito académico o comercial. Entre estos programas
se encuentran DOCK, AutoDock, FlexX, Surflex, GOLD, MCDock, MOE-Dock,
AutoDock Vina, UCSF Dock, por mencionar algunos [39].

La energia de acoplamiento (EA) es considerada de prioridad en la evaluacién de los
mejores candidatos para un screening virtual. Como se menciond anteriormente, existen
diversos programas que el usuario puede escoger basado en sus requerimientos
particulares. Por ejemplo, si se requiere realizar un tamizaje de mas de 10,000
compuestos de una base de datos, el docking flexible no es una buena opcién a menos
que se tenga un gran poder y velocidad computacional [39].

Una de las plataformas que permite un analisis extenso de moléculas es Schrodinger,
una suite informatica que posibilita realizar la prediccién de nuevas propiedades para
moléculas de interés. La identificacién de blancos y su optimizacién, integra métodos
predictivos basados en la fisica con técnicas de aprendizaje automatico para acelerar los
procesos realizados. Esta disenado para acelerar la evaluacion y optimizaciéon de la
materia quimica in silico antes de la sintesis y el ensayo, gracias a sus distintos médulos



podemos preparar las moléculas y macromoléculas, minimizar energias, para
finalmente realizar el acoplamiento molecular y su posterior analisis [42].

Schrédinger brinda una amplia gama de programas para realizar actividades
especificas con la finalidad de preparar, realizar y analizar ensayos de docking
molecular. El modulo Prime ayuda a la predicciéon de la estructura proteica precisa;
Glide realiza el acoplamiento ligando-receptor y Laison predice la energia de
acoplamiento. Por otro lado, Phase permite el modelado de farmacéforos basados en
ligandos y QikProp la predicciéon de propiedades ADME de candidatos a farmacos. Por
ultimo, Maestro es el modulo grafico de todos los programas computacionales antes
mencionados, brindando una interfaz para el analisis y visualizacién de resultados [42].



3 JUSTIFICACION

El cancer de mama constituye una de las principales causas de muerte en mujeres tanto
a nivel mundial como en México, y aunque existen métodos de deteccién y terapias
aprobadas. Los indices de mortalidad siguen siendo elevados sobre todo en el CMTN
que, al no presentar sobreexpresion de receptores, no existe una terapia idénea para
combatirlo. Aunque este subtipo de cancer de mama tiende a responder favorablemente
a la quimioterapia inicial, puede reincidir con maés frecuencia en comparacién con otros
tipos de cancer.

En los ultimos afios los estudios bioinformaticos han sido ampliamente utilizados para
la prediccion de posibles actividades biolégicas de moléculas de interés. Uno de los
métodos utilizados en la actualidad es el reposicionamiento de farmacos que tiene gran
1Impacto pues permite identificar nuevos usos de un medicamento ya aprobado, lo que
reduce significativamente los costos y el tiempo de investigacién, permitiendo asi
encontrar nuevos tratamientos para enfermedades relevantes como el cancer.

Dado que actualmente se tienen bases de datos muy completos de farmacos aprobados
por la FDA, asi como de informacién clinica de éstos, es importante utilizar estas
herramientas in silico para reposicionar farmacos para la busqueda de nuevos
tratamientos dirigidos a proteinas especificas relacionadas con los subtipos moleculares
del CMTN.

4 HIPOTESIS

Con base en estudios in silico de interaccion proteina-farmaco y tomando en cuenta las
bases de datos de farmacos aprobados por la FDA y la informacién clinica de éstos, se
encontraran farmacos candidatos para reposicionamiento que posiblemente inhiban
proteinas especificas de cada subtipo de CMTN.



5 OBJETIVOS

General

Reposicionar farmacos candidatos contra proteinas involucradas en el desarrollo del
CMTN mediante herramientas bioinformaéticas e informacién clinica de los fArmacos.

Especificos

1. Seleccionar una proteina relacionada a cada subtipo de CMTN, moléculas control
(inhibidores y/o ligandos endégenos) y la base de datos de farmacos a
reposicionar.

2. Preparar las proteinas seleccionadas, las moléculas control y los farmacos
utilizando la plataforma Drug Bank para el acoplamiento molecular.

3. Determinar la energia de acoplamiento, interacciones y residuos aminoacidicos
que participan en la unién de las proteinas con los farmacos (suite Schrodinger).

4. Realizar la primera seleccién de farmacos tomando en cuenta la energia de
acoplamiento y los parametros de Lipinski y Ghose.

5. Seleccionar los farmacos especificos monoproteina (para una sola proteina) y
multiproteina (que actiien en varias proteinas).

6. Analizar la informacion clinica bibliografica de los farmacos para sugerir los
farmacos candidatos a reposicionamiento y establecer si son seguros o no para
su posible aplicacion futura en pacientes con CMTN.



6 METODOLOGIA

El presente proyecto se dividié en 3 etapas acorde con las actividades realizadas, éstas
son descritas en el Esquema 1. En la etapa 1 se seleccionaron mediante una extensa
busqueda bibliografica las proteinas relacionadas a cada uno de los subtipos de CMTN,
los inhibidores control para dichas proteinas y la base de datos de farmacos para el
posible reposicionamiento. En la etapa 2 se prepararon las proteinas, inhibidores y
farmacos bajo condiciones especificas para el docking molecular, posteriormente se
realizo el analisis de resultados abarcando la energia de acoplamiento (EA), los residuos
que interaccionan y los tipos de interaccién observadas, también se utilizaron la EA y
los criterios de Lipinski y Ghose (CLG) como filtros para la seleccion de candidatos. Por
ultimo, en la etapa 3 se analizé la informacién clinica de los farmacos para el
reposicionamiento y se dividieron de acuerdo con las proteinas con las que interaccionan
in silico (mono o multiproteina). Finalmente se realiz6 la propuesta de farmacos
candidatos para reposicionar.

Etapa
4. Preparacién de proteinas, inhibidores y firmacos [l

7. Analisis de la informacion clinica de farmacos

— Etapa 2

— Etapa 3

8. Propuesta de farmacos a reposicionar

—

Esquema 1. Resumen de actividades realizadas para el desarrollo del proyecto.

La seleccién de proteinas se realizé mediante una busqueda bibliografica extensa,
considerando aquellas proteinas que tuvieran una actividad relevante en cada uno de
los subtipos de CMTN y que pudiesen utilizarse como blancos para terapia, una vez
seleccionadas las proteinas, se recolectd la estructura cristalizada en la base de datos
RCSB PDB [43]. En la Tabla 4 se encuentra la informacion relacionada con el codigo
PDB, clasificacién, resolucién, condiciones de cristalizacién (ligando, pH y temperatura)
de cada una de las proteinas, todos estos criterios estructurales se tomaron en cuenta
para su seleccion. Solo se tomaron en cuenta aquellas proteinas de origen humano, y
con una resolucién minima a 3 A, en el caso de p110a y mTOR se utilizaron cristales de
una resolucién menos favorable debido a la escasez de estructuras reportadas.




Tabla 4. Informacion cristalografica de las proteinas seleccionadas.

. Cédigo
Proteina PDB
EGFR 6DUK
AR 2PI1Q
P110a 60AC
mTOR 4JSX
PDGFR 5GRN
PD-L1 5NIU

N/E= No especificado

Clasificacion

Transferasa

Receptor
hormonal

Transferasa

Transferasa

Transferasa
Sistema
lnmune

Resolucion

A)
2.20
2.40
3.15

3.50
1.77
2.01

Ligando

Inhibidor
experimental
Inhibidor
experimental
Inhibidor
experimental
Inhibidor
experimental
WQ-C-159
Inhibidor
experimental

pH

N/E
N/E
9.5

8.5
N/E
N/E

Tempe-
ratura
(K)

293
298
290

277
293
298

Schrédinger permitié completar las cadenas de aquellos cristales con cadenas

faltantes.

Para la seleccion de inhibidores también se realizé una extensa busqueda bibliografica,
en su mayoria se seleccionaron inhibidores comerciales (aprobados por la FDA) y que
contaran con experimentos in vitro, in vivo o reportes de ensayos clinicos; una vez
seleccionados se procedid a descargar su estructura en formato SDF en la base de datos
Selleckchem para el estudio de acoplamiento molecular. En la Tabla 5 encontramos el
numero de catalogo o cbédigo del inhibidor para la base de datos en donde podremos
encontrar mas informacién de cada uno de ellos y su estructura 2D.

Tabla 5. Informacion de los inhibidores seleccionados.

Inhibidor

Lapatinib

Erlotinib

Codigo

S2111

S7786

Estructura

Ref

[50]



Omipalisib

Buparlisib

Alpelisib

Sapanisertib

TORKinib

Imatinib

Lenvatinib

Masitinib

S2658

52247

S2814

S2811

S2218

S2475

S1164

S1064
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Para la seleccion de la base de datos de farmacos para reposicionar, se compararon 3
bases de datos que permitian la descarga de diversas listas de moléculas o farmacos,
dichas bases fueron: DrugCentral, FDA y DrugBank.

Se seleccioné a Drug Bank ya que permite la descarga particular de todos los farmacos
aprobados, DrugCentral no permite esto y, por otro lado, la base de FDA era demasiado
extensa; ademas la interfaz de DrugBank es mas amigable para la busqueda de
informacién particular para cada uno de los farmacos.

Para el estudio de acoplamiento molecular se descarg6 el archivo en formato SDF de los
2648 farmacos aprobados por la FDA (Versiéon 5.1.8 liberada el 03-01-2021) [64].

La preparacién de proteinas, inhibidores y farmacos se realiz6 en el suite Schrodinger
[42] con ayuda de diversos médulos:

En el médulo LigPrep se prepararon los 17 ligandos, tanto inhibidores como ligandos
endogenos y 2648 farmacos de la base de datos DB, se minimizaron las estructuras y se
su estudio se llev6 a cabo en condiciones fisiolégicas (pH 7.4 y 36.5 °C), lo cual permitié
que las moléculas adoptaran distintas isoformas, tautomeria y estados de protonacién.



Para la preparacion de proteinas se utilizo el médulo Protein Wizard Preparation, se
minimizaron energéticamente las estructuras (OPL3), se eliminé el agua y disolventes
que pudiesen tener las estructuras cristalizadas y se establecieron condiciones
fisiolégicas (pH 7.4 y 36.5 °C) para el estudio de acoplamiento molecular. En el médulo
Grid Gride Generation (GGG) se generaron las cajas con las coordenadas
correspondientes al sitio de unién de cada proteina para realizar el estudio de
interaccion.

El docking molecular de alta precision se realiz6 en el moédulo Glide, tanto los
inhibidores, farmacos y aminoacidos circundantes del sitio de unién son flexibles.

Para el andlisis de resultados del docking molecular, se consideraron las energias de
acoplamiento, tipos de interaccién y residuos que interaccionan, asi mismo se tomaron
en cuenta los parametros de EA y los CLG como filtros para la seleccién de candidatos.

Para el filtro de EA se consideraron todos aquellos farmacos que tuvieran una mejor EA
que el inhibidor menos favorecido en cada una de las proteinas, en la Tabla 6. Se
muestran las EA de todos los inhibidores por proteina. Considerando el filtro de EA se
consideraron los siguientes inhibidores para cada proteina: para EGFR el erlotinib, para
p110a el burpalisib, para mTOR el sapanisertib, para PDGFR el lenvatinib, para PD-
L1 el BMS-1166 y para AR la flutamida y RB1, ya que se estudiaron tanto el sitio de
uniéon del ligando natural como el sitio alostérico.

Tabla 6. Energia de acoplamiento de la proteina con cada inhibidor.

Proteina Inhibidor EA (keal/mol)
Lapatinib -7.53
EGFR Erlotinib | -5.78
AR Flutamida -6,75 (sitio de union del ligando endbgeno)
RB1 -3.42 (sitio alostérico)
Omipalisib -8.33
P110a Alpelisib -8.08
Burpalisib -7.76
TORKinib -4.89
mTOR Sapanisertib -3.93
Imatinib -12.03
PDGFR Masitinib -10.71
Lenvatinib -6.57
BMS-202 -10.771
PD-L1 BMS-1 -9.56
BMS-1166 -7.22

Ademas, solo se consideraron aquellos farmacos que cumplieran con los CLG. En la
Tabla 7 se detallan los criterios de Lipinski y Ghose de forma particular y en la dltima
columna los CLG combinados que se aplicaron en el presente estudio.



Tabla 7. Criterios de Lipinski y Ghose, combinacién utilizada para el estudio (CLG)

Criterio Lipinski Ghose CLG
Peso molecular <500 g/mol 160-480 g <500
logP <5 -0.4-5.6 -0.4-5.6
Aceptore?s df: puentes <10 N/A <10
de hidroéogeno
Donador?s d’e puentes <5 N/A <
de hidroégeno
Refractividad molar N/A 40-130 40-130
Numero de atomos N/A 20-70 20-70

N/A: No Aplica

Analisis de la informacién clinica de farmacos. Se recopilé informacién en las bases de
datos DrugBank, PubChem, Sider 4.1: Side Effect Resource y Drugs.com relacionada
con:

Uso o tratamiento actual

Toxicidad

Lesién hepatica inducida por farmacos (DILI, por sus siglas en inglés)
Efectos adversos

Contraindicaciones

Formulacién

SR S

7. Mecanismo de accién

Se descartaron aquellos farmacos que presentaran toxicidad, efectos adversos o
contraindicaciones graves, asi mismo, solo se consideraron farmacos con DILI C, D y E
dado que no estarian relacionados al desarrollo de hepatotoxicidad. Por otro lado, la
formulacién oral se consideré mejor sobre la tépica. Por dltimo, el uso o tratamiento
actual y el mecanismo de accién es informacién relevante para una posterior aplicacién
clinica, ya que, son aspectos que deben considerarse de acuerdo con el perfil de los
pacientes.

La propuesta de los farmacos para reposicionar se llevé a cabo mediante los estudios
mono y multiproteina estudiados, en el que se incluy6 tanto la informacién del
acoplamiento molecular como la informacién clinica recopilada.

Es decir, solamente aquellos farmacos que pasaron los filtros de EA, CLG y los aspectos
clinicos se consideraron como candidatos, ademads, se dividieron en monoproteina es
decir aquellos farmacos que solo interaccionan con una de las 6 proteinas propuestas y
por otro lado el estudio multiproteina, en el que se consider6 la interaccién de los
farmacos en dos conjuntos: el primero incluye aquellos que interaccionan in silico con
AR y EGFR y el segundo aquellos que interaccionan in silico con EGFR, p110a y mTOR.



7 RESULTADOS Y DISCUSION

El presente trabajo se dividié en tres etapas, la primera consisti6 en la selecciéon de
proteinas, inhibidores control y base de datos de farmacos para reposicionar. La
segunda el docking molecular y el analisis de las energias de acoplamiento,
conformacidn espacial e interacciones, ademaés se realizd la seleccidén de los candidatos
aplicando los filtros de energia de acoplamiento y parametros moleculares. Por ultimo,
en la tercera etapa se dividi6 el estudio en candidatos mono y multiproteina y se aplicd
un ultimo filtro correspondiente a la informacién clinica de los farmacos (Esquema 2).
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Esquema 2. Actividades realizadas para la seleccion de candidatos.

7.1 Primera etapa

7.1.1 Seleccion de proteinas para el estudio por subtipo de CMTN

La Tabla 8 presenta un resumen de las alteraciones en genes y proteinas descritas en
CMTN por diferentes autores, que describiré a continuacion:

Lehman y cols., en 2011 identificaron 6 subtipos de cancer de mama triple negativo de
acuerdo con la expresién génica en microarreglos de expresién de pacientes, como se
describe en la Tabla 8. Cada uno de estos subtipos presenta alteraciones en genes
especificos relacionados a procesos de mantenimiento y desarrollo de células tumorales
los cuales podrian ser un buen blanco para terapia [8].



Tabla 8. Principales alteraciones en genes y proteinas involucrados en el CMTN.

Autores Modificaciones en genes y proteinas Ref.
BL1: BRCAI, STAT4, TP53, PTEN
BL2: PTEN, TP53, UTX, SMAD4, RB1
Lehmany IM: TP53, CTNNAI1, DDX18, MAP2K4 (8]
cols., 2011 M: PTEN, RBI, TP53, PIK3CA
MSL: CDKN2A, HRAS, TP53, NF1, BRCA1
LAR: PTEN, PIK3CA, CDH1, TP53
Metilaciones en CpG en regiones promotoras de 9
Garrido- biomarcadores epigenéticos: CDH1, CEACAM®6, CST6,
Castroy GNA1l, ESR1, MUC1, MYB, SCNN1A y TFF3. [65]
cols., 2019 Hipometilacién de 3 genes relacionados a células troncales:
CD44, CD133y MSH1.
Los pacientes con CMTN no se benefician de un tratamiento
hormonal, se han sugerido nuevas terapias que inhiban
Damaskos , :
proteinas que se encuentran desreguladas, por ejemplo:
y cols., N .. . . . NI [66]
2019 inhibidores de t1r0s1na-qu1na§a, aqtl-androgenlcos, inhibidores
de PARP-1, factores anti-angiogénicos, por otro lado; la ruta
PISK/AKT/mTOR ha resultado de interés.
Mehanna  Proponen el desarrollo de nuevas terapias, entre las que se
y cols., encuentran, inhibidores de PARP, AR, PISK/AKT y conjugados [67]
2019 anticuerpo-farmaco.
BL1: MYC, PIK3CA, CDK6, AKT2, KRAS, FGFRQ
BL2: EGFR, MET, NGF
Yin y IM: PD1, PDL1, CTLA-4 23]
cols., 2020 M: mTOR, genes relacionados a proliferacién celular
MSL: BMP2, KDR, NGFR, NT5E, PDGFR, THY1
LAR: AR, ALCAM, FASN, APOD, SPDEF, CLDNS8
Lopes da | Describieron algunos marcadores moleculares relevantes:
Silvay TP53, KI-67, EGFR, ¢-KIT, VEGF, AR, BRCA1y 2, PD-L1, [68]
cols., 2020 rutas Notch y PI3 quinasa

Garrido Castro y cols., en 2019 estudiaron algunos posibles biomarcadores epigenéticos
para el cancer de mama triple negativo entre los cuales destacan CDHI1, MUCI, entre
otros, y en donde también se presentan alteraciones relacionadas con procesos de células
troncales, siendo este tltimo un factor clave para el desarrollo del CMNT [65].

Por otro lado, Damaskos y cols., en 2019 propusieron para el tratamiento del CMTN
algunos compuestos inhibidores de tirosina quinasa, anti androgénicos, PARP-1, entre
otros, asi mismo identificaron algunas rutas de interés por ejemplo la de
PISK/AKT/mTOR que esta relacionadas con el crecimiento, mantenimiento y desarrollo
de células malignas [66].

En 2019, Mehanna y cols., desarrollaron nuevas terapias relacionadas a la inhibicién de
las proteinas PARP, AR, PISK/AKT conjugando anticuerpos con farmacos para
conseguir una inhibicién especifica para este tipo de proteinas [67].



Retomando el estudio de los subtipos de CMTN, Yin y cols., en 2020 analizaron las
alteraciones genéticas de cada uno de los subtipos propuestos con la finalidad de
desarrollar nuevas terapias, y en donde se pueden observar genes y proteinas asociadas
con éstos, relacionadas a procesos de proliferacién celular, desarrollo y migracién [23].

En 2020, Lopes da Silva y cols., encontraron marcadores moleculares relevantes como
TP53, KI-67, EGFR, entre otros, los cuales también estan relacionados con procesos que
ayudan a las células tumorales a su mantenimiento y migracién hacia otro tipo de tejido
de acuerdo con cada uno de los subtipos de CMTN [68].

Como se observa en la Tabla 8 existen estudios que demuestran los genes alterados y
algunas proteinas por subtipo de CMTN. Tomando en cuenta estas alteraciones, se han
desarrollado nuevas terapias para el tratamiento de las pacientes con este
padecimiento, la mayoria de ellas se encuentran en fases preclinicas o clinicas y otras
no mostraron ser muy eficaces. Por lo que es necesario continuar con la bisqueda de
blancos de interés para el tratamiento de la enfermedad.

Con la informacion de la Tabla 8 y la informacion recabada en la literatura de las
proteinas descritas, se seleccionaron para nuestro estudio 6 proteinas blanco,
representativas de cada uno de los subtipos de CMTN. En la Tabla 9 se muestran los
nombres de las proteinas seleccionadas, sus generalidades, su funcién en CMTN, asi
como, si cuentan con ensayos clinicos con algtin inhibidor o farmaco y sus referencias.

Como se observa en la Tabla 9, se conoce la participacién de las proteinas blanco elegidas
en algunos procesos relevantes relacionados al CM y al CMTN, en su mayoria dichos
procesos se relacionan con el crecimiento, supervivencia y desarrollo de células
tumorales. Asi mismo podemos observar procesos relacionados a la migracién y
diferenciacién, otras actividades de interés descritas son aquellas relacionadas a la
evasion del sistema inmune por parte de las células tumorales permitiendo su
desarrollo. Por otro lado, se muestran ensayos clinicos en lo que emplean los inhibidores
tanto comerciales como aquellos que estan en etapa experimental para cada una de estas
proteinas. Cabe senalar que, aunque existen resultados relevantes, no se ha logrado
desarrollar una terapia eficaz exclusiva para cada uno de estos subtipos de CMTN.

7.1.2 Seleccion de inhibidores control

Para el estudio de docking con las proteinas blanco se realizé también una busqueda
bibliografica para tener como ligandos control a inhibidores especificos de preferencia
aprobados por la FDA o experimentales para cada una de las proteinas.
Interesantemente para AR se encontraron tanto inhibidores control como ligandos
naturales.

En la Tabla 10 se muestran los inhibidores control seleccionados. Cabe senalar que de
cada uno de los inhibidores se cuenta con informacion acerca del tipo de inhibidor, las
enfermedades en los que se ocupan actualmente, los estudios in vitro e in vivo en los que
se evaluaron y si se unen a otras proteinas.



Subtipo
de
CMTN

BL1

BL2

MSL

IM

LAR

Proteina

blanco

p110a

EGFR

mTOR

PDGFR

PD-L1

AR

Tabla 9. Proteinas seleccionadas por subtipo de CMTN.

Generalidades

Nombre: subunidad catalitica alfa
de PISK

Nombre: Receptor del factor de
crecimiento epidérmico
Ligando natural: EGF

Nombre: Diana de rapamicina en
células de mamifero
Actividad: Regulador central del
metabolismo celular, crecimiento y
supervivencia

Nombre: Factor de crecimiento
derivado de plaquetas
Ligando natural: PDGF
Actividad: Promueve o inhibe la
proliferacion y migraciéon celular
Nombre: Ligando 1 de muerte
programada
Ligando natural: PD-1
Actividad: Mantenimiento de
tolerancia inmune

Nombre: Receptor de andrégenos
Ligandos naturales:
testosterona y DHT
Actividad: afecta la proliferacion
y diferenciacién en tejidos blanco

Papel en cancer

Segunda aberracién mas comin en
CMTN, la tasa de mutacién es de 9% en
CMTN en etapas tempranas.
Procesos: crecimiento celular,
supervivencia, evolucién tumoral,
resistencia a terapia

Expresado en 70% de los casos de CMTN.
Procesos: regulacién de proliferacion
celular, diferenciacién, migracién y
supervivencia

Se ha observado hiperactividad de mTOR
en CMTN correlacionado a un mal
prondstico y se ha mostrado resistencia a
inhibidores de mTOR.
Procesos: transcripcién, autofagia,
supervivencia
Se sigue estudiando su participacién en
cancer de mama.

Procesos en otros tipos de cancer:
remodelacién de la matriz extracelular,
migracién, invasion y angiogénesis.
Esta expresado en 34% de los tumores de
CM, y se relaciona con un alto riesgo
clinico patoldgico.

Procesos: ayuda a las células tumorales
a evadir la respuesta inmune

Esta expresado en 70% de los tumores de
CM y en 50% de los casos de CMTN, esta
presente en todos los estadios clinicos.
Procesos: diferenciacion, proliferacion,
apoptosis y angiogénesis.

Ensayos clinicos

Los inhibidores para BL1 siguen
en fases clinicas o
experimentales

Se han probado inhibidores de
BL2 para el tratamiento de CM
de tipo hormonal.

Existen inhibidores de mTOR en

ensayos clinicos para tratamiento

de CMTN, muchos de ellos no son
especificos.

Existen estudios sobre
inhibidores de PDGFR, no son
especificos y se han probado en

otros tipos de cancer.

Existen inhibidores aprobados
para PD-L1, en su mayoria son
anticuerpos, no se ha explorado
la inhibicién de esta proteina por
moléculas pequeinias.

Se han desarrollado inhibidores
para el tratamiento de otros tipos
de cancer, se han presentado
efectos secundarios importantes.

Ref.

[27],
[69],
[70],
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BMS-202, BMS-1,

Ligandos naturales:
Testosterona, DHT

Tabla 10. Inhibidores control por proteina de estudio.

Inhibidores Blancos Experimentos
control
Omipalisib, Omipalisib: Omipalisib: in vitro T47D, IC50: 0.41 nM,
Burpalisib, P110a/B/6/y BT474, 1C50: 0.18 nM. In vivo Xenoinjertos
Alpelisib Burpalisib: BT474.
P110a/B/6/y Burpalisib: in vitro A2780, US8TMG, MCF7,
Alpelisib: DU145. In vivo xenoinjertos USTMG, A2780
PI3KB/y/6 Alpelisib: in vitro lineas celulares de CM. In
vivo Xenoinjertos.
Lapatinib, Erlotinib Lapatinib: Lapatinib: in vitro MCF-7, T47D, A-431, HNS5,
EGFR, ErbB2 BT474. In vivo Xenoinjertos de BT474y HN5

Erlotinib: in vitro A431, IC50: 0.42 uM,
SKBRS3, IC50: 1.89 uM. In vivo Xenoinjertos de
tumores HNS.

Erlotinib: EGFR

Sapanisertib, Sapanisertib: Sapanisertib: in vitro PANC-1. In vivo
TORKinib mTOR Xenoinjertos de cancer de mama.
TORKinib; TORKinib; in vivo MEFs. In vivo modelo
mTOR murino de leucemia.
Imatinib, Imatinib: PDGF, Imatinib: in vitro NC1-H727, BON-1. In vivo
Lenvatinib, v-Abl, c-Kit. xenoinjertos de cancer de pulmoén de células
Masitinib Lenvatinib: pequenas.
FGFR1-4, Lenvatinib: in vitro ensayos de inhibicién. In
PDGFR, Kit (c- vivo xenoinjertos H146.
Kit), RET (c- Masitinib: in vitro ensayos de inhibicion. In
RET). vivo modelos tumorales Ba/F3.

Masitinib: Kit (c-
Kit) y PDGFRa/B
PD-1, PD-L1 Ensayos de inhibicion de crecimiento in vitro

BMS-1166
Flutamida: in vitro células Shionogi sensibles a
andrégeno. In vivo modelo murino.

RB1: ensayos experimentales.

Flutamida: AR
RB1: AR
Inhibidores:
Flutamida (sitio
endogeno), RB1
(sitio alostérico)

Ref.

[80]-[84]

[90]-[92]
[93]

[49] [98]

[45], [99]—
[101]



Como se observa en la Tabla 10, los inhibidores seleccionados para cada proteina en su
mayoria ya cuentan con estudios tanto in vivo como in vitro, y en algunos casos dichos
experimentos se han realizado en lineas celulares de cancer o en modelos murinos con
ayuda de xenoinjertos. Por otro lado, en el caso de BMS-202, BMS1, BMS-1166 y RB1
siguen en fases experimentales, pero aun asi contamos con informacién al respecto.

7.1.3 Seleccion de base de datos de farmacos para reposicionar

DrugBank (DB) es una base de datos canadiense disponible en la Universidad de
Alberta, que recolecta informacién de drogas (farmacos) y sus blancos, posee una amplia
descripcién de las moléculas almacenadas, ademas permite la descarga libre de la base
de datos total o parcial segiin la investigacién lo requiera y la informacién se actualiza
de manera constante [64].

Para este estudio se utiliz6 la versién 5.1.8 de la base de datos de moléculas pequenias,
conformada por 2,678 farmacos, aprobados por la FDA, liberada el 3 de marzo del 2021.

Cabe recordar que “La Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus
siglas en inglés) es una agencia del Departamento de Salud y Servicios Humanos de los
EE. UU. La FDA en una de sus direcciones es responsable de proteger la salud publica
asegurando la seguridad, eficacia, calidad y proteccién de los medicamentos, vacunas y
otros productos biolégicos y dispositivos médicos para uso humano y veterinario.

7.2 Segunda etapa

7.2.1 Preparacion de proteinas

Por medio de la suite Schrodinger se prepararon las proteinas, para el analisis por
acoplamiento molecular, analizando todas las conformaciones energéticamente viables
para su estudio.

Es importante sefialar que las proteinas utilizadas para el estudio se encuentran
cristalizadas y analizadas por Rayos X; y su estructura 3D hidratada se obtiene de la
base de datos PDB (Protein Data Bank). Se realizé minimizacién de energia hasta
obtener la conformaciéon mas estable, como se observa en la Figura 15 existen ligeros
cambios en el plegamiento de la proteina debido al proceso de minimizacién de energia
Tabla 4.

Los aminoéacidos alrededor del sitio de unién son flexibles y las proteinas se encuentran
en condiciones fisiolégicas de pH 7.4 y 36.5 °C.



PDB: 2PIQ Estructura minimizada

Figura 15. Estructura cristalizada de AR (ocre) y estructura proteica minimizada
(colores).

7.2.2 Preparacion de inhibidores y farmacos

Se utilizé la suite Schrodinger para la preparacién de los inhibidores y farmacos,
nuevamente se realizé la minimizacién energética de las estructuras, ambos tipos de
molécula tuvieron flexibilidad en el acoplamiento molecular.

Con el complemento LigPrep bajo condiciones fisiolégicas pH 7.4 y 36.5 °C se observaron
cambios conformacionales en los inhibidores como se muestra en la Figura 16, donde
sefialamos con un circulo rojo los cambios en el heterociclo de masitinib acoplado con
PDGFR debido a los parametros fisiologicos. Se muestra claramente que con estos
ligeros cambios las energias de acoplamiento pueden variar significativamente. Por otro
lado, se encontraron 6428 isoformas, estados de protonacién y/o tautémeros de los 2678
farmacos a reposicionar.
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Estado 1 Estado 2 Estado 3
EA=-10.713 kcal/mol EA=-10.003 kcal/mol EA=-7.448 keal/mol

Figura 16. Cambios conformacionales de masitinib y sus EA con PDGFR.




7.2.3 Criterios que considerar para la seleccion de farmacos a
reposicionar

Con la finalidad de seleccionar los mejores farmacos para reposicionamiento se tomaron
en cuenta los siguientes criterios.

Criterio energético

La energia de afinidad obtenida en los estudios por acoplamiento molecular se relaciona
con la energia libre de Gibbs y representa la suma de todas las interacciones presentes
en el ensayo; entre menor es el valor, mayor es la probabilidad de que el ligando elegido
interaccione con la diana de interés.

Para cada una de las proteinas de estudio se establecieron controles de tipo inhibidor o
ligando enddgeno como referencia de los valores de energia de acoplamiento que debian
superar o igualar los farmacos candidatos de la base de datos. En cada caso, se tomo6 al
inhibidor control con una energia de acoplamiento menos favorable como referencia a
superar.

Criterios de Lipinski y Ghose (CLG)

Existen propiedades fisicoquimicas particulares que comparten los farmacos aprobados
por FDA las cuales incluyen peso molecular, hidrofobicidad, polaridad, etc. Las
moléculas que cumplen con dichas caracteristicas se definen como “druglike’. Estas son
propiedades importantes ya que brindan informacién sobre el desempefio de las
moléculas en sistemas in vivo.

Con la finalidad de filtrar compuestos para un posterior analisis clinico se aplicaron
como factores de inclusién los parametros de Lipinski (peso molecular <500, logP < 5,
aceptores de puentes de hidrogeno <10, donadores de puentes de hidrégeno < 5) y Ghose
(peso molecular 160-480, logP -0.4 a 5.6, refractividad molar 40-130, atomos 20-70).
Estos parametros se utilizaron para determinar la biodisponibilidad, permeabilidad y
absorcion de una molécula.

Se consideraron dichos parametros ya que muchas veces se aprueban farmacos, aunque
no cumplan dichos criterios por la necesidad de brindar un tratamiento para una
enfermedad especifica, a pesar de los efectos secundarios que pueda desencadenar por
su ingesta.



7.2.4 Docking molecular

Receptor de androgenos (AR)

La proteina fue preprocesada para eliminar moléculas de agua provenientes de la
cristalizacion, se adicionaron hidrégenos para la formacién de puentes de hidrégeno.
Posterior a la optimizaciéon se procedié a realizar la minimizacién de energia con un
valor de RMSD (Root Mean Square Deviation) de convergencia para atomos pesados de
0.30 A mediante campo de fuerza OPLS3e.

Se determinaron los parametros 6ptimos para ambos sitios de unién del AR (2PIQ): se
realizaron dos estudios de acoplamiento molecular, como se observa en la Figura 17;
uno en el sitio de unién del ligando enddgeno (circulo rojo) con las moléculas de
testosterona (T'ST), dihidrotestosterona (DHT) y el inhibidor comercial flutamida, y otro
en el sitio de union alostérico (senialado en color azul) con el inhibidor RB1.

Figura 17. Cristal del Receptor de Androgeno (AR) del PDB 2PIQ y determinacién de
sitios de union. Sitio de unién del ligando enddgeno (circulo rojo) con las moléculas de
testosterona (T'ST), dihidrotestosterona (DHT) e inhibidor comercial flutamida y sitio de unién
alostérico (circulo azul) donde se puede unir el inhibidor RB1.

Sitio Alostérico

Una vez determinados los parametros 6ptimos de union se realizé el acoplamiento
molecular del AR con la base de datos de Drug Bank en el sitio del inhibidor alostérico
RB1, obteniendo con este inhibidor control su energia de acoplamiento (EA) que
correspondif a -3.42 kecal/mol.



Se analizaron las interacciones del inhibidor control de RB1 con AR para determinar
cuales residuos son los mas relevantes para dar el efecto de inhibidor en el sitio
alostérico, Figura 18.
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Figura 18. Representacion 2D del inhibidor RB1 con los residuos de AR.

Podemos observar en la Figura 18 que Glu872 (con carga negativa) presenta interaccion
por puente de hidrégeno, por otro lado, Tyr781 (hidrofébica y polar), Ser782 (polar),
GIn783 (polar), Val785 (hidrofébica) y Arg786 (carga positiva) no forman puentes de
hidrégeno con el inhibidor.

Con respecto al acoplamiento molecular del AR con la base de datos de Drug Bank, se
obtuvieron 6428 posiciones de interaccion totales entre la proteina blanco y los farmacos,
cuyos resultados se analizaron mediante graficas que relacionan la energia de
acoplamiento en el eje de las Y y los parametros de Lispinski y Ghose en el gje de las X.
Tales como la masa exacta (Grafica 1), LogP (Grafica 2), aceptores (Grafica 3), donadores
de puentes de hidrégeno (Grafica 4), refractividad molar (Grafica 5) y nimero de atomos
(Grafica 6).

De forma general observamos energias de interaccion entre 6 a -8 kcal/mol con las 6428
posiciones de interaccién totales representadas con los puntos negros, recordando que
el inhibidor control alostérico RB1, tuvo una energia de acoplamiento (EA)
correspondiente a -3.42 kcal/mol.

Tomando en cuenta la energia de acoplamiento, como se observa en la Grafica 1
solamente consideramos aquellas interacciones que tuvieran una mejor energia de
acoplamiento que RB1, asi mismo se delimita la masa maxima que puede poseer un
farmaco acorde a los CLG.



Por otro lado, en las Graficas 1-6, podemos observar nuevamente las lineas verdes
delimitando los valores maximos (LogP, aceptores de puente de hidrégeno, donadores
de puente de hidrégeno) o los rangos (refractividad molar y nimero de atomos) que los
farmacos deben tener para cumplir los CLG y aunado al filtro de EA cumplir con las
caracteristicas deseables en esta segunda etapa. En el anexo 1 se encuentran las
graficas correspondientes a cada proteina estudiada.
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Energia de acoplamiento (kcal/mol)
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Grafica 1. Energia de acoplamiento del docking molecular AR-farmacos contra la

masa de las 6,428 isoformas de los 2,678 farmacos del DB. Linea roja: EA del inhibidor
control RB1 y linea verde: masa exacta maxima para candidatos.

Energia de acoplamiento (kcal/mol)

Grafica 2. Energia de acoplamiento del docking molecular AR-farmacos contra LogP
de las 6,428 isoformas de los 2,678 farmacos del DB. Linea roja: EA del inhibidor control
RB1 y linea verde: valor de LogP maximo para candidatos.
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Grafica 3. Energia de acoplamiento del docking molecular AR-farmacos contra
aceptores de puentes de hidrégeno de las 6,428 isoformas de los 2,678 farmacos del
DB. Linea roja: EA del inhibidor control RB1 y linea verde: valor maximo de aceptores de
puente de hidrégeno para candidatos.
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Grafica 4. Energia de acoplamiento del docking molecular AR-farmacos contra
donadores de puentes de hidrégeno de las 6,428 isoformas de los 2,678 farmacos del
DB. Linea roja: EA del inhibidor control RB1 y linea verde: valor maximo de donadores de
puentes de hidrégeno para candidatos.



Energia de acoplamiento (kcal/mol)

-84

Refractividad molar

Grafica 5. Energia de acoplamiento del docking molecular AR-farmacos contra
refractividad molar de las 6,428 isoformas de los 2,678 farmacos del DB. Linea roja: EA
del inhibidor control RB1 y lineas verdes: rango de refractividad molar para los candidatos.
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Grafica 6. Energia de acoplamiento del docking molecular AR-farmacos contra
numero de atomos de las 6,428 isoformas de los 2,678 farmacos del DB. Linea roja: EA
del inhibidor control RB1 y lineas verdes: rango de nimero de atomos aceptable para
candidatos.

Considerando todos los resultados de las graficas 1 al 6, que muestran un gran nimero
de interacciones, se aplicaron los filtros de EA y los CLG obteniendo los resultados que
se muestran en la Grafica 7, en donde se observa claramente como el numero de
interacciones ha disminuido, arrojando 573 tautémeros, estados de protonacién y/o
1soformas, las cuales corresponden a 447 farmacos.
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Grafica 7. Energia de acoplamiento del docking molecular AR-farmacos contra masa
exacta aplicados los filtros de EA y CLG.

Sitio de union del ligando endogeno

Una vez determinados los parametros 6ptimos de union con el AR, se obtuvieron las
energias de acoplamiento con los ligandos endbgenos (testosterona y
dihidrotestosterona) y el inhibidor flutamida (inhibidor comercial), observando que los

ligandos enddgenos tienen una energia de acoplamiento mucho mejor que el inhibidor
control, Tabla 11.

Tabla 11. Energias de acoplamiento del AR con ligandos e inhibidor control.

Ligandos endoégenos o Energia de Sitio de union
inhibidor control acoplamiento
(kcal/mol)
Testosterona -9.8 Ligando endégeno
Dihidrotestosterona -9.0 Ligando endégeno
Flutamida -6.75 Ligando endégeno

Se realizdé el analisis de las interacciones correspondientes a la testosterona, la
dihidrotestosterona y el inhibidor comercial (flutamida) en el sitio de unién del ligando
enddégeno, las 3 moléculas comparten 21 aminoicidos con los cuales interaccionan
Figura 19, en la Tabla 12 se muestran los residuos mas importantes:
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Figura 19. Representacion 2D de los ligandos endégenos de AR. a) testosterona, b)
dihidrotestosterona y el ¢) inhibidor flutamida y las interacciones con los residuos de
aminodcidos de la proteina AR.

Podemos observar en la Figura 19 y en la Tabla 12 que los residuos mas importantes
son: Asn705, Arg752, Leu705 dado que estos interaccionan por medio de puentes de
hidrégeno (pdh) los cuales son mas estables. Asi mismo, resulta interesante que en el
caso de flutamida no existen interacciones por puentes de hidrégeno, pero el conjunto
de interacciones en su mayoria son hidrofébicas que le brindan estabilidad a las
moléculas para ocasionar un efecto inhibitorio.
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Tabla 12. Interacciones que presentan los ligandos endégenos y flutamida con los
residuos del AR.

Ligando endégeno o

inhibidor control Residuos

Asn705 (polar, pdh), Arg 752 (carga positiva, pdh), Val
889 (hidrofobica)
Dihidrotestosterona Leu705 (hidrofébica, pdh), Val889 (hidrofébica)

Interacciones hidrofébicas en su mayoria, polares, de
carga positiva y puente salino (Arg 752).

Testosterona

Flutamida

Con respecto al acoplamiento molecular del ARe con la base de datos de Drug Bank, se
llevé a cabo el mismo procedimiento para el sitio de unién del ligando endégeno (LE).
Podemos observar en la Grafica 8 el resultado obtenido del acoplamiento de la proteina
con la base de datos, en donde de manera global. Se observan 5432 interacciones, se
tomaron en cuenta aquellas que tuvieran una EA mejor que flutamida (todas aquellas
debajo de la linea roja) y que cumplieran los CLG (se muestra solo la grafica en funcién
de la masa como CLG, en el Anexo 1 se muestran las 6 graficas con los diferentes CLG).
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Grafica 8. Energia de acoplamiento del docking molecular AR (sitio de union del
ligando endégeno)-farmacos contra la masa de las 6,428 isoformas de los 2,678
farmacos del DB.

Se aplicaron nuevamente los filtros de EA y todos los parametros de los CLG (masa
exacta, LogP, aceptores, donadores de puentes de hidrdgeno, refractividad molar y
numero de atomos). En este caso se tom6 en cuenta la EA de flutamida (-6.75 kcal/mol),
debido a que los compuestos propuestos como inhibidores deben superar dicha energia
para ser mas afines que el inhibidor comercial. Grafica 9, representa a 895 isoformas,



estados de protonacién y/o tautomeros que interaccionan, los cuales corresponden a 580

farmacos.
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Grafica 9. Energia de acoplamiento del docking molecular AR (sitio de unién del
ligando endogeno)-farmacos contra masa exacta aplicados los filtros de EA y CLG.

Total de farmacos que interactian con el AR.

Para continuar con el estudio se realizé la unificacién de los farmacos que interaccionan
tanto en el sitio alostérico (ARa) como en el sitio de unién del ligando endégeno (ARe)
del AR, asi como los farmacos que interaccionen en ambos sitios, lo anterior se
representa en el siguiente diagrama de Venn, Figura 20.

ARa 271 ARe

176

309

Figura 20. Total de farmacos que aparentemente interaccionan con AR. Diagrama de
Venn, sitio alostérico (ARa), sitio de union del ligando endégeno (ARe).



En la Figura 20 se observan los conjuntos de los farmacos obtenidos con anterioridad a
través de los filtros, se encontraron 176 farmacos que aparentemente interactiian con el
sitio alostérico (Ara), 309 con el sitio de unién del ligando endégeno (Are) y 271 con los
2 sitios; finalmente se obtiene un total de 756 farmacos para estudiar en la siguiente
fase.

Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

El cristal utilizado para el acoplamiento molecular es el 6DUK (cédigo PDB) con una
resolucién 2.20 A, en la Figura 21 inciso a) se observa la representacién 3D del
acoplamiento molecular entre EGFR y lapatinib, cabe resaltar que tanto los inhibidores
y farmacos interaccionan dentro del sitio de unién de la proteina delimitado
anteriormente con ayuda del médulo GGG.

Se calcularon las energias de acoplamiento de los inhibidores comerciales lapatinib (-
7.53 kcal/mol) y erlotinib (-5.7 kecal/mol), también se estudiaron las interacciones mas
importantes, Figura 21, incisos b) y ¢), se observa una mayor cantidad de interacciones
hidrofébicas.

Podemos observar en la Tabla 13 que los residuos de EGFR que interaccionan por
puente de hidrégeno son: Glu749, Glu865 y Lys875 en el caso de lapatinib y Lys745 en
el caso de erlotinib, la diferencia entre sus EA se puede relacionar con una menor
cantidad de puentes de hidrégeno por parte de este ultimo inhibidor.

Tabla 13. Residuos de interaccion de EGFR con los inhibidores.

Inhibidor control Residuos

Glu749 (carga negativa, pdh), Glu865 (carga negativa,
pdh), Lys875 (carga positiva, pdh)

Erlotinib Lys 745 (carga positiva, pdh)

Lapatinib
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Figura 21. Representacion 3D y 2D del acoplamiento entre EGFR y sus inhibidores.
a) representacion 3D del acoplamiento entre proteina y lapatinib, representacién 2D de los
inhibidores de EGFR b) lapatinib y c) erlotinib y las interacciones con los residuos de
aminoacidos de la proteina.



Con la base de datos de Drug Bank, se obtuvieron 4550 isoformas, estados de
protonacién y/o tautémeros que interaccionaron de manera global con EGFR, Grafica 10
(se muestra solo la grafica en funcién de la masa como CLG, en el Anexo 1 se muestran
las 6 graficas con los diferentes CLG).
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Grafica 10. Energia de acoplamiento del docking molecular EGFR-farmacos contra la
masa de las 6,428 isoformas de los 2,678 farmacos del DB.

Una vez aplicados los filtros de EA (con el inhibidor erlotinib) y todos los CLG, el nimero
de interacciones disminuyé a 1403 isoformas, estados de protonacién y/o tautémeros,
que corresponden a 508 farmacos para estudio posterior, Grafica 11.
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Grafica 11. Energia de acoplamiento del docking molecular EGFR-farmacos contra
masa exacta aplicados los filtros de EA y CLG.



Subunidad catalitica alfa de PI3K (p110a)

El cristal utilizado para el acoplamiento molecular es el 60AC (c6édigo PDB) con una
resolucién de 3.15 A, en la Figura 22 inciso a) se observa la representacién 3D del
acoplamiento molecular entre pl10a y todos sus inhibidores, cabe resaltar que los
inhibidores y farmacos interaccionan dentro del sitio de unién de la proteina delimitado
anteriormente con ayuda del médulo GGG.

Las energias de acoplamiento de los inhibidores comerciales fueron -8.33 kcal/mol para
omipalisib, -8.08 kcal/mol para alpelisib y -7.7 kecal/mol para el caso de burpalisib, asi
mismo se obtuvieron los esquemas 2D para observar los tipos de interacciéon de cada uno
de ellos, Figura 22, incisos b), ¢) y d).

En la Tabla 14 se observan los residuos de p110a que interaccionan formando un puente
de hidrogeno, Val851 esta presente en los 3 inhibidores, Asp933 se encuentra
interaccionando en omipalisib y burpalisib, en los 3 casos se observan 3 interacciones de
tipo puente de hidrégeno, pero la diferencia entre sus EA se puede relacionar con los
tipos de aminodcidos que estan formando dichos puentes.

Tabla 14. Interacciones de p110o con los inhibidores.

Inhibidor control Residuos
Lys802 (carga positiva, pdh), Val851 (hidrofébica, pdh),
Asp933 (carga negativa, pdh)
Alpelisib Val851 (hidrofébica, pdh), Ser854 (polar, pdh), GIn859
(polar, pdh)
Burpalisib Val851 (hidrofébica, pdh), Asp933 (carga negativa, 2 pdh)

Omipalisib
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Figura 22. Representacion 3D y 2D del acoplamiento entre p110e y sus inhibidores. a)
representacion 3D del acoplamiento entre proteina y sus inhibidores, representacién 2D de los
inhibidores de p110a b) omipalisib, ¢) alpelisib y d) burpalisib, y las interacciones con los

residuos de aminodcidos de la proteina.



Por otro lado, el estudio de acoplamiento global entre p110a y la base de datos arroj6é un
total de 5371 isoformas, estados de protonacién y/o tautémeros que se encuentran
interaccionando, Grafica 12 (se muestra solo la grafica en funcién de la masa como CLG,
en el Anexo 1 se muestran las 6 graficas con los diferentes CLG).
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Grafica 12. Energia de acoplamiento del docking molecular p110a -farmacos contra
la masa de las 6,428 isoformas de los 2,678 farmacos del DB.

Nuevamente se tomé en cuenta la EA en este caso de burpalisib y todos los CLG, se
obtuvo 130 isoformas, tautémeros y/o estados de protonacién una vez aplicados los
filtros, Grafica 13, los cuales corresponden a 115 farmacos que contintan en el estudio.
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Grafica 13. Energia de acoplamiento del docking molecular pl10o-farmacos contra
masa exacta aplicados los filtros de EA y CLG.



Diana de rapamicina en células de mamifero (mTOR)

El cristal utilizado para el acoplamiento molecular es el 4JSX (cédigo PDB) con una
resolucién 3.50 A, en la Figura 23 inciso a) se observa la representacion 3D del
acoplamiento molecular entre mTOR y TORKinib, cabe resaltar que los inhibidores y
farmacos interaccionan dentro del sitio de uniéon de la proteina delimitado
anteriormente con ayuda del médulo GGG.

Las mejor EA obtenida del acoplamiento molecular entre los inhibidores control fue de
-4.89 kcal/mol que corresponde a TORKinib, seguida de sapanisertib con -3.93
kcal/mol. Se analizaron los residuos aminoacidicos de mTOR que interaccionan con
ambos, Figura 23, incisos b) y ¢).
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Figura 23. Representacion 3D y 2D del acoplamiento entre mTOR y sus inhibidores.
a) Representacién 3D del acoplamiento entre proteina y TORKinib. Representacion 2D de los
inhibidores de mTOR: b) TORKinib y c) sapanisertib y las interacciones con los residuos
aminoacidicos de la proteina.



En la Tabla 15 se resumen los aminoacidos de mTOR que presentan interacciones tipo
puente de hidrégeno; en el caso de TORKinib solamente se presenta uno en Thr2245,
por otro lado, sapanisertib presenta uno en Asp2244 y otro en Arg2348, la diferencia
entre las EA se puede deber a que en el caso de TORKinib existen dos aminoacidos mas
interaccionando, lo cual podria darle mayor estabilidad al inhibidor, dando como
resultado una EA mas favorable.

Tabla 15. Interacciones de mTOR con los inhibidores.

Inhibidor control Residuos
TORKinib Thr2245 (polar, pdh)
Sapanisertib Asp2244 (carga negativa, I[))SE)), Arg2348 (carga positiva,

En el estudio de acoplamiento global entre mTOR y la base de datos de Drug Bank,
podemos observar 5411 tautémeros, isoformas y/o estados de protonacién totales que
interaccionan con la proteina en funcién de la masa de los farmacos, Grafica 14 (se
muestra solo la grafica en funcién de la masa como CLG, en el Anexo 1 se muestran las
6 graficas con los diferentes CLG).
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Grafica 14. Energia de acoplamiento del docking molecular mTOR -farmacos contra
la masa de las 6,428 isoformas de los 2,678 farmacos del DB.



Una vez aplicados los filtros, el nimero de interacciones se redujo a 2106 tautémeros,
1soformas y/o estados de protonacién (Grafica 15), lo que corresponde a 1152 farmacos,
todo esto tomandose en cuenta la EA de sapanisertib y todos los CLG.
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Grafica 15. Energia de acoplamiento del docking molecular mTOR-farmacos contra
masa exacta aplicados los filtros de EA y CLG.

Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR)

El cristal utilizado para el acoplamiento molecular es el 5GRN (cédigo PDB) con una
resolucién 1.77 A, en la Figura 24 inciso a) se observa la representacién 3D del
acoplamiento molecular entre PDGFR e imatinib, cabe resaltar que los inhibidores y
farmacos interaccionan dentro del sitio de unién de la proteina, delimitado
anteriormente con ayuda del médulo GGG.

La mejor EA obtenida por parte de los inhibidores pertenece a imatinib con -12.03
kcal/mol, seguido de masitinib con -10.71 kcal/mol y por ultimo lenvatinib con -6.57
kcal/mol. En la Figura 24, incisos b), ¢) y d) se observan las interacciones de PDGFR
con estos inhibidores.

En la Tabla 16 podemos observar los aminoacidos de PDGFR que presentan
interacciones por puente de hidrégeno, los cuales son Thr674, Asp836 y Cys677 para el
caso de imatinib y solo los 2 primeros en el caso de masitinib. Por otra parte, se
presentan otro tipo de interacciones, tipo pi-cation en Lys627 en todos los inhibidores y
de apilamiento pi-pi en donde el anillo aromatico de Phe837 interacciona con grupos
aromaticos de imatinib y masitinib. Podemos inferir que imatinib tiene una mejor EA
debido a los tipos de interacciones que presenta, que son mas estables que las
encontradas en masitinib o lenvatinib, en donde este ultimo presenta la EA menos



favorable debido a la ausencia de otro tipo de fuerzas que interaccionan en comparacion
a los otros 2 inhibidores.

J Carga (negativa)

) Carga (positiva)
Glicina
Hidrofébica
Metal

2

Polar
J Residuo no especifico
Agua
Sitio hidratado
X Sitio hidratado (desplazado)

Ly
LEY L)
825 \ E
b 657
VAL
o
L
84 o
\ B N\ .
s / % 838

& &
809
\ Z N\
TR
676 l
b c . \ ver fie
THR / \
6Ly 674 u—— \ .
600~
SLEU \ 3 P ;27 815
LE ) /
f ”
625 HIE
Vi 4. HN 816
&8 N /
ARG
3\7‘
Few
bt
Distancia ~@# Pi-catién
#  Puente de hidrégeno == Puente salino
Enlace halégeno Exposicién a solvente
Metal coordinado
9 Apilamiento pi-pi

Figura 24. Representaciéon 3D y 2D del acoplamiento entre PDGFR y sus inhibidores.
a) representacion 3D del acoplamiento entre proteina e imatinib, representacion 2D de los
inhibidores de PDGFR b) imatinib, ¢) masitinib y d) lenvatinib y las interacciones con los

residuos de aminoacidos de la proteina.



Tabla 16. Interacciones de PDGFR con inhibidores.

Inhibidor control Residuos

Lys627 (carga positiva, pi-cation), Thr674 (Polar, pdh),
Cys677 (hidrofébica, pdh), Hie816 (polar, pi-cation), Asp836

byl (carga negativa, pdh, puente salino), Phe837 (hidrofébica, pi-
pi stacking)
Lys627 (carga positiva, pi-cation), Thr674 (Polar, pdh),
Masitinib Hie816 (polar, pi-cation), Asp836 (carga negativa, pdh),
Phe837 (hidrofébica, pi-pi stacking)
Lenvatinib Lys627 (carga positiva, pi-cation)

Por otro lado, los resultados del acoplamiento molecular proteina-farmaco, arrojaron
4973 tautémeros, isoformas y/o estados de protonaciéon que interaccionan con PDGFR,
Grafica 16 (se muestra solo la grafica en funcién de la masa como CLG, en el Anexo 1 se
muestran las 6 graficas con los diferentes CLG).

Lenvatinib

Masitinib
Imatinib

Energia de acoplamiento (kcal/mol)

)
EXACT_MASS

Masa exacta (u.m.a)

Grafica 16. Energia de acoplamiento del docking molecular PDGFR -farmacos contra
la masa de las 6,428 isoformas de los 2,678 farmacos del DB.

Nuevamente se aplicaron los filtros de EA y todos los CLG, tomandose como referencia
la EA de lenvatinib, disminuyendo asi la cantidad de interacciones a 440 tautémeros,

isoformas y/o estados de protonacion, las cuales corresponden a 312 farmacos, Grafica
17.
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Grafica 17. Energia de acoplamiento del docking molecular PDGFR-farmacos contra
masa exacta aplicados los filtros de EA y CLG.

Ligando 1 de muerte programada (PD-L1)

El cristal utilizado para el acoplamiento molecular es el 5NIU (c6digo PDB) con una
resolucién 2.01 A, en la Figura 25 inciso a) se observa la representacién 3D del
acoplamiento molecular entre PD-L1 y BMS-202, cabe resaltar que los inhibidores y
farmacos interaccionan dentro del sitio de unién de la proteina delimitado
anteriormente con ayuda del médulo GGG.

Por tltimo, los inhibidores experimentales de PD-L1 presentaron una EA de -10.77
kcal/mol, -9.56 kcal/mol y -7.22 kcal/mol para BMS-202, BMS-1, BMS-1166
respectivamente. En la Figura 25, incisos b), ¢) y d) se muestran los esquemas 2D donde
se presentan las interacciones entre la proteina y los inhibidores.

En la Tabla 17 se muestran los principales residuos aminoacidicos de PD-L1 que
interaccionan con los inhibidores, siendo Phel9, Ala21 y Asp122, los cuales presentan
puentes de hidrégeno en la cadena A de la proteina. Para BMS-1166 no se observa
Aspl122 con este tipo de interaccién, ademas el anillo aromatico de Tyr56 de la cadena
B tiene una interaccién tipo apilamiento pi-pi con los grupos aromaticos de BMS-202 y
BMS-1, dichos inhibidores presentan mejores EA en comparaciéon con BMS-1166, ya que
cuentan con un mayor numero de interacciones.



Tabla 17. Interacciones entre la proteina PD-L1 y los inhibidores.

Inhibidor control Residuos
BMS-202 PheA19 (polar, pdh), TyrB56 (hidrofébica, pi-pi stacking),
AlaA121 (hidrofdbica, pdh), AspA122 (carga negativa, pdh)
BMS-1 TyrB56 (hidrofébica, pi-pi stacking), AspA122 (carga
negativa, pdh), LysA124 (carga positiva, pdh)
BMS-1166 PheA19 (hidrofébica, pdh), AlaA121 (hidrofébica, pdh)
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Figura 25. Representacion 3D y 2D del acoplamiento entre PD-L1 y sus inhibidores.
a) representacion 3D del acoplamiento entre proteina y BMS-202, representacion 2D de los
inhibidores de PD-L1 de: a) BMS-202, b) BMS-1 y ¢) BMS-1166 y las interacciones con los
residuos de amino4cidos de la proteina.



En el docking molecular, las interacciones de PD-L1 totales fueron con 5220 tautémeros,
isoformas y/o estados de protonacién, Grafica 18 (se muestra solo la grafica en funcion
de la masa como CLG, en el Anexo 1 se muestran las 6 graficas con los diferentes CLG).
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Grafica 18. Energia de acoplamiento del docking molecular PD-L1-farmacos contra
la masa de las 6,428 isoformas de los 2,678 farmacos del DB.

Una vez aplicados los filtros de EA, tomando como referencia el inhibidor BMS-1166 y
todos los CLG, se redujo el nimero de interacciones a 223 tautémeros, isoformas y/o
estados de protonacion, lo cual corresponde a 159 farmacos, Grafica 19.
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Grafica 19. Energia de acoplamiento del docking molecular PD-L1-farmacos contra

masa exacta aplicados los filtros de EA y CLG.



En la Tabla 18 se resume el nimero de interacciones totales de cada proteina resultado
del acoplamiento molecular con la base de datos de farmacos para reposicionar. Se
observa un gran ntmero de interacciones iniciales que con ayuda de los filtros de EA y
CLG disminuyeron, arrojando un namero de farmacos candidatos en esta segunda etapa
menor al inicial, donde mTOR es la proteina con méas candidatos (1152 farmacos) y
p110a la proteina con un menor nimero de candidatos (115 farmacos).

Tabla 18. Resumen de interacciones proteina-farmaco y nimero final de farmacos
candidatos en la segunda etapa

Proweina  Interaceiones  icundolos  farmacen fnals
filtros
ARae a: 6427 a: 573 ae756
e: 5432 e: 895
EGFR 4550 1403 508
pl10a 5371 130 115
mTOR 5411 2106 1152
PDGFR 4973 440 312
PD-L1 5220 223 159

a: sitio alostérico, b: sitio de unién del ligando endégeno

Aunque se logré disminuir el nimero de farmacos considerablemente es necesario
realizar otro tipo de filtrado para poder delimitar los mejores candidatos para cada
proteina.

7.3 Tercera etapa

Esta etapa consistié en dividir el analisis en dos, por un lado, encontrar candidatos
monoproteina, es decir farmacos que se predice que solamente interactien con solo 1 de
nuestras proteinas propuestas y no con las otras 5y, por otro lado: encontrar candidatos
multiproteina, refiriéndonos a aquellos farmacos que se predice que interaccionen con
mas de 1 proteina a partir de los conjuntos que se expondran mas adelante.

Une vez realizados los estudios mono y multiproteina, se utilizaron las bases de datos
DrugBank, PubChem, Sider 4.1 y Drugs.com para recopilar la siguiente informacién
clinica de cada uno de los candidatos:

1. Uso/ Tratamiento (actual)
2. Toxicidad
3. Lesion hepatica inducida por farmacos (DILI, por sus siglas en inglés)



Efectos adversos
Contraindicaciones
Formulacién
Mecanismo de accién

N o ot

Se descartaron aquellos farmacos que presentaran toxicidad, efectos adversos o
contraindicaciones graves, asi mismo solo se consideraron farmacos con DILI C, D y E
dado que no estan relacionados al desarrollo de hepatotoxicidad, por otro lado la
formulacion oral se consider6 apropiada sobre la topica, por ultimo el uso o tratamiento
actual y el mecanismo de accién es informacion relevante para una posterior aplicacién
a nivel clinico ya que son aspectos que deben considerarse de acuerdo al perfil de los
pacientes.

7.3.1 Estudios monoproteina para filtrar farmacos

Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

De la segunda etapa de este trabajo, se obtuvieron 508 farmacos candidatos para EGFR,
y una vez realizado el estudio de exclusividad nos quedamos con 2 candidatos para la
inhibicién de la proteina: bumadizona y tolnaftato (Figura 26). Podemos observar que
los farmacos se encuentran en la misma zona de interacciéon que los inhibidores control,
se comparten un gran niumero de interacciones de tipo hidrofébico y se observa un menor
numero de residuos que interaccionan.
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Figura 26. Estructura quimica de bumadizona y tolnaftato interaccionando con la
proteina EGFR.



De ambos farmacos contamos con informacién clinica que se muestra en la Tabla 19.
Para ambos casos, no se han reportado en las bases de datos consultadas los efectos
toxicos o DILI (lesién hepéatica inducida por farmacos). Ambos cuentan con una EA
(energia de acoplamiento) buena, superando en ambos casos a erlotinib (-5.7 kcal/mol)
inhibidor comercial de EGFR, e inclusive en el caso de bumadizona superando la EA de
lapatinib (-7.53 kcal/mol); energéticamente ambos farmacos son buenos candidatos. Por
otro lado, es importante sefialar que no existen efectos adversos graves por su ingesta y
en el caso de bumadizona la formulacién de tipo oral facilitara estudios in vivo
posteriores.

Tabla 19. Informacioén clinica de los farmacos candidatos para EGFR.

Efectos Contraindicac

Farmaco EA DB Tratamiento Propiedades Toxicidad DILI Formulaciéon Aprobado

adversos iones
Artritis Antiinflamatorio Probad Al _
Bumadizona -8.323 DB13286 reumatoidey ., antipiréticoy N/R N/R rovadosen S/C Oral emaniay
- ; animales Austria

gota analgésico
Reacciones
Antifiingico N/R N/R  alérgicas Embarazadas
leves

Crema, polvo,

95 Infecciones piel
spray, aerosol

Tolnaftate | -6.057 DB005
por hongo

N/R

N/R: No Reportado, S/C: Sin Contraindicaciones.

Isoforma alfa de la subunidad catalitica de PI3K (p110a)

De los 115 candidatos seleccionados de la segunda etapa y una vez realizado el analisis
monoproteina, finalizamos con 3 candidatos importantes para inhibir a la proteina
p1100, los cuales son: enzalutamida, filgotinib y guanabenz (Figura 27). Se muestra que
los farmacos comparten los residuos méas importantes observados en los inhibidores
control, por ejemplo: Lys802, Val851, Asp933 y Ser854.

Enzalutamida Filgotinib Guanabenz

Figura 27. Estructura quimica de enzalutamida, filgotinib y guanabenz
interaccionando con p110a.



La informacién clinica de los farmacos seleccionados se muestra en la Tabla 20, en
ninguin caso se encontré en las bases consultadas, informacion relacionada con la
toxicidad de estos. Enzalutamida es el tnico con DILI reportado en escala E, que es un
valor bajo, por lo tanto, probablemente no esta relacionado con la generacién de dafio
hepatico en pacientes. Ademaés, ninguno muestra efectos adversos graves, solamente
guanabenz, por lo que tendria restricciones para su administraciéon en pacientes que no
padezcan hipertension. En los tres casos, sus formulaciones son tipo tabletas o capsulas
lo cual facilitard su aplicacién en estudios in vivo. Habra que profundizar los
conocimientos clinicos con el farmaco enzalutamida, ya que es utilizado para el cancer
de prostata, inhiben a él AR, y puede ser una alternativa muy buena a estudiar in vitro
con células de CMTN.

Tabla 20. Informacion clinica de los candidatos para p110a.

Trata- Propie- Farmaco- Elimi- Toxi-

Farmaco EA DB . " . Metabolismo .- . DILI Efectos adversos Formulacion
miento dades dinamia nacion  cidad
Fatiga, diarrea,
S . . dolor
(v Litestsifai i Hepético por 71% orina musculoesquelético
Enzalutamida-8.018 BHOSS p?ostata lnitiliitey L apia: CYP2C8 y v 14% N/R E , infecciones Clpatiing,
99  resistente a AR upregulation . - E . . tabletas
, . CYP3A4 heces respiratorias,
castracion NF-xB2/p52. .
ansiedad e
hipertension
DE148 Artrit Inhibidor Citocinas pro- Carboxilester 87% renal
Filgotinib  -7.658 artrits OO flamatorias: |~ Do estera v 15% N/R N/ N/R Tableta
45 reumatoide  JAKI1 sa
inhibe L6 heces
DB00G Aglc;:;m Contraccién pupila,
Guanabenz -7.329 29 ’ Hipertension 'ad;e N/R Hepatico N/R N/R N/R irritabilidad, Tableta
A presiéon baja
nérgico

N/R: No Reportado.

Cabe senalar que para el caso de la proteina p110a, no se eliminaron aquellos farmacos
que interaccionan con mTOR dado que en este ultimo filtro se compartian entre si todas
las moléculas, por lo que se optd por una eliminacién de acuerdo con la EA presentada,
es decir solamente se tomaron en cuenta aquellos farmacos que tuvieran una mejor
energia de acoplamiento para p110a en comparacién con mTOR.

Factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGFR)

En el caso de PDGFR después del estudio monoproteina, obtuvimos un solo candidato
de los 312 farmacos filtrados en la segunda etapa: artesunato (Figura 28), se observa
que comparte con los inhibidores imatinib y masitinib los residuos Lys627 con carga
positiva e interaccién pi-catiéon, Asp836 con carga negativa y un pdh, entre otros
residuos de tipo hidrofébico.
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Figura 28. Estructura quimica de artesunato y su interaccion con PDGFR.

La informacién clinica del farmaco seleccionado se muestra en la Tabla 21, artesunato
se utiliza en la actualidad para el tratamiento de malaria, inhibe la sintesis de proteinas
y acidos nucleicos de Plasmodium. No se reporta DILI en las bases de datos consultadas
y Unicamente existen efectos adversos cuando se administra en cantidades téxicas,
ademas se pone a consideracion su administracién debido a débil falla renal (10%). La
formulacién se presenta en tableta, polvo o capsula, por lo que se facilitaria su
administracién en estudios in vivo. En la Tabla 21 la EA presentada es casi igual a uno
de los inhibidores control: lenvatinib (-6.57 kcal/mol).

Tabla 21. Informacién clinica del candidato para PDGFR.

Farmaco EA DB Trata- Propiedades Fa.rma(fo- Metabolismo El"':ﬂ_l- Toxicidad DILI Efoctos For{r_lula-
miento dinamia nacién adversos cion
. Intravenoso:
q}:i:zz I(Te DHA Sobredosis: anemia,
g g o .. _ pancitopenia, neutropenia, | Tableta,
Artesunato -6.611 Lisp Malaria prqtgmns; N/R Wbl b i e Humanqs. falla N/R = leucopenia, polvo.
4 acidos por plasma no conocido e . o ,
nucleicos esterasa multiorganica, hiperbilirrube- Capsula
Piasmé dium ' muerte nia, falla renal
(10%)

N/R: No Reportado.



Ligando 1 de muerte programada (PD-L1)

Para la proteina PD-L1 se presentan 2 candidatos: risperidona y sacubitril (Figura 29),
después del analisis monoproteina de los 159 farmacos filtrados de la segunda etapa.
Podemos observar que risperidona comparte con BMS-202 los contactos con los
aminoacidos AlaA121 y AspA122 con interacciones de tipo hidrofébico y pdh y carga
negativa respectivamente y una nueva interaccién (AlaA18) de tipo hidrofébico y con
interaccion pi-cation. Por otro lado, sacubitril comparte con BMS-1 los residuos AlaA121
de tipo hidrofébico, LysA124 con carga positiva y TyrB56 de tipo hidrofébico.

Rispeﬁdona Sacubitril

Figura 29. Estructura quimica de risperidona y sacubitril interactuando con PD-L1.

La informacién clinica de los farmacos seleccionados se muestra en la Tabla 22. Para
ambos candidatos, su formulacién es en tableta lo cual facilitaria su administraciéon en
estudios futuros.

Para el caso de risperidona, acorde con la escala DILI, es probable que no se presente
dafio hepatico a las personas, ademads, en las bases de datos no se reportan efectos
adversos, Unicamente se reportan complicaciones cuando existe sobredosis. Por otro
lado, sacubitril es utilizado para la prevencion de riesgos cardiovasculares por lo que no
presentaria un gran riesgo para los pacientes con CMTN acorde con su uso actual, sin
embargo, se sefiala en efectos adversos y toxicidad el desarrollo de dano hepatico,
(aunque no se reporte en la escala DILI) por lo que seria un punto importante para
tomar en cuenta.



Tabla 22. Informacion clinica de los candidatos para PD-L1.

Farmaco EA DB Tratamiento Propiedades Fa'rma(:o MG_:taho Elll'l’l-l Toxicidad DILI Efectos FO]‘{[’II.I
dinamia lismo nacion adversos lacion
Afinidad con .
Decremento Sobredosis:
. receptor E
actividad S . letargia,
dopami serotoninérgico Citocromo distonia Less
Risperidona -7.668 DB00734 Antipsicotico op? 5-HT2A, hepatico Higado . . . N/R Tableta
nérgica y taquicardia, 3, E/C
; receptor P450 . .
serotoni- L bradicardia y
. dopaminérgico ’
nérgica . convulsiones
D2
Ho§1110c1011 de . ., | Hipotension, Problemas
riesgo en Inhibicién 52-68% hipercalemia renales, altos
Sacubitril -7.741 DB09292 eventos e . N/R Esterasas ormay 37- T . ! Tableta
. neprilisina N , tos, mareo, niveles de K,
cardio- 48% heces
falla renal mareo, tos

vasculares

N/R: No Reportado.

Cabe senalar que para PD-L1, no se eliminaron aquellos farmacos que interaccionaron
con mTOR dado que en este ultimo filtro se compartian todas las moléculas, por lo que
se optd por una eliminacién de acuerdo con la EA presentada, es decir; solamente se
tomaron en cuenta aquellos farmacos que tuvieran una mejor energia de acoplamiento
para PD-L1 en comparacién con mTOR.

Receptor de androgenos (AR)

Para el caso de AR se realizé6 un proceso de filtrado mas estricto acorde con la
informacién clinica, recordemos que en la segunda etapa obtuvimos 756 farmacos y una
vez realizado el estudio monoproteina, el namero se redujo a 43 farmacos, de los cuales
se recopild su informacién clinica. Sin embargo, 22 fueron descartados por presentar
efectos adversos importantes como dafio hepatico, 8 farmacos fueron descartados por no
existir informacién clinica. Por lo tanto; nos quedamos con 13 farmacos candidatos con
informacién clinica completa, que no reportan efectos adversos graves y su formulacién
no es de tipo tépico, siendo esto ultimo importante para que su posterior uso en
experimentos in vitro.

En la Figura 30 observamos 3 de los candidatos correspondientes al AR, en el caso de
talbutal se observa interaccion con los residuos GIn783 y Ser782 ambos de tipos polar y
con interacciones de pdh los cuales no se comparten con los inhibidores o ligandos
endoégenos de AR. Por otro lado, nalbufina interactia con Leu704 y Phe764, ambos de
tipo hidrofébico tampoco se comparten con los inhibidores o ligandos enddgenos,
oximorfona comparte el residuo Asn705 de tipo polar con pdh con testosterona. Aunque
los farmacos presentan interacciones distintas a las observadas en los inhibidores o
ligandos enddgenos se puede observar que interaccionan en el mismo sitio debido a los
residuos presentes.
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Figura 30. Farmacos candidatos para AR.

Los candidatos se clasificaron de acuerdo con el padecimiento para el cual esta siendo
utilizado en la actualidad (Tabla 23). Hay farmacos para enfermedades infecciosas,
cardiovasculares, metabdlicas, reumaticas. En el caso de los farmacos utilizados en
enfermedades del sistema nervioso o hipertensién tendria que considerarse el riesgo de
administrarlos en pacientes que no presenten estas enfermedades (como migrana,
demencia, trastornos de suefo, consumo de alcohol o de opioides, arritmias o
hipertension). Estos farmacos pueden ofrecer una alternativa interesante para
pacientes con CMTN dependiendo de las comorbilidades que tengan.

Tabla 23. Clasificacion de candidatos para AR por padecimiento

Padecimiento

Enfermedades
infecciosas

Enfermedades del
sistema nervioso

Trastornos
asociados al dolor

Enfermedades
cardiovasculares

Trastornos

nutricionales y
metabélicos

Enfermedades
reumaticas

Antibiético

e Ticarcilina

Migrana

e Talbutal

Analgésico

 Nalbufina
e Oximorfona
Arritmias

* Disopiramida
Anemia
e Ascorbato de

hierro
Artritis

e Acetato de
cortisona

Trastornos de
sueno

* Amobarbital

Anestésico
« Tiopentato
Hipertension

e Mecamilamina

Tratamiento

Alzheimer-
demencia

» Memantina

Trastornos
asociados al
consumo de
alcohol

Sobredosis de
opioides

+ Naloxona
¢ Nalmefeno



Diana de rapamicina en células de mamifero imTOR)

En la segunda etapa para mTOR se obtuvieron 1152 farmacos, una vez realizado el
analisis monoproteina se redujeron a 253, debido a que aun es amplio el nimero de
candidatos, los filtros de seleccién con la informacién clinica se hicieron més estrictos.
Se descartaron 71 farmacos por presentar efectos adversos, 89 por presentar datos
incompletos y 11 porque haber sido retirados del mercado. Por todo lo anterior, nos
quedamos con 64 farmacos, los cuales no generan efectos secundarios graves, se cuenta
con la informacién completa y no son de formulaciéon tépica. Sin embargo, consideramos
que aun era un numero elevado de candidatos para reposicionar por lo que se utiliz6 la
EA del inhibidor comercial TORKinib (-4.89 kcal/mol) como linea de corte y inicamente
42 farmacos lo superaron. En la Figura 31 podemos observar algunos de los farmacos
candidatos para la proteina mTOR, varios de ellos comparten los residuos observados
en TORKinib y sapanisertib (inhibidores control), por otro lado, se observan nuevos
residuos que interaccionan en la misma zona.

Los farmacos candidatos fueron agrupados de acuerdo con el padecimiento en el cual
estan siendo utilizados en la actualidad (Tabla 24). Es importante considerar el riesgo
existente al administrar los farmacos utilizados para el tratamiento de trastornos
mentales y del comportamiento, enfermedades del sistema nervioso central e
hipertensién a pacientes que no presenten una de estas patologias. Por el contrario, los
farmacos utilizados para enfermedades infecciosas podrian ser un buen punto de partida
para futuros estudios in vivo.

Tabla 24. Clasificacion de farmacos candidatos para mTOR por padecimiento.

. Numero de
Padecimiento

farmacos
Enfermedades infecciosas 8
Trastornos mentales y de comportamiento 5
Enfermedades del sistema nervioso 3
Enfermedades del aparato respiratorio 4
Enfermedades cardiovasculares 14
Enfermedades de sangre y 6rganos hematopoyéticos 2
Enfermedades del sistema gastro-esofagico 2
Sindromes autoinflamatorios 2
Enfermedades reumaticas 1

Enfermedades oculares 1
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Figura 31. Candidatos de la proteina mTOR.
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7.3.2 Estudios multiproteina

Conjunto 1 (AR y EGFR)

Existen 3 patrones reportados en pacientes con CM que relacionan a las proteinas AR y
EGFR, el primer caso se da cuando existe una sobreexpresion de AR lo cual esta asociado
a la generacién de quimioresistencia. Por otro lado, puede existir una sobreexpresién de
EGFR, lo cual esta asociado con un mal prondstico, debido a que se relaciona con rutas
de senalizacién que ayudan a la proliferacion celular de las células malignas. Por Gltimo
se puede presentar una sobreexpresion en ambas proteinas lo cual estaria relacionado
a la generaciéon de quimioresistencia y procesos que ayuden al mantenimiento y
desarrollo de células tumorales [24]. Por lo anterior, se plante6 el estudio multiproteina
de AR y EGFR para las pacientes que presenten sobreexpresiéon en ambas proteinas.

Como primer paso se aplico la teoria de conjuntos para determinar cuales farmacos
interaccionaban con las proteinas a estudiar, Figura 32. Asi, se encontraron 150
farmacos que se predice que interaccionan con EGFR, ARa y ARe, de los cuales,
Unicamente 44 farmacos interaccionan de manera exclusiva con AR y EGFR.

Cabe sefalar que en este caso no se eliminaron los farmacos que interaccionan con
mTOR, y tnicamente se tomé6 en cuenta a los candidatos que superaran las EA de
mTOR.

ARa
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Figura 32. Teoria de conjuntos de interacciones de farmacos con AR y EGFR.

De los 44 farmacos obtenidos; 27 fueron descartados por presentar efectos adversos
graves, 6 se descartaron por no contar con la informacién clinica completa, 3 ya han sido
retirados del mercado y solamente 8 farmacos no presentaron efectos adversos. De los
8 candidatos seleccionados; 7 presentaron una mejor energia de acoplamiento para AR



en el sitio alostérico y uno para EGFR. En la Figura 33, se pueden observar algunos
candidatos para el conjunto 1 en las dos proteinas de interés, EGFR y AR en ambos
sitios.
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Figura 33. Farmacos candidatos para el conjunto 1 (EGFR y AR).




Los farmacos candidatos, se agruparon de acuerdo con los padecimientos para los cuales
son utilizados en la actualidad (Tabla 25). Se tendria que considerar el riesgo de utilizar
los farmacos prescritos para el tratamiento de enfermedades del sistema nervioso y
trastornos mentales y del comportamiento en pacientes que no presenten este tipo de
padecimientos, asi como dosis y el tipo de trastorno.

Tabla 25. Clasificacion de farmacos candidatos para EGFR y AR por padecimiento.

Padecimiento Tratamiento Farmaco

Trastornos mentales y de

. Esquizofrenia ¢ Molindona
comportamiento
Enfermedades del sistema C e e Zonisamida
. Antiepilépticos ) .
nervioso ¢ Eslicarbazepina
Enfermedades del aparato . .
. . p Descongestionante e Pseudoefedrina
respiratorio
Enfermedades .. ..
. Arritmias e Tocainida
cardiovasculares
Trastornos nutricionales . + Lorcaserina
e Y Obesidad
metabdlicos * Mazindol

Trastornos hormonales Anticonceptivos ¢ Dienogest



Conjunto 2 (EGFR., p110a, mTOR)

Existen evidencias que relacionan la via de senalizacion PISK/AKT/mTOR en el
desarrollo de la enfermedad en el CMTN. En la Figura 10, (previamente mostrada en la
introduccién, pagina 15) muestra que para poder activar la ruta tiene que ocurrir la
fosforilacion de HER o EGFR desencadenando la participacion de las proteinas PI3K,
AKT, mTOR, RAS y MEK y finalmente la transcripciéon de genes involucrados en
procesos de proliferacién celular, invasién y supervivencia de las células malignas. Por
lo que, se han propuesto moléculas que inhiban a las proteinas que participan en dicha
ruta dado que los inhibidores comerciales actuales han mostrado una baja eficacia o
incluso la generacién de hepatotoxicidad por la ingesta de los mismo [29].

Por lo anterior, resulta de nuestro interés la busqueda de nuevos farmacos que logren
inhibir a las proteinas que estan participando en la ruta PISK/AKT/mTOR. Asi, en el
presente estudio seleccionamos a las proteinas EGFR, p110a. y mTOR.

En primer lugar, se aplico la teoria de conjuntos para relacionar aquellos farmacos que
interaccionaran con las proteinas a estudiar, la Figura 34 muestra la selecciéon de 86
moléculas que interaccionan con las 3 proteinas y una vez realizado el analisis de
exclusividad se encontraron 7 candidatos; 3 que presentan una mejor energia de
acoplamiento con p1100 y 4 con mTOR.

Figura 34. Teoria de conjuntos de interacciones de farmacos con EGFR, pl110a y
mTOR.

En la Figura 35 podemos observar dos de los farmacos candidatos para el conjunto 2,
comparten algunas interacciones con los inhibidores correspondientes a cada una de las
proteinas de estudio.
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Figura 35. Candidatos para el conjunto 2 (EGFR, p110a y mTOR).

Es importante sefialar que se cuenta con la informacién clinica completa de estos 7
candidatos, Tabla 26. No presentan efectos adversos graves. Se debe considerar el riesgo
de administrar doxazosina a aquellas pacientes que no presenten hipertension, por otro
lado, los deméas candidatos son buenas opciones para seguir con la investigacién. Es
interesante recalcar que el farmaco palbociclib se usa en el tratamiento del cancer de
mama HR+, por lo que sera interesante profundizar en los resultados de estos reportes,




asi como, estudiar este fArmaco in vitro en cultivo de tejidos de CMTN. Otro farmaco
interesante para probar sera azelastina, puede ser una buena alternativa para
pacientes de CMTN que no tengan alergias.

Tabla 26. Clasificacion de candidatos para EGFR, p110a y mTOR por padecimiento.

Padecimiento Tratamiento
Enfermedad crénica del
Enfermedades hepaticas higado
e Ademetionina

. Hipertension
Enfermedades cardiovasculares ]
e Doxazosina

Enfermedades de la sangre y  Linfoma No Hodkin Mieloma multiple

organos hematopoyeticos e Pixantrona o Selinexor

Fibrosis quistica
Enfermedades genéticas
e Ivacaftor

Cancer de mama HR+

Cancer e Palbociclib

Rinitis, Conjuntivitis
Alergias
o Agzelastina

Candidatos finales de la tercera etapa

Farmacos monoproteina

Con relacion con el estudio monoproteina se obtuvieron un total de 63 candidatos, siendo
mTOR la proteina con un mayor nimero de farmacos con 42 y PDGFR la de menor
numero contando solamente con 1 candidato, Tabla 27.

Recordemos que cada una de estas proteinas esta relacionada a un subtipo de CMTN,
excepto para el caso de EGFR y mTOR las cuales estan presentes en los subtipos BL2 y
M, esta informacion es relevante ya que las propuestas de terapia pueden ir dirigidas a
inhibir una proteina especifica o a atacar a uno o mas subtipos de CMTN acorde a las
caracteristicas que presente la paciente.

Como informacién adicional, en el anexo 2, se encuentran las EA de cada una de las
proteinas con sus respectivos farmacos candidatos y sus inhibidores control, donde se
observa que todos los farmacos candidatos tienen mejor EA que los inhibidores control.



Tabla 27. FArmacos monoproteina candidatos seleccionados por subtipo de CMTN.

. Numero

Subtipo M tei d

CMTN onoproteina ) e

farmacos

LAR ARae 13
BL2/M EGFR 2
BL1 pl10a 3

BL2/M mTOR 42
MSL PDGFR 1
IM PD-L1 2

Farmacos multiproteina

Se obtuvieron un total de 15 candidatos en los estudios multiproteina (Tabla 28); 8 para
el caso del conjunto 1 y 7 farmacos para el conjunto 2. Este tipo de andalisis es relevante
ya que como pudimos observar, en las pacientes con CMTN se presentan alteraciones
en proteinas relacionadas con rutas implicadas en el desarrollo, mantenimiento y
migraciéon de células tumorales.

Asi mismo, estos estudios se relacionan con subtipos de CMTN especificos, por ejemplo;
para el conjunto 1 los subtipos relacionados son BL2, M y LAR y para el conjunto 2 los
subtipos asociados son BL1, BL2 y M, éstos ultimos presentan un comportamiento
similar en las pacientes ya que estan involucrados en procesos de proliferacion celular.

Como informacién adicional, en el anexo 2, se encuentran las EA de cada una de las
proteinas con sus respectivos farmacos candidatos.

Tabla 28. Farmacos multiproteina candidatos seleccionados por subtipo de CMTN.

Numero
Subtipo CMTN Multiproteina de

farmacos
BL2, M y LAR Conjunto 1 3

(EGFR, AR)

Conjunto 2
BL1,BL2y M (EGFR, mTOR, 7
pl10a)



Farmacos clasificados por padecimiento

En la Tabla 29 se muestra el total de farmacos candidatos para reposicionar clasificados
por su uso en diferentes padecimientos y de acuerdo con los estudios de acoplamiento
molecular, los filtros de EA, CLG y parametros clinicos. Se tienen 63 farmacos con
probable actividad monoproteina y 15 con probable actividad multiproteina, de los
ultimos, 8 farmacos interaccionan con dos proteinas y 7 con tres proteinas.

Como se ha mencionado anteriormente, se debe tener precaucion con aquellos farmacos
relacionados con trastornos mentales y de comportamiento, con enfermedades del
sistema nervioso, hipertension y otro tipo de alteracién ya que no serian indicados para
su administracién para aquellas pacientes que no presenten dicha enfermedad debido a
que pueden ser nocivas.

El presente trabajo aporta informacion sobre una gran cantidad de farmacos candidatos
para reposicionamiento para el tratamiento del CMTN, en donde a lo largo del analisis
realizado mostraron una excelente EA calculada in silico, pasando cada uno de los filtros
establecidos y en su gran mayoria acorde a la informacién clinica reportada; no
presentan efectos adversos graves en humanos.

Es importante dar continuidad al estudio, en modelos in vivo o in vitro de CMTN para
validar las propuestas de reposicionamiento planteadas en el presente trabajo.

No menos importante seria la aprobacién de los farmacos propuestos por expertos
clinicos y de instancias sanitarias con la finalidad de probar a mediano plazo dichos
medicamentos en las pacientes con CMTN de acuerdo con el perfil clinico que presenten.
Asi mismo, seria importante considerar la factibilidad con la que estos farmacos pueden
obtenerse.

Finalmente, la busqueda de nuevos inhibidores para las proteinas propuestas es
relevante, debido a que muchos de los farmacos encontrados en el mercado, presentan
efectos adversos o pierden eficacia a lo largo del tiempo. El reposicionar farmacos ya
aprobados facilita los estudios preclinicos y clinicos para comprobar su eficacia y abarata
los costos de produccién e investigacion. Asi mismo, abre la posibilidad de proponer
nuevas terapias para las pacientes con CMTN, quienes son tratadas principalmente con
quimioterapia dado que no existe un tratamiento dirigido para este tipo de CM.



Tabla 29. Farmacos candidatos totales clasificados por padecimiento y tipo de

estudio.
Padecimiento Férmaco§
monoproteina

Enfermedades infecciosas 11

Trastornos mentales y de comportamiento 6

Enfermedades del sistema nervioso 8

Enfermedades del aparato respiratorio 4

Trastornos asociados al dolor 3

Enfermedades cardiovasculares 18

Enfermedades de sangre y érganos hematopoyéticos 2

Enfermedades del sistema gastro-esofagico 2

Trastornos nutricionales y metabdlicos 1

Sindromes autoinflamatorios 2

Enfermedades reumadticas 4

Enfermedades oculares 1
Trastornos hormonales
Enfermedades hepaticas
Enfermedades genéticas

Cancer 1

TOTAL 63

Farmacos para
2 proteinas
(AR-EGFR)

1

Farmacos para
3 proteinas
(EGFR-mTOR-p110a)

=



8 CONCLUSIONES

Se obtuvieron 78 farmacos como parte de un estudio de reposicionamiento contra el
CMTN, de los cuales se predice por los analisis in silico, que 63 farmacos interactiian de
forma exclusiva con una sola proteina, 8 farmacos con 2 proteinas (EGFR, AR) y 7
farmacos con 3 proteinas (EGFR, mTOR, p110a).

Los 78 farmacos propuestos en este trabajo contra el CMTN han sido aprobados por la
FDA y otras agencias sanitarias y actualmente se utilizan en una amplia gama de
padecimientos, lo que implica que son seguros para proponer nuevos tratamientos
contra el cancer de mama que permitan mejorar la calidad de vida de las pacientes.

En este trabajo se expone la importancia y el uso de tecnologias computacionales basado
en proteinas blanco como herramienta fundamental para proceso de reposicionamiento
de farmacos candidatos, con posible potencial de nuevo uso como agentes terapéuticos
antitumorales para el CMTN. Hara falta la fase pre-clinica (in vitro) y clinica (in vivo)
para su posible utilizacién en corto plazo en el sector salud.



9 PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

Considerando que los estudios bioinformaticos apoyan de forma importante en la
prediccién, sera necesario realizar los estudios experimentales de dichos farmacos para
confirmar su efecto en la inhibicién de las funciones de las proteinas estudiadas
relacionadas con el CMTN.

Como primer paso, en estudios in vitro se plantea la seleccion de lineas celulares de cada
uno de los subtipos de CMTN y probar el efecto de inhibicién de los farmacos.

Después la realizacién de experimentos en modelos in vivo de CMTN para evaluar
aquellos farmacos que muestren resultados interesantes en la etapa in vitro.

Con los recursos bioinformaticos se podrian realizar estudios de dinamica molecular o
de relacién cuantitativa estructura-actividad (QSAR) para mejorar la prediccion de las
actividades bioldogicas de los farmacos.
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Anexo 2

Energias de acoplamiento de los farmacos candidatos para reposicionamiento

monoproteina
, , Inhibidor y EA
Proteina Farmaco EA (kecal/mol) (kcal/mol)
EGFR Bumadizona -8.323 Lapatinib =-7.563
Tolnaftato -6.057 Erlotinib = -5.78
Enzalutamida -8.018 Omipalisib = 8.33
P110A Filgotinib -7.658 Alpelisib = -8.08
Burpalisib = -7.76
Guanabenz -7.329
Imatinib = -12.03
PDGFR Artesunato -6.611 Masitinib =-10.71
Lenvatinib = -6.57
Risperidona -7.668 BMS-202 =-10.77
PD-L1 . BMS-1 =-9.56
Sacubitril -7.741 BMS-1166 = -7.99
Talbutal -4.932
Amobarbital -4.805
ARa Mecamilamina -4.589 RB1=-3.49
Ticarcilina -4.368
Ascorbato ferroso -3.651
Nalbufina -7.948
Nalmefeno -7.279
ARe Acetato de cortisona -7.182 Flutamida = -6.75
Disopiramida -7.094
Tiopental -3.822
Oximorfona -3.876
ARae Memantina -3.902
Naloxona -3.458
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Proteina

Farmaco

EA (kcal/mol)

Inhibidor y EA

(keal/mol)
Treprostinil -7.147
Mlcofneol_a\to de -6.912
mofetilo

Olanzapina -6.774
Amisulprida -6.751
Nafcilina -6.623
Amilmetacresol -6.504
Fisostigmina -6.197
Ranitidina -6.192
Colchisina -6.166
Atenolol -6.158
Hidroxicina -6.038
Trandolapril -5.977
Moxifloxacino -5.975
Trimetoprima -5.831
Valdecoxib -5.826
Venlafaxina -5.806
Escitalopram -5.786
Metoprolol -5.752
Procarbazina -5.727

Sulfametoxazol -5.711 TORKinib = -4.89

mTOR Cefdinir -5.694 Sapanisertib = -3.93

Loratadina -5.676
Moxonidina -5.67
Benzatropina -5.656
Nizatidina -5.643
Papaverina -5.621
Prasugrel -5.62
Guaifenesina -5.561
Benazepril -5.551
Oxibutinina -5.506
Oxacilina -5.483
Ramipril -5.475
Felodipina -5.469
Clevidipina -5.436
Levocetirizina -5.379
Pimavanserina -5.378
Amlodipino -5.366
Levamlodipina -5.366
Propantelina -5.366
Dicloxacilina -5.175
Pitolisant -5.04
Captopril -5.008
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Energias de acoplamiento de los farmacos candidatos para reposicionamiento

multiproteina.
Conjunto 1
3 EA (keal/mol)
Farmaco
ARa ARe EGFR mTOR
Dienogest -3.705 -9.3156 -6.351 -7.029
Eslicarbazepina -5.111 -8.762 -5.808 -6.486
Lorcaserina -3.872 -8.587 -6.074 -6.864
Mazindol -4.475 -8.571 -8.067 -4.695
Molindona -3.475 -8.408 -6.385 -6.829
Pseudoefedrina -3.748 -6.976 -7.228 -6.18
Tocainida -3.683 -7.411 -5.965 -5.693
Zonnisamida -4.624 -7.831 -6.687 -6.111
Conjunto 2
EA (kcal/mol)
Farmaco
EGFR pl10a mTOR
Ademetionina -6.639 -7.281 -6.152
Azelastina -7.164 -7.209 -7.573
Doxazosina -6.53H -7.497 -7.473
Ivacaftor -6.604 -7.433 -5.049
Palbociclib -8.089 -7.519 -9.791
Pixantrona -6.246 -7.234 -7.5563
Selinexor -6.917 -7.62 -8.047
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