Facultad de Ciencias Biologicas

Licenciatura en Biotecnologia

“Disefio in silico de inhibidores de aminoésteres
esteroidales de la proteina BRAF V6%
relacionada con el cancer de tiroides”

Tesis para obtener el titulo de
LICENCIADO EN BIOTECNOLOGIA
Presenta:

Jesus Eduardo Galicia Cortés
Director de tesis:

Dr. Jests Sandoval Ramirez
Codirector de tesis:

M. en C. Alan Carrasco Carballo

Marzo 2022

L€SA0

Laboratorio de Elucidacién y Sintesis
en Quimica Organica




Parte del presente trabajo se presentd y desarrollo en los siguientes programas:

Conferencia en Twitter LatinXChem en septiembre del 2021, una serie de exposiciones
de posters cientificos de diversos rubros relacionados con la quimica en la red social, donde
se presento el cartel titulado “Disefio in silico de aminoésteres esteroidales bisnorlacténicos
con potencial inhibitorio contra BRAF (V600E) relacionada con el cancer de tiroides” de la
mano de los investigadores M. en C. Félix Luna, Dr. Jests Sandoval Ramirez y en M. en C.
Alan Carrasco Carballo.

Haciendo ciencia en la BUAP verano 2021, programa realizado por la Vicerrectoria de
Investigacion y Estudios de Posgrado de la BUAP, con el proyecto titulado “Estudios in silico
de esteroides bioactivos” bajo la direccion del Dr. Jesus Sandoval Ramirez.

Estancia Virtual del XXV Verano de la Investigacion Cientifica y Tecnologica del
Pacifico, en el periodo del 29 de junio al 14 de agosto de 2020, donde se desarroll6 el trabajo
Ilamado "Seleccidn de un hit a partir del analisis de derivados esteroidales en SwissADME",
asesorado por el Dr. Jesus Sandoval Ramirez.

Concurso Nacional de Carteles Estudiantiles, llevado a cabo por la Sociedad Quimica de
México (SQM) en 54° Congreso Mexicano de Quimica organizado del 30 de septiembre al
03 de octubre del 2019, con el proyecto titulado “Disefio y sintesis de derivados esteroidales
de valina como inhibidores de la 7-deshidrocolesterol reductasa (DHCR7) y la 3B-
hidroxiesteroide-A8, A7-isomerasa (EPB)” bajo la tutela de los doctores Reyna Zeferino Diaz,
Sara Montiel Smith, Jests Sandoval Ramirez y del M. en C. Alan Carrasco Carballo.



DEDICATORIA

Este proyecto de tesis se lo quiero dedicar a toda mi familia, especialmente a mis padres que
siempre me han apoyado con mis estudios y me han alentado para seguir adelante con mis
proyectos y suefios, asi como de haberme inculcado una gran educacion y valores para
intentar ser un miembro destacado en la sociedad.



Agradecimientos

Agradezco al M. en C. Alan Carrasco Carballo por haberme guiado y apoyado en la
elaboracién de mi tesis, ademas de que, en su momento, me permitié ingresar al Laboratorio
de Elucidacién y Sintesis Organica (LESQO), donde he tenido un crecimiento académico y
personal més grande de lo que esperaba.

Doy las gracias al Dr. Jests Sandoval Ramirez por ser mi asesor de este proyecto de tesis, y
al mismo tiempo, para haber sido mi director de algunos trabajos relacionados con mi tema
de tesis expuestos en estancias, congresos y carteles previamente mencionados.

Agradezco a los revisores de esta tesis, la Dra. Maricruz Anaya Ruiz y el Dr. Joel Luis Teran
Véazquez, y a toda la comision revisora por aceptar la verificacion de este trabajo.

Me gustaria agradecer a todo el personal del laboratorio LESQO por todo su apoyo y
asesoramiento para desarrollar este proyecto mediante los cursos, clases, platicas con
investigadores, conferencias, estancias de servicio social, material de apoyo, entre otros.

Por Gltimo, agradezco a la institucion donde completé mis estudios de licenciatura, la
Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla, en donde recibi una muy buena formacién
como biotecndlogo y también, a mi consideracion, me ayudd en el camino a mejorar como
persona y convertirme en un miembro funcional de la sociedad cientifica.



indice

SIMDOIOS Y ADIEVIATUIAS ... et e b 9
INGICE 08 GAFICOS......cvuievierierciee ettt et bbb 11
TNAICE B FIGUIAS «...cvovveveereseecee e ettt ettt s sttt e eneenen 12
TNAICE U8 TADIAS .....cevve et ettt et et snsnsen 14
RESUMEN ...ttt et et b bbbttt e et e be et et bbb e 15
1 ANTECEDENTES ... ..o e e et et 17
1.1 Caracteristicas del CANCET. .........cccoviriirnrrr s 17
1.2 CANCEr A LIFOIUES. ..veviiieeiiiieiee et e 18
1.3 Tipos del CANCEr de tIrOIdES. .....ccvviiirieiiiisieiees e e 18
1.3.1  Cancer de tiroides papilar (PTC)......ccoviieiinniiiiiinteessee s 19
1.3.2  Cancer tiroides folicular (FTC)......cccocvivriineriniiiine e 21
1.3.3  Cancer de tiroides poco diferenciado (PDTC) .....ccocervveviieninenene e 22
1.3.4  Cancer de tiroides anaplasico (ATC)....cocureiriereireees e 23
1.3.5 Cancer de tiroides medular (MTC) .....ccooviririiieninnee e 23

1.4  Estadisticas del incremento del cdncer de tiroides en el mundo...................... 25
1.5 Factores genéticos causantes de la enfermedad. ..........ccccovvirnncininicienennns 27
1.5.1 Principales proteinas y oncogenes en el cancer de tiroides.............c......... 27
1.5.2 Cambios en las vias metabolicas llevadas a cabo por la glandula tiroides.

30

1.5.3  Efecto en el metabolismo hormonal. ..o, 32

1.6 Factores epigenéticos causantes de la enfermedad. ...........ccccoorveieririninnininnns 32
1.6.1 Incidencia del yodo en el desarrollo de la enfermedad ...........cccooevnnnee. 32
1.6.2 Efectode la quimio y radioterapia. ........ccccoeevreririerein s 34
1.6.3  Relacién entre factores genéticos y ambientales con la incidencia de cancer

08 TIFOIAES ... bbb ettt 34

1.7 Proteina mutada BRAFYEOE | . e s 37
1.7.1  Familia de proteinas Raf ... 37
1.7.2  Funcion y participacion de la proteina Braf en el metabolismo. ............. 38
1.7.3  MUtacion BRARVOOE e s 39
1.7.4  Efecto de BRAFYE0E en el metaboliSmo. .......c.cccovvvieriineeienesees 40
1.75  BRAFVYS%E como marcador MOoleCUIAr ..o 42

5



1.8  Diagnéstico y tratamientos empleados contra el cancer de tiroides................ 42

1.8.1  DiIAQNOSTICO c.cvvvvveviriiieiiieiisie ettt sttt ettt ens 42
1.8.2  Tratamiento sitio-dirigidos contra las proteinas cinasas. ...........c.ccoevenue.. 44
1.8.3  Farmacos inhibidores de 1as tirosinas Cinasas. .........c.cccccvrreiinnneieienennns 45
1.84  Farmacos desarrollados para inhibir la proteina BRAFVS0E, | ........ 46

1.9 Tratamiento con esteroides para el CANCET. ........cococevirreeiiniiie e 49
1.9.1  Sapogenings eSteroidales. ........cccviiiireiiniiee e 49
1.9.2  Derivados y bioconjugados esteroidales. ..........cccoeviinniineni e 49

1.10 Familias eSteroideas. ...........ccuoviiiiinieii e 51
L1101 FUFOSEANOS .....ccoiviiiisrcecieees e e e 52
L1.10.2  PIFANOS ..ottt bbbt e 52
1.10.3  ESPIFOSTANOS ...cvvvirieiiiieieiesieesie st ettt et ettt ettt snene b 53
1.10.4  COlESTANDS......e.iiteiiiieie ettt bbb e 54
1.10.5  BiSNOIIACONAS......cciiiieiiiieieiieie et e 54
1.10.6  BIOCONJUGAAODS ......cuveieiiiieieiiisieie ettt et 55

111 Usos y aplicaciones del acoplamiento molecular. .........ccococeonvvierins e, 56
1.11.1 Estudios de docking molecular involucrados con el cancer y patologias
relacionados con la glandula tiroides. ... 57
1.11.2 Estudios de docking molecular con la proteina BRAFV60E ... 58
1.11.3 Estudios de docking molecular con esteroides con la proteina BRAFV600E,

59

2 OBUIETIVOS ... e ettt b bbbt s bbb ne e 60
P R © 1] [=1 £ AV o I =T g 1T - | TSP 60
2.2 ODbJetivos PArtiCUIAIES ........ccooiieiiiieeiri e 60

3 METODOLOGHA ..ottt st e 61
4 DISCUSION DE RESULTADOS.......ooiieieiieeieesiesesseteseseessessesssssssssssssssesnsssssesnens 62
4.1 Resultados de energia de acoplamiento. .........ccovveieriiierins e 62
411  Familia COIBSTANICA ......ceuevviiricieiciriecict e e 63
4.1.2  Familia eSPirOStANICA.........ccciriiiriiiirieeie e s 64
4.1.3  Familia fUroStANICA. .......ccovviieieieiciriccet e e 65
4.1.4  Familia PIFANICA.....ccovieieiiiieiiseee e e eeas 66



4,15  Familia bisnorlactoniCa..........cccccviiiiiiiics et 67

4.2 ANALISIS ESTAAISTICO. ...cviveiiieiiiiiiieee e 68
421  Pruebade Normalidad. ... s 68
4.2.2 Energiade afinidad vs Familia..........cccooveiiiiiiiniicccee e 70
4.2.3  Energia de afinidad vs Tipo de aminO&cido.............cccouvvvririrrnecicnceennne 73
4.2.4  Energiade afinidad vS AMINOACIHO ........cc.oveviiriiiinircieeeeee e 75

4.3 CUNVasS ROC ... 78
431  Familia COIBSANICA ......ccovvviviiieiciciiicieiee e e 79
4.3.2  Familia @SPirOStANICA.........cccervriiriiriieeies e e 79
4.3.3  Familia fFUrOSTANICA...........oveueiriiiee s 80
4.3.4  Familia PIFANICA.....cccieiiiieeiieeee e e 81
435  Familia bisnorlactOoniCa. ...t 81

4.4 Resultados de iINtEraCCiONES. .......cccuiiueiririeiiiririe sttt 83
A.4.1  FAIMNACOS ...ouvviteiiieieieietet et ekttt ettt sttt bbbttt bbb s s 83
) VemUIAfeNiD ... s 83
D) SOrafEniDh ..o e 83
C) DabIafenih .. ... s 85
(o ) I @)1 11 PO OSSOSO UOOPRPROTPN 85
B)  XL2BL.iiiiiiiieie e e 86
4.4.2  Familia eSPIrOStANICA. ... .cveireeeriieeiec e et eene 90
a)  Espirostano de histidina (E-HiS) .......ccoeeriiiiiiniiicecceee e s 90
b)  Espirostano de prolina (E-Pro)........cccccoeoireiiviiiein e s 90
c) Espirostano de tiroSina (E-TYI) ...ccvoceeeireieiiese e e 92
d)  Espirostano de triptofano (E-TrP) ..cccooeernieinnieieni e s 92
443  Familia fFUrOSTANICA........c.ooeveiice s 95
Q) FUROSEAN0 (FUF) ..ottt 95
b)  Furostano de tiroSina (F-TYI) ..o e 95
c) Furostano de triptdfano (F-TIP) «.ocovvveeiiriiiieerisee e s 96
4.4.4  Familia PIFANICA.......ccocoiiiircecee e e 99
a) Pirano de fenilalaning...........ccoevieieeieies s s 99
4.45  Familia bisnorlactoniCa. ..ot 100



a) Bisnorlactona de fenilalanina (B-Phe) .........cccoeeviiiiiniiin e 100

b)  Bisnorlactona de tiroSina (B-TYI) ... e 101

c) Bisnorlactona de triptdfano (B-TrP).......ccocevrerreriieieniieeseneese e 102

45 EStUIO ADME. .....ooiiicecece ettt 105
451 Radares de biodisponibilidad ............cccovveiiiiiiiin 105
452  Propiedades fiSICOQUIMICAS........ccouriiiriiiriiriire e e 110
45.3 Lipofilicidad e hidrosolubilidad ...........c.ccccoiiiiniin i 111
454  FarmaCOCINALICA. .......covurerrieieririsietete st s 113
455  “DrugliKeness” ...........cccoooiiiiiiiiinieiee e e 115
456  BOHEAEYY ..eveieeeiieieeee e e e 118

5 CONCLUSIONES ...ttt e e sb e e 120
B AANBXOS ..ttt e s 122
Anexo 1: Energia de afinidad de los compuestos en CB-DocK..........c.cooevrrereennne. 122

7 BIBLIOGRAFIA ...ttt sttt 123



Simbolos y abreviaturas
e Abreviaturas

ADMET - Absorcion, distribucion,
metabolismo, excrecién y toxicidad

ALK — Linfoma quinasa anaplésico —

BPA — Bisfenol A

cAMP — AMP ciclico
CPTC - PTC convencional
CTNNBL1 — B-catenina

DAPK - Proteina quinasa asociada a la
muerte

EGFR - Factor de crecimiento epidérmico
FNA — Aspiracion por aguja fina

FTA — Adenoma tiroideo folicular

FTC — Céncer de tiroides folicular

Glutl — Transportador de glucosa tipo 1

HCTC - Cancer de tiroides de células de
Hurthle

HIA — Absorcién gastrointestinal humana
pasiva

IDH1 — Isocitrato deshidrogenasa 1

MAPK - Proteina quinasa activada por
mitdgenos

MAPK - Via MAP cinasa

MTC — Cancer de tiroides medular
NDUFA13 - 1a subcomplejo 13

NIS — Cotransportador de yoduro de sodio

PAX8 — Gen caja emparejada 8

ATC — Cancer de tiroides anaplasico
AUC — Area bajo la curva

BBB — Barrera hematoencefalica
PCB — Bifenilos policlorados

PDGF — Factor de crecimiento derivado
de plaquetas

PDPK1 - Proteina quinasa 1 dependiente
de 3-fosfoinositido

PDTC - Cancer de tiroides poco
diferenciado

PHAH — Hidrocarburos aromaticos
polihalogenados

PPARG - Receptor activado por
proliferador de peroxisomas-y

PTC — Cancer de tiroides papilar
PTC-FV — PTC con variante folicular

RAI — Enfermedad refractaria al yodo
radiactivo

RARDb2 — Receptor de 4cido retinoico b2

RET/PTC - Formas quiméricas del
receptor en PTC

ROS — Especies reactivas de oxigeno

RR-PTC - Cancer de tiroides papilar
refractario al yodo radiactivo

RTK — Receptor transmembranal de
tirosina quinasa

SAACs — Conjugados de aminoacidos
esteroides



SAR - Relaciones estructura-actividad
TCPTC - PTC de células elevadas

TG - Tiroglobulina

TG-1 - TG yodados

TIMP3 — Metaloproteinasa de matriz-3

TKI — Inhibidores de la tirosina cinasa

10

TPO - Peroxidasa tiroidea

TSH — Hormona estimulante del tiroides

TSHR - Receptor de la hormona
estimulante de la tiroides
VEGFR - Receptor del factor de

crecimiento endotelial vascular



Indice de Gréficos

Grafico 1. Incidencia del cancer de tiroides en Estados Unidos en los Gltimos afios. Grafica

AAAPTAAD [28]. ...veviiietei e b bbb 26
Gréfico 2. Nimero de casos en el 2018 de tipos de cancer en mujeres de todas las edades en
IMIEXICO [43]. 1ottt et bbbt bbbt bbbt nn ettt enas 35
Gréfico 3. Diagrama energético de la familia COleStaNICa. .........cccvvevrerciviee e 64
Gréfico 4. Diagrama energético de la familia eSpiroStanica..........c..cccvevriervrerieesverisnsiennns 65
Gréfico 5. Diagrama energético de la familia furostanica. ............ccoceevverieinreie e e 66
Gréfico 6. Diagrama energético de la familia Pirnica.........ccccovriveiniiien e 67
Gréfico 7. Diagrama energético de la familia bisnorlactdnica. ...........c.ccoceevvvveeniieniccnienns 68
Graéfico 8. Prueba de normalidad de Anderson-Darling de los valores de energia de afinidad
de 1as 105 MOIECUIas EVAIUATES. ...........cueiriiiriiiiree s 69
Gréfico 9. Gréfica de ICs simultaneos de 95% de Tukey de energia de afinidad (kcal/mol) vs
7210 011 VPSS 72
Gréfico 10. Gréfica de intervalos de energia de afinidad (kcal/mol) vs familia. ................. 72
Grafico 11. Gréfica de ICs simultaneos de 95% de Tukey de energia de afinidad (kcal/mol)
VS tiPO € AMINOACIUOD. ...e.viviviiieieiiete ettt et es e 75
Gréfico 12. Grafica de intervalos de energia de afinidad (kcal/mol) vs tipo de aminoécido.
.............................................................................................................................................. 75
Grafico 13. Gréfica de intervalos de energia de afinidad (kcal/mol) vs aminoacido. .......... 78
Grafico 14. Curva ROC de la familia colestanica. Solo logra verse la curva del vemurafenib
POrque todas ESLAN SUPEIPUESLAS. .....eervivirerererrererisieteseesssseresessesesessssesesessesteressssesesssssseseenes 80
Gréfico 15. Curva ROC de la familia eSpiroStaniCa. .........ccouvveeririnieierinis s 80
Graéfico 16. Curva ROC de la familia furoStanica. .........cccovrvirevernis s 81
Grafico 17. Curva ROC de la familia PIrANICa. ......ccccrvvvieeriiiiieieriseieei s 82
Gréfico 18. Curva ROC de la familia bisnorlactOonica...........cccuvcuerierericins s 82
Gréfico 19. Diagrama Boiled Egg de los aminoésteres esteroidales seleccionados........... 118
Gréfico 20. Diagrama Boiled Egg de los fArmacos de referencia. .........cccccovveevierniniecnns 119

11



indice de figuras

Figura 1. Proceso celular del desarrollo del cAncer. [5] .....ccovvvvveneiiencin e 17
Figura 2. Diagrama del proceso de diferenciacion de una célula folicular de la glandula
tiroides hasta convertirse en una célula cancerigena. Figura modificada [9].........c.c.ccceenene 18
Figura 3. Secciones tefiidas con hematoxilina y eosina que ilustran las diferentes histologias
del cancer de tiroides derivado de células foliculares. [11]......ccccoovveriiiineiiieis e 19
Figura 4. Mutaciones activantes mutuamente excluyentes en BRAF, RAS y RTK presentes
en carcinomas papilares de tiroides. Figura modificada [19]........ccccoveierinnriinns e 21
Figura 5. Representacion esquematica de los histotipos del cancer de tiroides y sus eventos
gENELICOS CAUSAIES. [22]. ...t s 22
Figura 6. Sintomatologia del cancer de tiroides anaplasico. .........c.coceeeririiiennniicieninsienenns 23
Figura 7. Metabolismo mediado por la glandula tiroide. [38].......c.coceveriiiiiinniieie e 31
Figura 8. Esquema de cancer de tiroides diferenciado estandar de pacientes refractarios a la
RA, Figura adaptada [8]. ......cocseeiririeeiriiiee ittt et 33
Figura 9. Tasas de incidencia mundial estandarizadas por edad estimadas de céncer de
TIrOIdES €N 2018, [A4]. .o ceiieieeet bbbt bt 35
Figura 10. La via de sefializacion de MAPK. Imagen adapatada. [20]. ......ccccovveririrvrvnnenn 38
Figura 11. Mutacion BRAFY8E, Figura adaptada [52]. ........ccceceveereereriereereeierese e 39
Figura 12. Maquinaria de manejo de yoduro en la célula tiroidea y su silenciamiento por
BRAFYS%E |magen adaptada [10]. ........cevreeveererenreieeeeeeeseseeteetssee et eseesess s sssenenes 41
Figura 13. Ejemplo de una ecografia de tiroiditis cronica [54].. .....ccccoevvvvviennnierinsseeens 43

Figura 14. Metodologia llevada a cabo en un andlisis molecular para una evaluacion
diagnostica positiva, indeterminada y negativa para tratar pacientes con nddulos tiroideos.

Figura modificada [53]. .. .ocooveeriiiireeset e e e 44
Figura 15. Farmacos dirigidos en maltiples proteinas de las vias MAPK y PI3K-AKT.
IMagen adaptada [S56]. .......covieiririeire e e 45
Figura 16. Estructuras quimicas de farmacos inhibitorios contra BRAFVS®E ... 47
Figura 17. Estructuras quimicas de f&rmacos inhibitorios ...........ccoceeevvneiiene e 48
Figura 18. Ejemplos de alcaloides esteroideos con actividad anticancerigena. ................... 49
Figura 19. Ejemplos de derivados esteroideos anticancerigenos [72]......ccococveervriireererennne. 51
Figura 20. Esqueletos de aglicona representativos de saponinas esteroidales. Imagen
T o) =10 - W 1 USSP 52
Figura 21. Ejemplos de fUrOStAN0S. .......cceerieririeieeesiees et 52
Figura 22. Derivado de pirano sustituido: un inhibidor de la quinasa Chk-1 humana [78]. 53
Figura 23. Estructuras de eSPirOStaN0S. .........covevreirerieieries seeie et seeeene s 53
Figura 24. Ejemplos de COIESIAN0S. .......coveiieiriiieeniees s st 55
Figura 25. Potenciales aplicaciones de los bioconjugados esteroidales. Figura modificada
72 TR 56
Figura 26. Resumen de un enfoque cléasico de SBDD. Imagen adaptada. [88]-[90]. .......... 57

12



Figura 27. Alineacion de los compuestos a, b y c respectivamente, en el sitio activo de
BRAFV%E en un estudio de docking molecular [93]......coceveveeveicveeeeceeeverieeeeeeesesnnns 58
Figura 28. Sintesis de los compuestos pirazolicos probados en BRAFV6E[49]. ............... 59
Figura 29. Diagrama de las moléculas disefiadas para el estudio in Silico...........ccccocevrvenene. 63
Figura 30. Diagrama de interaccion de residuos del vemurafenib (I-Vem). ........c.cccovvenene. 84
Figura 31. Diagrama de interaccion de residuos del sorafenib (I-Sor)........ccccccoveevniiinnne. 84
Figura 32. Diagrama de interaccién de residuos del drabafenib (1-Dra). .........ccccccvvrrernenee. 85
Figura 33. Diagrama de interaccion de residuos de la oxima (I-OXi). .....ccoervvvrnierrienennes 86
Figura 34. Diagrama de interaccidon de residuos del XL281 (I1-XL2). .....cccocevvrerriererenennes 87
Figura 35. Diagrama de interaccion de residuos del espirostano de histidina (E-His)......... 91
Figura 36. Diagrama de interaccion de residuos del espirostano de prolina (E-Pro). .......... 91
Figura 37. Diagrama de interaccion de residuos del espirostano de tirosina (E-Tyr). ......... 92
Figura 38. Diagrama de interaccidn de residuos del espirostano de triptéfano (E-Trp). ..... 93
Figura 39. Diagrama de interaccion de residuos del furostano (Fur). .........cccoceeervneiininnnene 95
Figura 40. Diagrama de interaccidn de residuos del furostano de tirosina (F-Tyr). ............ 96
Figura 41. Diagrama de interaccion de residuos del furostano de triptéfano (F-Trp).......... 97
Figura 42. Diagrama de interaccion de residuos del pirano de fenilalanina (P-Phe). ........ 100
Figura 43. Diagrama de interaccion de residuos de la bisnorlactona de fenilalanina (B-Phe).

Figura 44.
Figura 45.
Figura 46.
Figura 47.
Figura 48.
Figura 49.
Figura 50.
Figura 51.
Figura 52.
Figura 53.
Figura 54.
Figura 55.
Figura 56.
Figura 57.
Figura 58.
Figura 59.
Figura 60.
Figura 61.

Diagrama de interaccion de residuos de la bisnorlactona de tirosina (B-Tyr)..102
Diagrama de interaccion de residuos de la bisnorlactona de triptéfano (B-Trp).

............................................................................................................................ 103
Radar de biodisponibilidad del I-Vem. ... 105
Radar de biodisponibilidad del I-SOr. ..o 106
Radar de biodisponibilidad del I-Dra. ............ccoevvviiennine s 106
Radar de biodisponibilidad del I-OXi. ......cccocoviririiienirine s 106
Radar de biodisponibilidad del [-XL2..........ccoceoviiiiniiie e 106
Radar de biodisponibilidad del E-HiS.. ........cccccoviiiiniini e 107
Radar de biodisponibilidad del E-Pro. .........ccocccvirviniinie e 107
Radar de biodisponibilidad del E-TYr. ... 107
Radar de biodisponibilidad del E-Trp. .....cccocveiniininiie e 108
Radar de biodisponibilidad del FUr.. ... 108
Radar de biodisponibilidad del F-TYr. ... 108
Radar de biodisponibilidad del F-Trp. ..o 108
Radar de biodisponibilidad del P-Phe. ...........cccovoiriiiiinne e 109
Radar de biodisponibilidad del B-Phe...........ccccoviiiiiinnie e 109
Radar de biodisponibilidad del B-TYr.......ccccoeiriiiiiniie e 109
Radar de biodisponibilidad del B-Trp......cccoceieiinerniiniine e 109

13



Indice de tablas

Tabla 1. Caracteristicas generales de los tipos de cancer de tiroides. ........c.ccccoevreivrereneenen 24
Tabla 2. Mutaciones genéticas presentes en los tumores tiroideos
Tabla 3. Andlisis de varianza por familias

Tabla 4. Medias por familia. ..o

Tabla 5. Prueba simultanea de Tukey por familias ..........ccocooeiereiiienciinienceeeeecee

Tabla 6. Andlisis de varianza por tipo de aminOACido. .........covverirreerinn e

Tabla 7. Medias por tipo de aminOACIHO. .........c.ooveeiriiiiinirieie e e 73
Tabla 8. Prueba simultanea de Tukey por el tipo de aminOAcido. .........c.cccvrvreviriiriesierinns 74
Tabla 9. Andlisis de varianzas por amiNOACIHO ...........ccovrrreririeen e 76
Tabla 10. Analisis de medias por amMiNOACIAO. ..........eeeririreririiieie e 76
Tabla 11. Analisis de medias Por amMIiNOACIAD. ........c.ccuveriririeiriiieie e 77
Tabla 12. Interacciones de los farmacos de referencia con BRAFYV0E, .., 87
Tabla 13. Interacciones de los aminoésteres espirostanicos con BRAFYS%E ... 93
Tabla 14. Interacciones de los aminoésteres furostanicos con BRAFVSOE | i, 97
Tabla 15. Interacciones de los aminoésteres piranicos con BRAFVSOE e, 99
Tabla 16. Interacciones de los aminoésteres bisnorlactonicos con BRAFVE, | .......... 103
Tabla 17. Radares de biodisponibilidad .............coceceriiiiieiinniieieieee s 105
Tabla 18. Propiedades fiSICOQUIMICAS. ........cocvriririeiiriieie e 110
Tabla 19. Lipofilicidad y solubilidad en agua............cccoeriireiienieiieeese s e 112
Tabla 20. Farmacocinética de 105 Mejores COMPUESLOS.......ccvvvrveeririnreiriirerieesesieeresessenns 114
Tabla 21. Reglas empiricas de drugliKeness..........cccovverirneriris e 116
Tabla 22. Energia de afinidad de los aminoésteres esteroidales en CB-Dock. .................. 122

14



RESUMEN

El oncogén BRAFY®YE es |a segunda mutacion mas comdn en el cancer y es el evento
molecular més prevalente en el de tiroides, el cual es el cancer endocrino mas predominante,
y su incidencia ha aumentado continuamente en las Gltimas tres décadas en todo el mundo.
Los principales farmacos en el mercado que actian como inhibidores de la proteina
BRAFY6%E presentan diversos efectos secundarios durante el tratamiento del cancer de
tiroides. Por este motivo, en este trabajo se evalud el efecto in silico de compuestos de
aminoésteres esteroidales de 5 diferentes familias esteroidales (bisnorlactonica, colestanica,
espirostanica, furostanica y piranica) para comprobar un posible efecto inhibitorio contra
BRAFY6%E  Se realiz6 un estudio de docking molecular con 105 moléculas, ademas de 5
antagonistas de referencia, con la proteina diana, seguido de una serie de analisis estadisticos,
energéticos, interaccionales y farmacocinéticos (ADME). Los resultados demostraron, en
cuanto a la afinidad de los compuestos con BRAFY®E que en la mayoria de las familias los
aminoésteres de fenilalanina, tirosina y triptéfano reportaron energias de afinidad mas
elevadas, respaldadas por la prueba ANOVA de una via que reafirmd esta tendencia con el
analisis de medias, siendo la familia espirostanica la mejor en cuanto a sus valores
energéticos y la molécula méas sobresaliente la B-Trp con -10.9 kcal/mol; por otro lado, las
curvas ROC comprobaron que los datos de AUC mas destacados le pertenecieron al 1-XL2.
Asuvez, con el estudio interaccional se observo que los principales residuos correspondieron
a VAL A:471, LEU A:514, ILE A:463, ALA A:481, PHE A:583, entre otros. Por ultimo, el
analisis ADME exhibié que los mejores aminoésteres esteroidales analizados son mas
liposolubles, la mitad de ellos tienen una absorcion gastrointestinal alta, su peso molecular
supera los 500 g/mol y la mayoria no son inhibidores de las isoenzimas de la familia
citocromo P450.
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ABSTRACT

The BRAFV8%E oncogene is the second most common mutation in cancer and is the greatest
molecular event in thyroid cancer, which is the most predominant endocrine cancer, and its
incidence has increased continuously in the last three decades around the world. The main
drugs on the market that act as inhibitors of the BRAFY®%E protein have various side effects
during the treatment of thyroid cancer. For this reason, in this work the in silico effect of
steroidal aminoester compounds from 5 different steroidal families (bisnorlactonic,
cholestatic, spirostannic, furostannic and pyranic) was evaluated to verify a possible
inhibitory effect against BRAFV5%E, A molecular docking study was performed with 105
molecules, in addition to 5 reference antagonists, with the target protein, followed by a series
of statistical, energetic, interactional and pharmacokinetic (ADME) analyses. The results
showed, regarding the affinity of the compounds with BRAFV®E that in almost all the
families the amino esters of phenylalanine, tyrosine and tryptophan reported higher affinity
energies, supported by the one-way ANOVA test that reaffirmed this tendency with the
analysis of means, with the spirostanic family being the best in terms of its energy values
and the most outstanding molecule being B-Trp with -10.9 kcal/mol; furthermore, the ROC
curves confirmed that the most notable AUC data belonged to 1-XL2. By the other hand, with
the interactional study it was observed that the main residues corresponded to VAL A:471,
LEU A:514, ILE A:463, ALA A:481, PHE A:583, among others. Finally, the ADME analysis
exhibited that the best steroidal aminoesters analyzed are more lipid soluble, half of them
have a high gastrointestinal absorption, their molecular weight exceeds 500 g/mol and most
are not inhibitors of the isoenzymes of the cytochrome P450 family.
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1 ANTECEDENTES

1.1  Caracteristicas del cancer.

El cancer es la segunda enfermedad grave mas extendida en todo el mundo [1]. Clinicamente,
se define como un gran nimero de enfermedades complejas, comportandose de formas
distintas acorde a los tipos de células que lo originan. A nivel molecular, el cancer se
caracteriza por el crecimiento y division descontrolado de células anormales; pueden
aparecer y propagarse practicamente en cualquier lugar del cuerpo formandose un tumor [2],
[3] (Figura 1). El cancer es una enfermedad compleja que implica numerosos cambios tempo-
espaciales en la fisiologia celular, en una revision de Hanahan y Weinberg sugirieron que
seis alteraciones esenciales en la fisiologia celular podrian ser la base del crecimiento de
células malignas, dichas alteraciones ocurren en las células cancerosas independientemente
del tipo de tejido de origen y se describieron como el sello distintivo de casi todos los
canceres. Incluian: autosuficiencia en las sefiales de crecimiento, insensibilidad a las sefiales
inhibidoras del crecimiento, evasion de la muerte celular programada, potencial replicativo
ilimitado, angiogénesis sostenida y capacidad para invadir tejidos y hacer metastasis [4] [2].

1. Células normales 2. Divisién celular 3. Célula mutada
Forman tejidos y érganos Las células normales crecen, se reproducen Una célula normal puede
(duplicaciéon del ADN) y mueren sufrir alteracion de
material genético

Las células mutadas 4. Reproduccion celular

invaden otros tejidos 8 Una célula mutada se puede dividir
y 6rganos de manera desordenada

y dar origen a

un tumor

Sl AN N
A A ST O
DD/ SN
I ADAANAAY

(GANANNY

Figura 1. Proceso celular del desarrollo del cancer. [5]

La masa tumoral es, sin duda, un proceso multifacético, donde diferentes tipos de células,
incluyendo células neoplasicas, fibroblastos, endoteliales y células inmunocompetentes, se
comunican entre si mediante contacto directo o produccion de citocinas y quimiocinas y
actlian de manera autocrina y paracrina para controlar y dar forma al crecimiento tumoral. Es
la expresion de varios mediadores y moduladores inmunes, asi como la abundancia y el
estado de activacion de diferentes tipos de células en el microambiente tumoral, lo que
determina en qué direccion se inclina el equilibrio y si la inflamaciéon promueve el
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crecimiento tumoral o la inmunidad antitumoral se producird [4]. En los dltimos afios, el
tratamiento del cancer ha sido una importante empresa de investigacion y desarrollo. Por lo
que, la basqueda de farmacos anticancerosos potentes y selectivos es necesaria debido a la
limitacion de los farmacos antineoplasicos disponibles [1].

1.2 Cancer de tiroides.

El céncer de tiroides es la neoplasia endocrina maligna mas comdn y su incidencia ha
experimentado un rapido aumento global en las Gltimas décadas, siendo la quinta neoplasia
mas frecuente de mujeres [6]. En los Estados Unidos de América, este aumento de incidencia
es actualmente el mas rapido entre todos los canceres, con una incidencia estimada de 37.200
casos y una prevalencia de > 360.000 casos para el afio de 2009. [4], [7].

Carcinoma

/ papilar

Carcinoma 5
Carcinoma

poco R
diferenciado ‘ anaplisico
Gelala \ Carcinoma
folicular =
\ folicular
Adenoma /
folicular
Neoplasia Ciancer bien Cancer poco Cancer no
benigna diferenciado diferenciado diferenciado

Figura 2. Diagrama del proceso de diferenciacion de una célula folicular de la glandula tiroides hasta convertirse en una
célula cancerigena. Figura modificada [9].

Los canceres de tiroides exhiben una amplia gama de comportamientos clinicos, desde
tumores indolentes con baja mortalidad en la mayoria de los casos, hasta neoplasias malignas
muy agresivas, por ejemplo, cancer de tiroides anaplasico. Por lo tanto, realizar un estudio
diagndstico adecuado antes de iniciar el tratamiento es fundamental para adaptar el
tratamiento de forma adecuada [8]. En la Figura 2 se muestra un diagrama del proceso de
diferencia del cancer de tiroides en sus diversos subtipos [9].

1.3 Tipos del cancer de tiroides.

Existen varios tipos y subtipos histoldgicos de céncer de tiroides con diferentes origenes
celulares, caracteristicas y prondsticos. Hay dos tipos de células tiroideas endocrinas, células
tiroideas foliculares y células C parafoliculares, de las que se derivan los canceres de tiroides.
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Los tumores derivados de células tiroideas foliculares, incluidos el cancer de tiroides papilar
(PTC), el cancer de tiroides folicular (FTC), el cancer de tiroides poco diferenciado (PDTC)
y el cancer de tiroides anaplasico (ATC), representan la mayoria de los tumores malignos de
tiroides [10]. Los tumores diferenciados (papilares o foliculares) son muy tratables y
habitualmente curables. Los tumores indiferenciados (poco diferenciados y anaplasicos) son
mucho menos frecuentes, agresivos, hacen metastasis precozmente y tienen un pronéstico
mucho mas precario [4]. Las caracteristicas histoldgicas de los 4 principales subtipos de
cancer estan en la Figura 3, en el siguiente orden: (a) Cancer papilar de tiroides; (b) cancer
de tiroides folicular; (c) cancer de tiroides poco diferenciado; (d) cancer de tiroides
anaplésico. [11]

Figura 3. Secciones tefiidas con hematoxilina y eosina que ilustran las diferentes histologias del cancer de tiroides
derivado de células foliculares. [11]

El cancer de tiroides diferenciado es el cancer de tiroides mas comuin, representa mas del
95% de los casos y se origina en las células epiteliales foliculares tiroideas. EI cancer papilar
de tiroides es el subtipo méas comdn y tiene el mejor prondstico general. Las metastasis
afectan con mayor frecuencia a los ganglios linfaticos cervicales y, con menor frecuencia, a
los pulmones. El cancer de tiroides folicular, el cancer de tiroides de células de Hurthle y los
canceres de tiroides poco diferenciados son canceres de alto riesgo que tienen tendencia a
metastatizar hematégenamente a sitios distantes, en particular, a pulmén y huesos [8], [12],
[13]

1.3.1 Cancer de tiroides papilar (PTC).

El PTC representa del 80 al 90% de todos los canceres de tiroides [12], siendo el tipo méas
frecuente de carcinoma de tiroides humano [14], su incidencia casi se ha duplicado en los
Gltimos 30 afios y se cree que se debe en parte a un diagnostico mas temprano [12] [15] [4].
Sin embargo, una pequefia parte de pacientes con PTC desarrolla cancer recurrente y/o
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metastasico, finalmente sucumbiendo a la enfermedad [16]. La tasa de cancer de tiroides
papilar entre las mujeres es casi tres veces mayor que la de los hombres, la tasa de incidencia
especifica por edad aumenta drasticamente al comienzo de los afios reproductivos, con un
pico de edad en aumento entre los 40 y 49 afios, mientras que en los hombres el pico es entre
los 60 y 69 afios [12]. La mayoria de los pacientes tienen un prondstico relativamente bueno,
ya que la enfermedad puede manipularse con cirugia, tratamiento con yodo radiactivo (1*%%)
y supresion de la hormona estimulante del tiroides (TSH). Sin embargo, la tasa de
supervivencia a 10 afios de los pacientes con la enfermedad refractaria al yodo radiactivo
localmente avanzada o metastéasica, es decir que puede llegar a desarrollarse a lo largo de la
enfermedad en histotipos bien diferenciados o aparecer en las primeras fases en los subtipos
poco y/o no diferenciados, desciende a menos del 10%, lo que constituye la principal causa
de muerte especifica por cancer de tiroides [15].

Cuatro lesiones genéticas, que son mutuamente excluyentes, estdn asociadas con PTC,
incluyen aberraciones cromosdmicas dirigidas a los receptores de tirosina quinasa RET 0
TRKA y mutaciones puntuales en genes RAS 0 BRAF. Estos genes codifican activadores de
la cascada de proteina quinasa activada por mitdgenos (MAPK). Los oncogenes RET / PTC
se detectan con alta frecuencia en PTC pequefias clinicamente silenciosas, lo que confirma
que pueden ser eventos tempranos en la tumorogénesis tiroidea. Por otro lado, las mutaciones
puntuales activantes en las pequefias GTPasas de RAS se encuentran aproximadamente en el
10% de las PTC, principalmente en las que pertenecen a la variante folicular (PTC-FV),
mientras que las mutaciones puntuales en BRAF son las lesiones genéticas mas comunes
encontradas en PTC. [4], [10], [17], [18]. En la Figura 4 se muestra las 3 fallas genéticas mas
comunes en los genes BRAFV6® RTK y RAS. RTK mutantes, RAS y BRAF activan la
sefializacion de MAPK, pero lo hacen en diferentes grados. La salida de sefializacion
impulsada por BRAF V600E es la mas alta, porque esta oncoproteina emite sefiales como
mondmero y no responde a los efectos de retroalimentacion negativa de ERK activada en la
entrada rio arriba de la via. Por el contrario, el flujo de sefializacion de MAPK que se evoca
por fusién de proteinas RTK o por RAS mutado es amortiguado por retroalimentacion
negativa. La expresion de genes necesarios para la captacion y el metabolismo de yoduro,
que son caracteristicas del estado diferenciado de las células foliculares tiroideas, es inhibida
por la sefalizacion de MAPK. Esto es consecuente, porque la capacidad de respuesta a la
terapia con yodo radiactivo requiere la conservacion de la funcion diferenciada de tiroides.
[19].

El PTC es una neoplasia endécrina comin que con frecuencia alberga la mutacién
oncogénica T1799A BRAF. En PTC, la mutacion BRAF esté estrechamente asociada con la
extension extratiroidea, metastasis en los ganglios linfaticos, estadios tumorales avanzados,
recurrencia de la enfermedad e incluso la mortalidad del paciente [7], [14]. La prevalencia
de mutaciones BRAF dentro de PTC tiene un patron especifico de subtipo, de modo que las
mutaciones BRAF son mas comunes en PTC de células altas, un poco menos comunes en
PTC convencional y rara vez se encuentran en PTC de variante folicular. [20]. [21].
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Figura 4. Mutaciones activantes mutuamente excluyentes en BRAF, RAS y RTK presentes en carcinomas papilares de
tiroides. Figura modificada [19].

1.3.2 Cancer tiroides folicular (FTC)

El cancer folicular de tiroides (FTC) representa el 10-15% de los canceres de tiroides y su
incidencia aumenta en areas de deficiencia de yodo en la dieta, este se presenta como noédulos
Unicos que pueden estar bien circunscritos (minimamente invasivos) o muy infiltrantes (con
infiltracion de tejido tiroideo y vasos sanguineos adyacentes).

En este carcinoma la presencia de mutaciones RAS es bastante comin. Ademas, se ha
demostrado que una proporcion bastante alta de FTC lleva el reordenamiento PAX8 / PPARy.
La proteina de fusion resultante tiene una actividad negativa dominante sobre PPARY de tipo
salvaje (Figura 5) [4]. Los cambios genéticos que se encuentran con mayor frecuencia en
FTC son mutaciones puntuales de RAS (aproximadamente el 45% de los casos) y
reordenamientos de PAX8 / PPARy (aproximadamente el 35% de los casos) [14]. Ademas,
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deleciones del gen supresor de tumores PTEN son las alteraciones genéticas clasicas que
activan la via PI3K-AKT presentes en el FTC [4], [10], [17], [18].

+ BRAE
\_V600E
PTC <<«<«
2 kO
P53 TP53
¥
farc
A
A
A

Figura 5. Representacion esquematica de los histotipos del cancer de tiroides y sus eventos genéticos
causales. [22].

1.3.3 Cancer de tiroides poco diferenciado (PDTC)

El tipo de cancer poco diferenciados (PDTC), a menudo superpuesto con PTC y FTC; posee
una agresividad intermedia entre los canceres de tiroides diferenciados e indiferenciados
[10]. Los PDTC, al igual que el ATC, se creen que se derivan de tumores diferenciados
preexistentes, no acumulan yodo radiactivo y responden mal al tratamiento médico y
quirdrgico [23]. En el mismo sentido, PDTC y ATC pueden derivar de tipos de cancer de
tiroides bien diferenciados (WDTC) preexistentes.

Hablando sobre los eventos genéticos que pueden desencadenarlo, las mutaciones puntuales
de RAS y la mutacion BRAFV8%E son frecuentes en este subtipo. [23], [24]. También, las
mutaciones de PIK3CA, que codifica la subunidad catalitica p110a de PI3K, presente en la
activacion la via PI3K-AKT es bastante comin en PDTC, ademas de otros genes importantes
que estdn mutados en la tumorigénesis tiroidea incluyen CTNNB1, TP53, IDH1, linfoma
quinasa anaplasico (ALK) y receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), donde la
ocurrencia preferencial de estas mutaciones en PDTC y ATC, que son los canceres de tiroides
mas agresivos, sugiere que pueden tener un papel en la progresion y agresividad del cancer
de tiroides [10]. Los PDTC varian en su comportamiento biolégico en funcién de si estan
encapsulados o no. Los PDTC encapsulados son comparativamente indolentes y, a menudo,
se asocian con mutaciones de NRAS. Por el contrario, el PDTC no encapsulado sigue un
curso mas agresivo y se asocia con mayor frecuencia a mutaciones BRAF [11].

22



1.3.4 Cancer de tiroides anaplasico (ATC)

El carcinoma anaplasico de tiroides (ATC), junto con el PDTC, representan el 2-5% de las
neoplasias malignas de tiroides; este carcinoma es muy maligno y marcadamente invasivo y
esta compuesto por células indiferenciadas que retienen marcadores de linaje epitelial [4],
tiene una incidencia entre 1 y 2 % [25] que generalmente se presenta como una masa en el
cuello de rapido crecimiento. Aun asi, es una de las principales causas de muerte en pacientes
con cancer de tiroides debido a su comportamiento agresivo y resistencia al tratamiento [25].

A Cancer de tiroides anapléasico en estadio IVC

Cancer metastasico |y

élule \\
KegrryLoicngnng £l céncer de tiroides

se diseminé a otras
partes del cuerpo:

Figura 6. Sintomatologia del cancer de tiroides anaplésico.

Los pacientes a menudo desarrollan ronquera, disfagia y disnea. El sitio mas comin de
enfermedad metastésica a distancia son los pulmones, seguidos de los huesos y el cerebro. El
cancer de tiroides anaplasico a menudo surge y puede coexistir con el cancer de tiroides
diferenciado, pero también puede ocurrir de novo. La patologia clinica del ATC se caracteriza
por un rapido crecimiento celular y la capacidad de hacer metastasis en otros 6rganos del
cuerpo, especialmente pulmones, huesos y cerebro. Se recomienda la derivacién a un centro
con experiencia en el tratamiento del cancer de tiroides anaplasico, ya que estos son tumores
raros que tienen mal prondstico debido al rapido crecimiento tumoral [8]. Las mutaciones
puntuales de RAS y BRAF son frecuentes en PDC y ATC; asi como las mutaciones de p53
y amplificaciones de PIK3CA a menudo ocurren en ATC (Figura 5). [4], [10]. En la Figura
6A se muestra un esquema de la propagacion del cancer de tiroides a otros 6rganos del
cuerpo, como los pulmones, los huesos y sus transporte por la sangre [26]; y en la 6B se
encuentra una fotografia de un tumor anaplasico en la glandula tiroides de un paciente [27].

1.3.5 Cancer de tiroides medular (MTC)
El cancer de tiroides medular es poco comdn y representa 1 a 2% de todos los canceres de

tiroides, a diferencia del cancer de tiroides diferenciado, el cancer de tiroides medular se
origina en las células neuroendocrinas parafoliculares de la tiroides, se presenta con mayor
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frecuencia como un nédulo tiroideo solitario en pacientes de la cuarta a la sexta década de la
vida. El 70% de los pacientes que se presentan con un cancer de tiroides medular palpable
tienen evidencia de metastasis en los ganglios cervicales en la cirugia [8].

Alrededor del 25% de los MTC son hereditarios [11]. Se cree que las mutaciones en el
protooncogén RET son la causa de la mayoria de los casos de cancer de tiroides medular,
mientras que una pequefia proporcidn es causada por mutaciones esporadicas de RAS [24].
Las mutaciones de la linea germinal en RET pueden predisponer a los pacientes al desarrollo
temprano de cancer de tiroides medular como un componente de los sindromes de neoplasias
endocrinas multiples de tipo 2A y 2B [8]. En la Tabla 1 se resumen las caracteristicas
principales de los subtipos de tiroides explicados en este apartado.

Tabla 1. Caracteristicas generales de los tipos de cancer de tiroides.

Tipo de .

P Célula de origen

tumor
Células tiroideas
foliculares  (que

FTA producen hormona
tiroidea y
tiroglobulina)

PTC Ce!ulas tiroideas
foliculares

FTC Ce!ulas tiroideas
foliculares

Prevalencia
(% de
canceres de
tiroides)

Esta es una Vigilancia

lesion
benigna.

80-85

10-15

Atencién estandar y
prondstico

conservadora;
tiroidectomia si es
sintomatico

Tiroidectomia y, en casos
seleccionados, ablacién con
yodo radiactivo (farmacos
nuevos para la enfermedad
resistente); buen prondstico
general

Tiroidectomia y ablacion
con yodo radiactivo
(farmacos novedosos para
€asos resistentes); buen
prondstico general
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Caracteristicas

Tumor benigno comin de tiroides;
arquitectura similar a FTC, pero
tipicamente encapsulada; sin invasion
capsular o vascular; sin metastasis; sin
caracteristicas nucleares de PTC

Bien diferenciados, con arquitectura

papilar y rasgos nucleares
caracteristicos que incluyen
agrandamiento, forma ovalada,

elongacion, superposicion y limpieza,
inclusiones y surcos; propension a la
metastasis linfatica; Los subtipos de
PTC incluyen PTC convencional
(CPTC), PTC de variante folicular
(FVPTC), PTC de células grandes
(TCPTC) y algunas variantes raras

Patrones microfoliculares
hipercelulares bien diferenciados, sin
caracteristicas nucleares de PTC;
invasion  vascular o  capsular;
propension a la metastasis a través del
torrente sanguineo; EI cancer de
tiroides de células de Hirthle es un
subtipo Unico de FTC que representa
del 2 al 3 % de los canceres de tiroides
y se caracteriza por células oncociticas
grandes ricas en mitocondrias Yy
ntcleos y nucléolos densos, asi como



PDTC

ATC

Cancer
medular de
tiroides

Linfoma
primario
dela
glandula
tiroides
Céncer
metastasico
de otros
6rganos
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Células tiroideas

foliculares

Células tiroideas

foliculares

Células ©
parafoliculares
(que producen
calcitonina)

Linfocitos

Origen no tiroideo

5-10

2-3

<1

<1

Cirugia, yodo radiactivo (en
casos seleccionados),
quimioterapia, radioterapia,

nuevos farmacos; mal
pronéstico

Cirugia, quimioterapia,
radioterapia, nuevos
farmacos, cuidados
paliativos; alta y

rapidamente letal

Cirugia,
radioterapia,
farmacos  (por
vandetanib)

quimioterapia,
nuevos
ejemplo,

Quimioterapia

Tiroidectomia en  casos
seleccionados; tratamiento
del cancer original

una alta propension a la metastasis y
un mal prondstico

Pobremente diferenciado, a menudo
superpuesto con PTC vy FTC;
agresividad intermedia entre los
canceres de tiroides diferenciados e
indiferenciados

Indiferenciado; mezcla de células
fusiformes, gigantes pleomodrficas y
epitelioides; extremadamente invasivo
y metastasico; altamente letal; puede
ocurrir de novo o derivar de PTC, FTC
o PDTC

Agresividad moderada, alta
propension a la metastasis linfatica;
mutacion RET; que ocurren en formas
familiares, MEN2 o esporadicas

Tipo inusual y poco comun de linfoma

Méas cominmente metastasis de
canceres renales y de mama;
caracteristicas del cancer original

Estadisticas del incremento del cancer de tiroides en el mundo.

El céncer de tiroides es el cancer endocrino mas comun, y su incidencia ha aumentado
continuamente en las Gltimas tres décadas en todo el mundo.[28] [29] [8]. Se calcula que para
el 2022 se diagnosticaran alrededor de 43,800 nuevos casos de cancer de tiroides (11,860 en
hombres y 31,940 en mujeres) y alrededor de 2,230 personas moriran a causa de cancer de
tiroides (1,070 hombres y 1,160 mujeres), esto solo en Estados Unidos [30]. En el Gréafico 1
se esquematiza la tendencia de casos de cancer de tiroides en EE. UU. en los Gltimos afios:
(a) La tendencia en la incidencia de c&ncer de tiroides en la poblacion de América del Norte
de 1999 a 2008, subdividida por género y (b) por la fase de la enfermedad en el momento del
diagnostico; (c) la tendencia en la incidencia de cancer de tiroides en los Estados Unidos de
1980 a 2009 por histotipo [28].
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Gréfico 1. Incidencia del cancer de tiroides en Estados Unidos en los Ultimos afios. Gréafico adaptado [28].

En cualquier caso, la tasa de cancer de tiroides en continuo aumento es independiente de las
tasas de incidencia subyacentes, el aumento se debe casi exclusivamente a aumentos en la
incidencia del histotipo papilar, sin cambios significativos para los histotipos folicular,
medular o anaplasico, este se refiere principalmente a los tumores pequefios, aunque también
han aumentado los tumores grandes [28].

Se ha concluido que este aumento en la incidencia se debe a un aumento en el diagndstico de
canceres tiroideos subclinicos, en contraposicion a un aumento en la ocurrencia de cancer de
tiroides, debido a un mayor uso de la ecografia guiada. biopsias por aspiracién con aguja
fina, dichas técnicas de diagndstico avanzadas permiten la deteccion de tumores que miden
1cmomenosy que, de lo contrario, permanecerian inactivos y pasarian desapercibidos. [29],
[31], [32]. El sobrediagnéstico ha contribuido al aumento sustancial de la incidencia del
cancer de tiroides, fomentando y brindando oportunidades adicionales para la deteccion del
cancer de tiroides [33]. Ademas, la conexion entre el aumento de la incidencia de cancer de
tiroides y un estatus socioecondmico mas alto, a menudo asociado con un acceso mas facil y
frecuente al sistema de salud, es un argumento adicional para el aparente aumento del cancer
de tiroides debido al sobrediagndstico [34].

A pesar del aumento constante de la incidencia, la mortalidad por cancer de tiroides se
mantiene estable en aproximadamente 0,5 casos por 100.000 personas, pero la tasa de
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mortalidad por cancer de tiroides no disminuye, sino que aumenta ligeramente, a diferencia
de los otros tipos. [28]. Aunque la incidencia aumenta constantemente, la mortalidad por
cancer de tiroides ha cambiado minimamente durante las Ultimas cinco décadas [8]. Por otro
lado, también se ha reportado que la tasa de mortalidad ha aumentado ligeramente desde
2009 hasta 2018 (alrededor de 0.6% por afio), pero parece haberse estabilizado en afios
recientes [30].

Por ultimo, hablando de la situacion en México, los reportes disponibles no son recientes y
se limitan a estudios realizados en el centro del pais [35]. Se registraron 2,361 casos de cancer
tiroideo en el 2012, 2.22% del total de tumor malignos, teniendo una mayor tasa de
mortalidad en hombres [36]. Se registr6 una incidencia de hasta 20% de cancer tiroideo en
pacientes con patologia quirlrgica tiroidea y corresponde al 10% de las malignidades de
cabeza y cuello, con una mortalidad de 24% en el 2014 [35].

1.5  Factores genéticos causantes de la enfermedad.

1.5.1 Principales proteinas y oncogenes en el cancer de tiroides.

La mayoria de los canceres de tiroides albergan mutaciones a lo largo de la via de
sefializacion celular de la proteina quinasa MAPK, esta via transmite sefiales de crecimiento
desde la membrana plasmatica al nucleo y juega un papel central en la regulacion de la
proliferacion celular [8], en gran porcentaje de las modificaciones genéticas se deben a
mutaciones somaticas y arreglos cromosomales. Los tres tipos mas comunes de mutaciones
somaticas observadas en el cancer de tiroides papilar se reorganizan en los reordenamientos
de los carcinomas de tiroides papilares / transformacion (RET /PTC) y del receptor de
neurotrofina-tirosina quinasa (NTRK) 1, y una mutacion de activacion en la proteina de
sefializacion mitégena BRAF. Estas alteraciones genéticas estan presentes en
aproximadamente dos tercios de los canceres de tiroides papilar y son especificas del cancer
de tiroides papilar. Las mutaciones RET / PTC y NTRK son reordenamientos cromosomicos
que involucran receptores de tirosina quinasa [12].

1.5.1.1 Translocaciones cromosdmicas

Las translocaciones cromosémicas son reordenamientos genémicos que conducen a la
expresion de nuevos oncogenes de fusion que inician eventos en muchos cénceres de tiroides
[14]. La translocacién de genes que da como resultado reordenamientos oncogénicos en el
cancer de tiroides se ejemplifica mejor con RET -PTC. Hay mas de 10 tipos de
translocacion RET— PTC, segun lo determinado por los tipos de genes asociados, y los tipos
mas comunes son RET -PTC1y RET — PTC3 [10].

1.5.1.1.1 Mutaciones en los genes RET/RTK

El gen RET codifica un receptor transmembranal de un solo paso tirosina quinasa (RTK) que
se expresa principalmente en células precursoras de la cresta neural y tracto urogenital [24],
[37]. Los reordenamientos cromosémicos, principalmente inversiones intracromosémicas,
que vinculan los promotores y los dominios N-terminales de genes no relacionados con el
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dominio quinasa de RET dan como resultado la produccion aberrante de formas quiméricas
del receptor (RET/PTC) que son constitutivamente activos. Se han informado doce formas
de RET/PTC, que se diferencian por el socio de fusién aguas arriba de RET. RET/PTCly
RET/PTC3 son los mas comunes y se forman por fusion de RET con los genes H4 (D10S170)
0 NCOAA4 (ELEL), respectivamente [11]. La familia de translocaciones de cancer de tiroides
papilar RET que se dirigen al oncogén RET ocurre en aproximadamente el 7% de los casos
de céncer de tiroides papilar [8].

1.5.1.1.2 Reordenamientos PAX8 / PPARy.

El gen de fusién de la caja emparejada 8 (PAX8), receptor activado por proliferador de
peroxisomas-y (PPARG) (PAX8-PPARG) es otro oncogén recombinante destacado en el
cancer de tiroides, que se presenta en hasta el 60 % de FTC y FVPTC. PAX8-PPARG también
ocurre en FTA, aunque, al igual que RET - PTC, su prevalencia es baja en tumores tiroideos
benignos y su papel oncogénico no esta claro [10].

Los reordenamientos de PAXS8 / PPARy son el resultado de una fusion entre el extremo 5'
del factor de transcripcion PAX8 y el extremo 3' de PPAR v, un miembro de la superfamilia
de receptores de hormonas nucleares, expresado constitutivamente en los tirocitos [14].
PAX8-PPARYy ejerce un efecto negativo dominante sobre el supresor de tumores de tipo
salvaje PPARy y también transactiva ciertos genes que responden a PAXS [10].

1.5.1.2 Mutaciones en los genes Braf.

BRAF es una serina / treonina quinasa que media la respuesta celular a la sefializacion de
crecimiento y diferenciacion. La mutacion puntual BRAF V600E representa méas del 97% de
las mutaciones BRAF en el cancer de tiroides papilar. La mutacion BRAF esta presente en
aproximadamente el 40% de los canceres de tiroides papilar, de la cual se abordara con mayor
profundidad en los siguientes apartados [12]. Las mutaciones del gen RAS activan las rutas
mitogénica MAPK y PI3K [14].

1.5.1.3 Mutaciones en los genes Ras.

En segundo lugar, en prevalencia de mutaciones, después de Braf, son las correspondientes
a RAS. RAS esta en su estado activo cuando se vincula con GTP. La GTPasa intrinseca de
RAS hidroliza GTP y convierte RAS en un estado unido a GDP inactivo, terminando asi la
sefializacion de RAS. Las mutaciones de RAS provocan la pérdida de su actividad de
GTPasa, lo que bloguea a RAS en un estado unido a GTP constitutivamente activo. Hay tres
isoformas de RAS: HRAS, KRAS y NRAS, y NRAS esta predominantemente mutado en los
tumores de tiroides, principalmente en los codones 12 y 61. Las mutaciones de los tres
oncogenes RAS estan presentes en canceres de tiroides diferenciados con la siguiente
jerarquia: NRAS>HRAS>KRAS [11]. Aunque RAS es un activador dual clasico de las vias
MAPK y PI3K-AKT, las mutaciones de RAS parecen activar la via PI3BK-AKT en la
tumorigénesis de la tiroides, como sugiere la asociacion preferencial de mutaciones de RAS
con la fosforilacion de AKT en los canceres de tiroides [10].
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En contraste con la mutacién BRAF, las mutaciones en Ras y los reordenamientos RET /
PTC, que también son las alteraciones genéticas comunes en PTC, fueron mucho menos
comunmente asociadas con alguna patogénesis agresiva de PTC en pacientes adultos o
alteraciones moleculares relevantes, lo que sugiere que aunque estos oncogenes son, como la
mutacion BRAF , convencionalmente conocidos por estar acoplados a la via MAP quinasa,
es probable que sean menos potentes que la mutacion BRAF en la activacion de esta viay la
promocion de la agresividad de PTC [7]. Las mutaciones RAS ocurren con mayor frecuencia
en el cancer de tiroides folicular y en el cancer de tiroides papilar variante folicular [8]. En
la Tabla 2 se resumen las principales mutaciones genéticas explicado, incluyendo algunos
oncogenes menos comunes, pero igualmente presentes en el cancer de tiroides.

Tabla 2. Mutaciones genéticas presentes en los tumores tiroideos

Mutaciones genéticas presentes en los tumores tiroideos [10].

Principales
vias de
sefializacion
afectadas

Mutaciones

BRAF V600E

BRAF K601E

HRAS , KRAS , NRAS

PTEN (mutacion)

PTEN (supresion)

PIK3CA

Tipos de tumores
de tiroides

CPTC
FVPTC
TCPTC

ATC

FVPTC

FTA
FTC
FVPTC
PDTC
ATC
FTA
FTC
ATC
PTC

FTC

FTA

Prevalencia
aproximada
(%)

45
15
80-100

25

20-25
30-45
30-45
20-40
20-30

10-15

10-20

1-2

30

0-5

29

MAPK

MAPK

MAPK y PI3K-
AKT

PIBK-AKT

PIBK-AKT

PIBK-AKT

Impacto funcional sobre la
proteina y el tumor.

Activador; promover la

tumorigénesis, invasion,

metastasis, recurrencia y
mortalidad

Activador; probablemente
similar a BRAF V60°E

Activador; promover la
tumorigénesis, invasion y
metastasis de PDTCy FTC

Inactivando el gen pero
activando la via PI3K;
promover la tumorigénesis y la
invasividad

Inactivando el gen pero
activando la via PI3K;
promover la tumorigénesis y la
invasividad



FTC 5-15
ATC 1525 Activando; promover la
tumorigénesis y la invasividad
PTC 1-2
AKT1 Céncer metastasico 15 PI3K-AKT D CHTE pafece _favorecer b
metastasis
PDTC 25 WNT-- Activando; promover la
CTNNB1 . p
ATC 60-65 catenina progresion del tumor
P53 PDTC 25 Vias acopladas Inactivando; promover la
ATC 70-80 ap53 progresion del tumor
FTC 5-25
Vias
IDH1 FVPTC 20 metabdlicas Inactivando; el impacto en los
CPTC 10 asociadas a tumores no esté claro
IDH1
ATC 10-30
Activando; probablemente
ALK ATC 10 MAP§%$|3K7 promoviendo la progresion del
tumor
EGER cPTC 5 MAPK y PI3K-  Activando; el |mp§cto en los
AKT tumores no esta claro
Componente del
NDUFA13 (también complejo | de la Probablemente inactivando;
conocido HCTC 15 cadena afectando el metabolismo
como GRIM19) respiratoria mitocondrial y la muerte celular
mitocondrial

" Los valores representan la prevalencia general estimada de las mutaciones indicadas.

1.5.2 Cambios en las vias metabolicas llevadas a cabo por la glandula tiroides.

La glandula tiroides estd compuesta por 2 tipos de células productoras de hormonas: las
células foliculares, que incorporan yodo para producir la hormona tiroidea, y las células
parafoliculares (o células C), que son mucho menos prevalentes y producen calcitonina, una
hormona que regula el calcio [20]. Hablando un poco sobre el metabolismo mediado por la
tiroides (Figura 7), comienza cuando la hipdfisis libera la hormona estimulante de la tiroides
(TSH) en respuesta a la estimulacion del hipotdlamo. La TSH estimula la tiroides para
aumentar su captacion del yodo presente en la sangre y produccion de hormonas tiroideas
(T4 y T3). Cuando la funcion tiroidea disminuye, la hipofisis libera mas TSH para
incrementar su estimulacion de la tiroides. En las células de muchos tejidos, especialmente
del higado, la T4 es transformada en su forma activa, la T3. La Figura 7 enfatiza que para la
produccion de la hormona T4 se necesitan nutrientes como la L-tirosina y yodo. Para pasar

30



de T4 a T3, la glandula tiroides requiere minerales como el zinc, cobre y selenio, asi como
vitaminas A y E [38].

Hipofisis

Figura 7. Metabolismo mediado por la glandula tiroide. [38].

Aunado con el metabolismo, el receptor de la hormona estimulante de la tiroides (TSHR)
juega un papel clave en la captacion de yoduro por el cotransportador de yoduro de sodio
(NIS), la oxidacion de yoduro, la organificacion por peroxidasa tiroidea, la produccion de
tiroglobulina y la expresion disminuida o ausente de TSHR se ha encontrado previamente
que es comun en los canceres epiteliales de tiroides. La hipermetilacién del promotor que da
como resultado la supresion de estas moléculas metabolizadoras de yoduro de la tiroides da
como resultado la pérdida de la capacidad de las células cancerosas para concentrar yodo, lo
que hace que los tumores sean insensibles a la terapia con yodo radioactivo [39]. El NIS
media la captacion activa de yoduro en la membrana basolateral de la célula folicular de la
tiroides y juega un papel crucial en el éxito de la terapia con yodo radiactivo. EI TSHR regula
positivamente el NIS y los procesos moleculares relacionados. El principal mecanismo del
cancer de tiroides refractario a RAI es el silenciamiento anormal del gen NIS y TSHR en las
células cancerosas de tiroides. El NIS esta regulado negativamente por la via MAPK en el
cancer de tiroides, en el que la mutacion BRAFY5%E juega un papel importante [40]. Sin
embargo, la expresion del gen NIS metabolizador de yoduro se reduce en el cancer de
tiroides, lo que resulta en la reduccion de la acumulacion de yoduro en las células tiroideas,
particularmente en el carcinoma no diferenciado. La disminucion del nivel de expresion de
NIS conduce directamente a la reduccion de la capacidad de acumulacion de yodo en las
células de la glandula tiroides y la resistencia a la terapia con yodo radiactivo, lo que conduce
al fracaso del tratamiento [40].
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1.5.3 Efecto en el metabolismo hormonal.

La diferencia entre hombres y mujeres esta en las hormonas sexuales y su influencia en los
diversos sistemas del cuerpo, se ha planteado la hip6tesis de que la fluctuacion de las
hormonas sexuales durante el ciclo menstrual y el embarazo de una mujer es la razén de la
disparidad de género en el cancer de tiroides papilar. Por otro lado, los factores reproductivos,
menstruales y ambientales pueden explicar esta disparidad entre ambos sexos, pero se sabe
muy poco acerca de qué factores moleculares explican esta diferencia [12].

Los efectos de las hormonas sexuales estan mediados por receptores nucleares especificos de
hormonas que regulan la expresion génica y la biologia de las células tumorales. Los
receptores de estrogenos o y p median el efecto de los estrogenos y se expresan en el cancer
de tiroides papilar. Se ha planteado la hipdtesis de que el polimorfismo en los receptores de
estrogenos podria ser un factor de riesgo de cancer de tiroides. Se ha demostrado que, aunque
las células de cancer de tiroides papilar tienen niveles bajos de receptor de estrégeno a, con
la estimulacion fisiologica de estrogenos, el nivel del receptor se regula significativamente
al alza y se promueve la proliferacion celular, los efectos del estrégeno en las lineas celulares
de cancer de tiroides dependen del tipo de cancer de tiroides, y el estrdgeno aumenta
drasticamente los niveles de receptor de estrogeno a en el cancer de tiroides papilar, mientras
que en el cancer de tiroides anaplasico y el cancer de tiroides folicular los niveles de receptor
no se alteran significativamente [12], [39], [41].

Para el caso de la TSH, un papel importante de esta hormona en la progresion del cancer de
tiroides estd indicado por la disminucion de la tasa de recurrencia y la mejora de la
supervivencia en los pacientes con cancer de tiroides tratados con L-T4 supresora de TSH.
Un estudio reciente indica que, tanto en andlisis univariados como multivariados, el riesgo
de tener un cancer de tiroides y también de tener un cancer en un estadio avanzado aumenta
en pacientes con niveles séricos de TSH mas altos, por el contrario, el riesgo de cancer se
redujo en pacientes hipertiroideos con nédulos tiroideos autbnomos y una TSH sérica baja,
lo que sugiere que los niveles de TSH, independientemente del mecanismo subyacente, se
correlacionan positivamente con el riesgo de cancer de tiroides [28].

1.6 Factores epigenéticos causantes de la enfermedad.
1.6.1 Incidencia del yodo en el desarrollo de la enfermedad

La deficiencia de yodo es un factor de riesgo bien establecido para desarrollar cancer de
tiroides folicular, y la suplementacion con yodo se ha implementado en la mayoria de las
regiones con bocio endémico. Por el contrario, el exceso de yodo se ha asociado con un
mayor riesgo de cancer de tiroides papilar [12]. La deficiencia de yodo provoca un aumento
de la hormona estimulante de la tiroides (TSH), un factor de crecimiento importante para las
células foliculares tiroideas [34]. Los experimentos con animales demostraron un claro
aumento de cancer de tiroides después de una deficiencia prolongada de yodo que conduce a

32



un aumento de TSH. Sin embargo, este efecto no esta demostrado en humanos residentes de
areas deficientes en yodo [28].

Sin captacion de RAI en
ninguna lesion

o) el @

=1 lesion sin captacion RAT Progresion de las lesiones dvidas de RAI

Bl No captado Bl Captado

Figura 8. Esquema de cancer de tiroides diferenciado estandar de pacientes refractarios a la RAI, Figura
adaptada [8].
Aunque no se ha demostrado una relacion causal entre la ingesta de yodo y la mutacion de
BRAF, el aumento mundial de la ingesta de yodo y el aumento paralelo de la prevalencia de
PTC BRAF-positivos estan de acuerdo con un posible papel del aumento de la ingesta de
yodo en el aumento de PTC incidencia. [28].

Por otro lado, se ha reportado que los pacientes con cancer de tiroides diferenciado podrian
tener una enfermedad refractaria al yodo radiactivo (RAI), los cuales no son capaces de captar
ni metabolizar el RAI [8], y presentan lesiones metastasicas que no captan y/o tampoco
progresan la RAI, como se indica en la Figura 8. La terapia con RAI aprovecha esta captacion
de yoduro mediada por NIS para tratar canceres de tiroides como el PTC que se originan a
partir de estas células. Sin embargo, los canceres de tiroides agresivos o0 avanzados a menudo
tienen una expresion de NIS dréasticamente reducida y son refractarios a RAI. El cambio
asociado con yodo de un histotipo folicular a uno papilar puede deberse a la frecuencia de la
mutacion BRAFV60E [40].

1.6.1.1 Hipermetilacion de TSHR.

Como se habfa comentado brevemente en los subtemas anteriores, se ha identificado la
hipermetilacion de mdltiples genes en asociacion con la via PI3BK/AKT en los canceres
foliculares de tiroides y de la via MAPK en los c&nceres papilares de tiroides. EI promotor
del gen TSHR con frecuencia esta hipermetilado en el carcinoma de tiroides, con metilacion
preferencial en el carcinoma indiferenciado. Por el contrario, el promotor del gen TSHR no

33



esta metilado en la tiroides normal y en los tumores benignos (adenoma tiroideo). La
hipermetilacion del promotor de TSHR se informa en el 34-59 % de los pacientes con cancer
papilar de tiroides [10], [39].

La mutacion BRAFY®E se asocia con caracteristicas clinicas agresivas y disminucion de la
expresion de los genes NIS y TSHR; a su vez, también se asocia con una expresion
disminuida de ARNm para el NIS y el receptor de TSH, que se consideran marcadores
secundarios de la diferenciacion tiroidea [39].

1.6.2 Efecto de la quimio y radioterapia.

La exposicion a la radiacion ionizante es un factor de riesgo de cancer bien documentado. La
radiacion ionizante promueve la rotura de la doble cadena del ADN e induce el
reordenamiento de RET/PTC1 en determinadas condiciones experimentales. Tanto la
exposicion a la radiacién como el yodo generan especies reactivas de oxigeno (ROS), que
inducen estrés oxidativo y dafio al ADN en las células foliculares de la tiroides, lo que
aumenta la tasa de mutacion espontanea [42].

La tiroides puede irradiarse mas que otros tejidos debido a su posicion en el cuerpo y su
capacidad para concentrar yodo [28]. Debido a que un tercio de todas las tomografias
computarizadas se realizan en la region de la cabeza / cuello, la tiroides esta particularmente
expuesta a la radiacion. Ademas, el uso de agentes de contraste yodados aumenta la radiacion
absorbida por la tiroides hasta en un 35% porque el yodo bloquea los fotones, aumentando la
energia de radiacion local. Otra fuente especifica de irradiacion de la tiroides son las
imagenes de la tiroides con 13! que se ha utilizado en gran medida para el diagndstico de
enfermedades de la tiroides. El uso terapéutico de 1*3 para el hipertiroidismo ha continuado
o incluso aumentado, y se ha observado un pequefio aumento del cancer de tiroides en estos
pacientes adultos. Un metaandlisis reciente concluyéd que el uso de RAI para el
hipertiroidismo aumenta efectivamente el riesgo de cancer de tiroides y de estomago y
también se observé un efecto de dosis para la tiroides a dosis diagnésticas > 1 Gy. Ademas,
la radioterapia para las neoplasias malignas de cabeza y cuello es una fuente adicional de
irradiacion tiroidea [28].

1.6.3 Relacion entre factores genéticos y ambientales con la incidencia de cancer de
tiroides

La exposicion diferencial a los factores de riesgo también puede causar diferencias en el
aumento de la incidencia de cancer de tiroides por raza y etnia. Los factores de riesgo para el
desarrollo de céancer de tiroides incluyen el sexo femenino, exposicion a radiaciones
ionizantes, y la deficiencia o exceso de yodo. Los factores de riesgo menos comprendidos
incluyen las hormonas femeninas y la obesidad [29]. En el Gréfico 2 se reportan los nimeros
casos de cancer mas frecuentes en México durante el 2018, donde se puede observar que esta
presente con un 9.7% del total de casos, siendo el segundo cancer mas comun después de
presente en la glandula mamaria [43].
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Numero de nuevos casos en el 2018, mujeres de todas las edades

Glandula mamaria

27,283 (26%)
Otros canceres Tiroides
45,340 (43,2%) 10,188 8 (9,7%)
Cérvico Uterino
7.869 (7,5%)
Colorectal ‘
Cuerpo Uterino
7,105 (6.8%) 7.266 (6,9%)
TOTAL
105,051

Gréfico 2. Nimero de casos en el 2018 de tipos de cancer en mujeres de todas las edades en México [43].

1.6.3.1 Raza étnica

Diversos informes indican tendencias especificas por edad similares por grupos raciales/
étnicos. Aunque las tasas mas bajas de cancer de tiroides se observan en personas de raza
negra, la mayor tasa de aceleracion del cancer de tiroides papilar se produce en las mujeres
de raza negra. EI cambio porcentual anual de hombres y mujeres fue de 6.3% y 7.1% para
pacientes blancos, 4.3% y 8.4% para negros, 4.2% y 6.7% para hispanos y 3.4% y 6.4% para
pacientes asiaticos / P1 (islefios del Pacifico) respectivamente [28]. En el cancer de tiroides,
se han observado similitudes en la deteccién y el manejo en paises de ingresos altos, en
comparacion con paises de ingresos medios 0 bajos. La variabilidad global en la incidencia
del cancer de tiroides se ha atribuido a multiples causas, como las diferencias en las practicas
de diagndstico, los sistemas de atencion de la salud, las exposiciones ambientales y los
factores de riesgo individuales [44]. (Figura 9).

Tasa de incidencia
estandarizada  por
edad por 100.000

W:s
Ws1-7s
26-51
11-26
<11
Sin datos
I No aplicable

Figura 9. Tasas de incidencia mundial estandarizadas por edad estimadas de cancer de tiroides en 2018. [44].
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1.6.3.2 Edad

La mediana de edad en el momento del diagndstico es méas joven para el cancer de tiroides
que para la mayoria de los otros tipos principales de céancer, con una mediana de edad en el
momento del diagnostico en los EE. UU. de 49 afios para las mujeres y 54 afios para los
hombres [33], [45]. Los factores tumorales incluyen ciertas variantes histoldgicas, como
variante de células altas, tumor de gran tamafo, presencia de metéstasis en los ganglios
linfaticos, extensidn extratiroidea y metastasis a distancia. Variables del paciente incluyen
edad avanzada en la presentacion inicial, la presencia en los nifios de < 10 afios, y el sexo
masculino [21]. Una investigacion sefialé que la presencia de la mutacion BRAF esta
estrechamente relacionada con la edad del paciente; por lo tanto, puede haber efectos
sinérgicos que conduzcan a un mal prondstico [46].

1.6.3.3 Obesidad

Se ha demostrado una fuerte correlacion entre la obesidad y el riesgo de cancer y la
mortalidad para varias neoplasias malignas [34]. Analisis en poblaciones de daneses
sugirieron que la altura y el peso pronunciados en la nifiez (a la edad de 7 a 13 afios) se
asocian positivamente con el riesgo de cancer de tiroides en la edad adulta. En cuanto a su
explicacion metabdlica, existe una creciente evidencia de estudios de laboratorio que
sugieren que la obesidad podria promover el desarrollo de cancer de tiroides a través de vias
complejas que involucran efectos independientes y sinérgicos de resistencia a la insulina,
factor de crecimiento similar a la insulina 1, adipoquinas (por ejemplo, leptina), estrogeno y
TSH78 [33]. Un estudio respalda la posibilidad de que la resistencia a la insulina y la
hiperinsulinemia (una caracteristica tipica de la obesidad), méas que un trastorno metabdlico,
puedan ser un factor de riesgo de cancer de tiroides. La insulina regula la expresion génica
de la tiroides y estimula la proliferacion, diferenciacion y transformacion de los tirocitos. La
hiperinsulinemia, por tanto, puede ser un factor de riesgo de cancer de tiroides, pero su efecto
sobre la tiroides deberia ser similar al observado en otros 6rganos donde la incidencia de
cancer no ha aumentado [28].

1.6.3.4 Dietay estilo de vida

Las influencias de la dieta, el estilo de vida y la contaminacion en la iniciacion del cancer de
tiroides nunca se han estudiado detenidamente. Las evidencias de un posible efecto de
nutrientes / alimentos o contaminantes ambientales sobre el cancer de tiroides son débiles y
no estan confirmadas [47]. Algunos contaminantes alimentarios industrializados, por
ejemplo, los nitratos, pueden competir con la absorcion de yodo por la tiroides y pueden
comportarse como posibles disruptores y carcindgenos de la funcién tiroidea [34]. Un nivel
medio alto de nitratos en los suministros de agua se asocia con un mayor riesgo de cancer de
tiroides [28]. Aunado a este ultimo punto, han indicado que los cambios en la fortificacion y
la suplementacion con yodo podrian haber tenido un papel en el aumento de la incidencia de
PTC, asi como diversas sustancias quimicas bloqueadoras endocrinas también podrian haber
contribuido debido a sus efectos conocidos sobre la sintesis de la hormona tiroidea [33].
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Otro factor importante que se sospecha que contribuye al aumento de la incidencia del cancer
de tiroides es el tabaquismo, que se ha asociado constantemente con un riesgo reducido de
~30 a 40% de desarrollar esta enfermedad. Existe cierta plausibilidad biolégica para esta
asociacion, ya que el tabaquismo actual se ha asociado con niveles reducidos de TSH, T3y
T4, menor prevalencia de autoanticuerpos tiroideos séricos, mayor riesgo de enfermedad de
graves, hipertiroidismo y niveles reducidos de estrogeno [33].

1.6.3.5 Condiciones ambientales

En las Ultimas décadas, la poblacién ha estado mas expuesta a contaminantes ambientales
como asbesto, benceno, formaldehido, pesticidas, bisfenol A (BPA), bifenilos policlorados
(PCB) e hidrocarburos aromaticos polihalogenados (PHAH), todos compuestos que pueden
actuar como carcindgenos genotoxicos o no genotoxicos. Es posible que algunos productos
tengan un efecto cancerigeno especifico sobre la tiroides, ya sea directamente o actuando
como disruptores endocrinos. [28]. Igualmente, el ambiente volcénico puede estar asociado
con un aumento en la incidencia de cancer de tiroides. [28].

1.7  Proteina mutada BRAFV6%0E

1.7.1 Familia de proteinas Raf

RAF, una proteina cinasa de serina-treonina citoplasmatica, es miembro de la via de
sefializacion celular RAS-RAF-MEK-ERK [también conocida como via MAP cinasa
(MAPK)], y juega un papel esencial en la mediacion de la diferenciacion celular
proliferacién, senescencia y supervivencia en respuesta a sefiales extracelulares [20] [48]
(Figura 10). A su vez, la via MAPK puede hiperactivarse en aproximadamente el 30% de los
canceres humanos por muchas membranas diferentes, receptores unidos, 2 como BRAF, las
proteinas G pequefias de la familia RAS, y tirosina quinasas receptoras [49].

La regulacién de esta via es compleja porque existen multiples isoformas de cada proteina
de la via, cada una codificada por genes diferentes y con funciones distintas y superpuestas.
Hay 3 isoformas de RAF: ARAF, BRAF y CRAF (también conocidas como Raf-1). El gen
BRAF, que se encuentra en el cromosoma 7, es el activador de la via MAPK mas fuerte y el
oncogén humano mutado con mayor frecuencia en la superfamilia de quinasas. Existe otra
variante de Braf denominada BRAFP%#V o "quinasa muerta” ya que el BRAF es
cataliticamente inactivo, sin embargo, se ha encontrado en multiples cénceres. Se ha
demostrado que este BRAF sin quinasa o BRAF de tipo salvaje que ha sido inhibido
quimicamente se une a CRAF y potencia las mutaciones oncogénicas de Ras, estimulando
asi aln mas la cascada de sefializacion de MAPK y dando como resultado un mayor
crecimiento tumoral [20].
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1.7.2  Funcion y participacion de la proteina Braf en el metabolismo.
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Figura 10. La via de sefializacion de MAPK. Imagen adapatada. [20].

Esta proteina quinasa involucrada en la transduccion de sefiales mitogénicas desde la
membrana celular al nicleo. Ademas, fosforila MAP2K1 vy, por lo tanto, activa la via de
transduccién de sefiales de MAP quinasa [50]. La activacion fisiol6gica de esta via ocurre
tipicamente a través de una variedad de receptores de la membrana plasmatica que activan
Ras, una proteina G pequefia unida a la membrana. Ras activado recluta a Raf a la membrana
plasmaética para su activacion. Posteriormente, Raf fosforila y activa la quinasa MAP-ERK
(MEK), que fosforila y activa la quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK). Después
de la translocacion nuclear, Erk puede fosforilar directamente mdltiples factores de
transcripcion, incluidos c-Myc, c-Jun, Ets y c-Fos. Se ha demostrado que estos factores de
transcripcion, a su vez, regulan el ciclo celular, el crecimiento y la supervivencia [49] [51].
Erk también fosforila muchas proteinas citosdlicas, incluidas proteinas del ciclo celular como
el retinoblastoma, proteinas apoptéticas como Bad, MCL-1 y caspasa 9, y proteinas del
citoesqueleto como paxilina, calnexina y vinexina [20].

Ademas de su actividad en la via MAPK, también Braf esta relacionada con otros procesos
bioldgicos como la respuesta celular al Ca*?, esta implicada en la via de sefializacion del
receptor del factor de crecimiento epidérmico, en la regulacién positiva de la cascada ERK1
y ERK2, regulacidon negativa del proceso apoptético, como inductor de la fosforilacién de la
peptidil-serina, regulador positivo del transporte transmembrana de glucosa, en la
morfogénesis de érganos animales, entre otras [50].
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1.7.3 Mutacién BRAFV60E,

El oncogén BRAF es un potente activador de esa via y se ha implicado en varios canceres
humanos, incluidos el melanoma maligno, los carcinomas colorrectales y los sarcomas. Se
ha informado que BRAF estd mutado en muchos tipos de tumores humanos, observandose
con mayor frecuencia en el 50-70% de las lineas celulares y tumores en el melanoma, en el
36-69% de los cénceres papilares de tiroides, menor frecuencia en el cancer colorrectal (5 a
12%) y cancer de pulmon de células no pequefias (1 a 4%) [49].

La mutacion de una sustitucion de aminoacidos en la posicién 600 en BRAF, de una valina
(V) a un acido glutamico (E) (BRAFY5%E), es la segunda mutacion méas comun en el cancer
y es el evento molecular mas prevalente en el cancer de tiroides. En la Figura 11 se
esquematiza esta mutacion: (A) una transversion de T — A en el exon 15 en el nucledtido
1799 (T1799A) del gen BRAF conduce a un reemplazo valina — acido glutamico en la
posicion 600; (B) el resultado de secuenciacion de Sanger muestra la mutacion BRAFV600E
en una muestra de cancer de tiroides papilar. BRAF V6%°F se observa en el 60-70% de los
carcinomas papilares de tiroides (PTC) y en el 45% de los ATC, y la incidencia es alin mayor
en los PTC recurrentes o metastasicos [6]; no ocurre en FTC, cancer de tiroides medular y
tumores tiroideos benignos. Mediante la activacion aberrante y constitutiva de la via Ras —
Raf — MAP quinasa / ERK (via MAP quinasa), la quinasa BRAF V600E mutante resultante
es potencialmente oncogénica [7] [20].
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Figura 11. Mutacion BRAF5%°E, Figura adaptada [52].

BRAF se encuentra en el cromosoma 7q24 y codifica una serina-treonina quinasa. Después
de la activacion por RAS, la fosforilacion de BRAF desencadena una serie de eventos de
activacion a lo largo de la cascada MAPK [16]. En su conformacion de tipo salvaje, los
residuos G597 a V601 forman una interaccidn hidréfoba con los residuos G465 a V472 en el
lado de unién a ATP (bucle P), manteniéndolo inactivo. EI BRAFVSE |a mutacion
interrumpe la interaccion hidréfoba, lo que permite que la quinasa BRAF se pliegue en una
formacion cataliticamente activa, lo que da como resultado un aumento de casi 500 veces en
la actividad de la quinasa [20]. En la mayoria de los trastornos moleculares responsables
promovidos por, o asociados con, BRAF se han identificado mutaciones, incluida la
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sobreexpresion de genes promotores de tumores, la supresion de genes supresores de tumores
y el silenciamiento de genes que manipulan el yoduro de tiroides, lo que da como resultado
un deterioro o pérdida de la avidez del yodo radiactivo y, por tanto, el fracaso del tratamiento
con yodo radiactivo. Una estrecha asociacion entre la mutacion BRAFY®E y |a metilacion
aberrante de varios genes supresores de tumores en PTC, incluidos los genes del inhibidor
tisular de la metaloproteinasa de matriz-3 (TIMP3), la proteina quinasa asociada a la muerte
(DAPK) v el receptor de &cido retinoico b2 (RARD2), el gen TSHR ha sido reportado [7],
[39].

1.7.4 Efecto de BRAFV6E en e| metabolismo.

En las células cancerosas, BRAFY®%E  es tentativamente 500 veces més activo que el tipo
salvaje proteina, estimula la actividad constitutiva de ERK e impulsa la proliferacion y la
supervivencia, proporcionando asi funciones esenciales de crecimiento y mantenimiento
tumoral, aumentan su capacidad fosforilante y, con ello, la actividad de diversos genes claves
para el metabolismo, proliferacion y apoptosis celular; ademas de que contribuye a la
neoangiogeénesis al estimular la secrecion del factor de crecimiento endotelial vascular [41],
[49], [51].

Varios mecanismos estan involucrados en el fenotipo agresivo de PTC que es promovido por
la mutacion BRAF Ve, | a mutacion activadora se localiza en el exon 15 de la isoforma B
del gen de la quinasa Raf, lo que da como resultado un estado activo constitutivo de actividad
quinasa y promueve la tumorigénesis a través de la via de la proteina quinasa activada por
mitogenos (MAPK). La iniciacion del tumor por la mutacion oncogénica BRAF V6%°F hace
que las células tiroideas sean susceptibles a la transicion epitelio-mesenquimal inducida por
el factor de crecimiento transformante beta, a través de un proceso dependiente de MAPK.
La mutacion BRAF V8%E también puede aumentar la produccién de moléculas que
promueven el cancer, como las proteinas de la matriz extracelular, la trombospondina-1, y el
factor de crecimiento derivado de las plaquetas [21]. Al mismo tiempo, la expresion
especifica de la tiroides de BRAF V¢%E suprime la peroxidasa tiroidea y los niveles de ARNm
de tiroglobulina, mientras que los niveles del transportador de glucosa tipo 1 (Glutl)
aumentan [24], [37].

Se ha demostrado que la presencia de BRAFY®E est4 relacionada con genes involucrados en
el metabolismo del yodo, sobre todo los que tienen que ver con la captacion de yodo por las
células, para la sintesis de hormonas tiroideas (Mondragon-Teran et al., 2016). Esta mutacion
se asocia con la pérdida de un simportador de sodio / yodo (NIS) y la posterior enfermedad
metastasica refractaria al radioyodo (RAI). NIS codifica una proteina transmembrana
responsable de la absorcion de iones de yoduro de la sangre en los tirocitos para la produccion
de hormona tiroidea [40].
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Figura 12. Maquinaria de manejo de yoduro en la célula tiroidea y su silenciamiento por BRAFV6%E, Imagen
adaptada [10].

Profundizando en el metabolismo del I"y NIS, en las células foliculares el Na* se transporta
a la luz folicular a través de la pendrina en la membrana apical donde es oxidada por la
peroxidasa tiroidea (TPO) e incorporada a los residuos de aminoacidos de tirosina en la
tiroglobulina (TG) para formar TG yodados (TG-l) para la sintesis de hormonas en la
glandula tiroides. Todo el proceso esta regulado al alza por la sefializacion de AMP ciclico
(CAMP) que se desencadena por la union de la hormona estimulante de la tiroides (TSH) a
su receptor (TSHR) en la membrana. Con expresién y funcion normales de este sistema, el
I se capta y acumula abundantemente en la célula tiroidea folicular y en la luz folicular.
Cuando aparece la mutacion BRAFV%E en la via MAPK en el cancer de tiroides, provoca el
silenciamiento de los genes especificos de la tiroides y apaga la maquinaria de manejo de
yoduro. En consecuencia, la captacion de I” se reduce en la célula tiroidea y se acumula
escasamente en la luz folicular [10]. En la Figura 12 A), se muestra una célula tiroidea
folicular que expresa abundantemente las moléculas involucradas en la captacion y el
metabolismo del yoduro (I7), incluido el NIS en la membrana basal, que transporta I” junto
con Na* al interior de la célula del compartimento extracelular; mientras que en el B), se
observa la detencién del transporte de sodio y yoduro debido al silenciamiento de genes por
la mutacion BRAFVEE [10].

El uso de inhibidores de BRAFV%E podria restaurar parcialmente la expresion de NIS y la
captacion de yoduro mediante la inhibicidon de la via MAPK. Varios estudios han demostrado
que BRAFV®9E reprime la expresion de NIS, pero restaura la expresion de NIS en las células
tiroideas cuando se inhibe la via BRAFV8%E /| MEK o se silencia la expresion de BRAFY60E,
Desafortunadamente, los ensayos clinicos de tamafio de muestra pequefio con inhibidores de
MEK o BRAF no cumplieron con las expectativas [40].
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1.7.5 BRAFVS%E como marcador molecular

La mutacion Braf se puede analizar facilmente en muestras de biopsia por aspiracion con
aguja fina de tiroides, con altas probabilidades de prediccién preoperatoria de resultados
clinico-patoldgicos de PTC [7], [9], [20]. La deteccion de mutaciones Braf en el ADN sérico
también es de interés, ya que las células cancerosas a veces pueden desprenderse de un tumor
y circular periféricamente en la sangre. Se ha indagado que la sensibilidad de deteccion era
insuficiente; sin embargo, con el uso de una técnica de amplificacion por PCR especifica de
alelo mutante, la deteccion de mutaciones de Braf en el ADN plasmatico, por ejemplo, en
pacientes con cancer de colon, completandose con una sensibilidad del 100% [7], [9], [20].
Por su parte, se ha utilizado tanto la secuenciacién directa del ADN como un método
colorimétrico de deteccion de genes para llevar a cabo el analisis de mutacién BRAF en la
citologia [16].

1.8  Diagnostico y tratamientos empleados contra el cancer de tiroides

1.8.1 Diagnostico

El diagnéstico precoz es crucial para el tratamiento del cancer de tiroides. Hay varios pasos
para diagnosticar la enfermedad que comienza con un analisis de sangre para verificar los
niveles de hormonas tiroideas. La deteccion de algunas anomalias en los niveles sanguineos,
como los niveles de TSH, los niveles de calcio, los niveles de tiroglobulina, los niveles de
hormonas T3y T4, se ha visto influenciada por la deteccion temprana de cancer de tiroides
[53].

El uso mas frecuente de procedimientos de diagndstico sensibles, que incluyen ultrasonido,
examen Doppler, técnicas de imagen como tomografia computarizada resonancia magnética
o tomografia por emisién de positrones y marcadores bioguimicos, ha aumentado la
deteccion de muchos tipos de cancer. En lo que respecta a la tiroides, los examenes de
ecografia y citologia [53] han identificado un nimero creciente de canceres de tiroides
pequefios y asintomaticos [28]. A su vez, el muestreo de nddulos tiroideos mediante biopsia
de aspiracion por aguja fina (FNA) con el examen citolégico posterior de las células
recolectadas es la herramienta de diagndstico més precisa y ampliamente utilizada en los
ultimos afios [9]. Especificamente, la aplicacion de la ecografia ha potenciado la deteccién
de pequefios nddulos tiroideos que habrian pasado desapercibidos en la préctica clinica (solo
el 40% de los nddulos tiroideos menores de 1,5 cm de didmetro maximo se descubren durante
un examen fisico). EI examen Doppler de los vasos del cuello y otros procedimientos de
imagen como la PET, por ejemplo, han aumentado la deteccion de tumores tiroideos
incidentales. Por su parte, el descubrimiento incidental de tumores tiroideos preclinicos en el
examen anatomopatoldgico puede ser mas frecuente debido al mayor uso de la escision
quirdrgica ampliada (tiroidectomia total o subtotal) para las enfermedades tiroideas no
malignas. [28]. En la Figura 13 se nota un corte longitudinal de un l6bulo tiroideo con un
pseudonddulo. La foto izquierda en modo B y la foto derecha, Doppler color del mismo sector
[54].
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Figura 13. Ejemplo de una ecografia de tiroiditis crénica [54]..

Al mismo tiempo, el uso de marcadores moleculares para la deteccion de oncogenes clave ha
venido a revolucionar el analisis clinico clasico, pues son muy prometedores para mejorar el
diagndstico de cancer en pacientes con nodulos tiroideos, a los cuales se les pueda ahorrar
los estudios y cirugias innecesarias con estas pruebas moleculares. La mayoria de los estudios
se han centrado en BRAFY®9E explicado en el subtema pasado, asi como mutaciones
puntuales BRAF y RAS y reordenamientos RET/PTC y PAX8/PPARY, con la posible adicion
del reordenamiento TRK, para el analisis de muestras de FNA de tiroides, y proteinas como
calcitonina y el antigeno carcinoembrionario [53]. Ademas de las mutaciones genéticas,
también se ha explorado la expresion de marcadores de mMRNA y miRNA para la evaluacion
diagndstica de muestras de FNA de tiroides [9]; seguido de la integracion de datos
multidmicos y mapeos de expresion de ARNm genes involucrados en el PTC.

Igualmente, es importante destacar que la combinacion del examen citologico y andlisis
molecular para tratar nédulos tiroideos es muy utilizada. Los nédulos positivos para
mutaciones indican un alto riesgo de cancer; por lo tanto, los pacientes con estos nodulos
pueden tratarse mediante tiroidectomia total. Los pacientes con nédulos que arrojan un
diagndstico indeterminado en la citologia, pero son negativos para mutaciones pueden
requerir una FNA repetida y una lobectomia diagnostica. Las pruebas moleculares de nédulos
que resultan negativos para malignidad mediante citologia disminuyen la tasa de resultados
citologicos falsos negativos. Las pruebas moleculares de muestras clasificadas como
malignas por citologia pueden identificar tumores positivos para BRAF, que pueden requerir
una cirugia mas extensa que los tumores negativos para BRAF [9]. En la Figura 14 se muestra
este proceso descrito para pruebas clinicas y moleculares [53].
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Figura 14. Metodologia llevada a cabo en un analisis molecular para una evaluacion diagnéstica positiva,
indeterminada y negativa para tratar pacientes con nédulos tiroideos. Figura modificada [53].

En EE. UU. y muchos paises europeos, los tratamientos estandar para PTC consisten en
tiroidectomia quirtrgica en practicamente todos los pacientes, seguida de ablacion con yodo
radiactivo en muchos pacientes. El Gltimo tratamiento aprovecha la avidez Unica de yodo
radiactivo de las células tiroideas a través de su capacidad para absorber y concentrar el
yoduro como sustrato para la sintesis de la hormona tiroidea, un proceso que requiere la
funcién normal de varios genes que manejan el yoduro de la tiroides. Aunque con estos
tratamientos los pacientes con PTC generalmente tienen una baja mortalidad, la enfermedad
puede reaparecer y, a menudo, progresar a una enfermedad incurable que es quirirgicamente
inoperable y carece de avidez por el yodo radiactivo.

1.8.2 Tratamiento sitio-dirigidos contra las proteinas cinasas.

Se ha informado anteriormente de que dirigirse a la via MAPK utilizando inhibidores de
MEK podria aumentar la expresion génica de la tiroides y la captacion de yodo radiactivo en
las células de cancer de tiroides y el melanoma [40].

Las quinasas controlan diversos eventos bioldgicos interpretando y propagando sefiales a
través de un dominio estructural altamente conservado. Una caracteristica clave de este
dominio es su capacidad para cambiar entre estados activo e inactivo ante una sefial
determinada, lo que permite la dinamica requerida en los sistemas de sefializacion bioldgica,
este interruptor generalmente implica movimientos coordinados de dos elementos
estructurales, el segmento de activacion (AS) y la hélice C (aC), donde las quinasas inactivas
comunmente tienen un AS compactado y una conformacion desplazada “hacia afuera” de aC
de manera que se rompe un puente salino entre la lisina catalitica de la hebra f3 y un
glutamato de aC; tras la activacion (a menudo desencadenada por la fosforilacion del AS), la
conformacion inactiva se interrumpe, lo que permite que tanto el AS adopte la posicion
requerida para la catalisis (el estado "DFG-in") y que aC cambie "hacia adentro" para formar
el puente salino catalitico [55].

Los eventos oncogénicos evitan el proceso de activacion de la quinasa a través de una
variedad de mecanismos, incluidas mutaciones (p. ej., BRAFV®E EGFR L858R), deleciones
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0 inserciones en marco (p. €j., deleciones del exon 19 de EGFR o inserciones del exdn 20),
amplificaciones (p. ej., ERBB2) y fusiones de genes (p. ej., fusiones BCR-Abl, BRAF). Las
mutaciones recurrentes en las familias HER y RAF (EGFR L858R y BRAFV5%%F) se agrupan
en regiones estructuralmente homoélogas dentro de sus AS. Las sustituciones cargadas de
estos residuos interrumpen la conformacion inactiva impulsada hidrofébicamente,
desplazando el equilibrio conformacional hacia la conformacion activa BRAFV6%E también
hace que la quinasa sea independiente de la activacion y dimerizacion de RAS para la
actividad [55].

Durante las Ultimas décadas, se han probado los inhibidores de la tirosina cinasa (TKI) in
vitro e in vivo para el cancer de tiroides papilar refractario al yodo radiactivo (RR-PTC), no
solo para inhibir la progresion tumoral, sino también con el objetivo de promover la expresion
del NIS y hacer que las lesiones respondan al radiofarmaco terandstico 1'% [15]. Los
inhibidores multicinasas, que actan sobre mdltiples componentes de la via MAPK, han
demostrado ser muy prometedores en el tratamiento de neoplasias malignas que albergan una
mutacion BRAF [20].

1.8.3 Farmacos inhibidores de las tirosinas cinasas.

En los ultimos afios, se ha realizado una considerable investigacion dedicada al cancer de
tiroides diferenciado, lo que ha llevado a la aprobacion de diversos inhibidores de quinasas
para su uso en el cancer de tiroides diferenciado, los cuales son antagonistas de las
multicinasas con propiedades antiangiogénicas, aunque se han estudiado otras clases de
farmacos en el cancer de tiroides diferenciado y son prometedoras para el tratamiento de
pacientes con enfermedad avanzada y ampliamente metastasica [8] (Figura 15).
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Figura 15. Farmacos dirigidos en maltiples proteinas de las vias MAPK y PI3K-AKT. Imagen adaptada [56].
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Se ha desarrollado una amplia gama de inhibidores para tratar canceres impulsados por
BRAF, EGFR y HER2, incluidos vemurafenib, erlotinib, gefitinib, lapatinib, entre otros.
Hasta la fecha, su eficacia se limita a subconjuntos de alteraciones oncogénicas [40].

Muchos de estos medicamentos son empleados en el tratamiento de distintos tipos de cancer
de tiroides. Por ejemplo, el vemurafenib, uno de los farmacos principales, ha sido aprobado
para melanomas metastasicos BRAFVSE si bien los tumores que albergan fusiones
de BRAF han sido resistentes preclinicamente a esta clase de inhibidores, otra clase de
inhibidores de RAF, como sorafenib, muestra eficacia contra estas alteraciones oncogénicas
[55]. Se ha informado que dirigirse a la via MAPK usando inhibidores de MEK podria
aumentar la expresion génica de la tiroides y la captacion de yodo radioactivo en células de
cancer de tiroides y melanoma [40]. El selumetinib, un inhibidor de MEK para el cancer de
tiroides diferenciado refractario al yodo radiactivo (RR-DTC), ha demostrado aumentar la
captacion tumoral de 1'?* en pacientes y, en otros ensayos, se mostré un aumento de la
captacion de 1'% después de la administracion de inhibidores de BRAF y MEK en la terapia
[15]. En el mismo sentido, el dabrafenib y sorafenib han expuesto el mismo mecanismos en
la captacion de yodo [40].

1.8.3.1 Efectos secundarios.

Todos los TKI tienen efectos secundarios notables, como hipertension, proteinuria, los dos
efectos secundarios mas comunes, seguidos de arritmia, trombosis, hemorragia y disfuncién
renal [57]. Los efectos adversos comunes asociados con sorafenib y lenvatinib son
hipertension, reaccion cutdnea de manos y pies, diarrea, erupcion cutanea, fatiga, pérdida de
peso y estomatitis, el aumento de la concentracion de TSH también es comun y es
particularmente preocupante para los pacientes con céancer de tiroides diferenciado, que
deben tener TSH suprimida [8].

En adicién, también existen los casos donde el tratamiento con el uso de inhibidores contra
las tirosinas cinasas, como BRAF, puede provocar el desarrollo de resistencia al inhibidor
que restringe su uso. Cuando sucede en el melanoma (metastasico), una forma de cancer
particularmente peligrosa que tiene un pronéstico muy malo y es resistente a muchas terapias
estandar contra el cancer, esto ayuda a estas células cancerosas a evadir el sistema
inmunoldgico [58].

1.8.4 Farmacos desarrollados para inhibir la proteina BRAFY69E,

1.8.4.1 Vemurafenib

Vemurafenib (PLX4032) [59] inhibe la serina-treonina quinasa BRAFVSE al unirse
selectivamente a su sitio de unidn a ATP y mejora la supervivencia entre los pacientes con
canceres mutantes BRAFV®®E (Figura 16 B). Aunque vemurafenib desempefia un papel
fundamental en la tumorigénesis impulsada por mutantes de BRAF, no todos los tipos de
tumores responden de manera uniforme a la terapia dirigida de BRAF para, por ejemplo,
ATC y cancer de colon [60]. Este farmaco es usado para el melanoma (metastasico) y esta
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bajo consideracion para los canceres de tiroides y colorrectal, caracterizandose por ser un
medicamento antimetastatico y antimelanoma extremadamente importante debido a su
inhibicion explicita de BRAFVS0E [58].

Los ensayos clinicos de vemurafenib en el carcinoma de tiroides también han demostrado
efectos antitumorales en pacientes con BRAFV5E -PTC metastéasicos o irresecables mutantes
refractarios al yodo radiactivo. Sin embargo, la tasa de respuesta general para vemurafenib
en el carcinoma de tiroides es mucho menor (29%) en comparacion con el melanoma
BRAF V69 nositivo y otros canceres no melanoma BRAF V8 positivos [6].

1.8.4.2 Sorafenib

El sorafenib (BAY 43-9006) [61] es uno de estos agentes terapéuticos que se dirige a los
receptores 1 a 3 de BRAF, CRAF, VEGF, el receptor del factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF) y las quinasas RET para inhibir la proliferacion tumoral y la angiogénesis
[20]. Es aplicado para el tratamiento de ciertos tipos de cancer, entre los que se encuentran
el carcinoma hepatocelular, el carcinoma de células renales avanzado y el carcinoma de
tiroides avanzado resistente al yodo radiactivo [58], [62] (Figura 16 A).

A pesar de su eficacia en el tratamiento del cancer de tiroides, sorafenib tiene una serie de
efectos secundarios que deben considerarse antes de iniciar la terapia. Los eventos adversos
mas comunes reportados incluyen diarrea, hipertension, fatiga y sindrome mano-pie, como
se habia mencionado anteriormente [20]. Ademas, se ha demostrado que el efecto de
sorafenib es similar al de la eliminacion de ARN de interferencia (ARNip) de BRAF,
inhibiendo la sefializacion intracelular mediada por BRAFV®®Ein vitro en modelos de
xenoinjerto y en células de carcinoma de tiroides, pero con efectos minimos sobre los

tirocitos normales [20].
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Figura 16. Estructuras quimicas de farmacos inhibitorios contra BRAF V6%,
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1.8.4.3 Dabrafenib

Dabrafenib (GSK2118436) [63], un potente inhibidor competitivo de ATP de la cinasa
BRAF, es selectivo para BRAF mutante en el cribado de paneles de cinasas, lineas celulares
y xenoinjertos [64]. Recientemente, se reporté que el dabrafenib puede inducir parcialmente
la captacion de yodo radioactivo en pacientes con cancer de tiroides refractarios a RAI [40]
(Figura 16 C).

Se ha exhibido como este inhibidor es bien tolerado y activo contra el cancer de tiroides
diferenciado con mutacién BRAF [64]. Igualmente, se ha investigado la combinacién del
dabrafenib con otros farmacos, donde en un estudio se concluyo que este antagonista mas
trametinib, es una nueva terapia dirigida de combinacion altamente prometedora para
pacientes con ATC mutado en BRAFV®%E que demuestra una alta tasa de respuesta general,
una duracion prolongada de la respuesta y una supervivencia prolongada con toxicidad
manejable [65].

1.8.4.4 Otros farmacos.

Existen otros farmacos que se han desarrollado para la inhibicion de Braf y otras proteinas
cinasas de la via MAPK. Aqui se expondran dos compuestos que fueron analizados in silico
con BRAFV5% para este proyecto. El primero de ellos es la oxima de (1E) -5- (1-piperidin-
4-il-3-piridin-4-il-1h-pirazol-4-il) -2,3-dihidro-1h-inden-1-ona, la cual pertenece a los
fenilpirazoles. Estos son compuestos que contienen un esqueleto de fenilpirazol, que consiste
en un pirazol unido a un grupo fenilo. Se dirige a la proteina serina/ treonina-proteina quinasa
Braf [66] (Figura 17 A).
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Figura 17. Estructuras quimicas de farmacos inhibitorios

El segundo es el XL281, un nuevo compuesto anticancerigeno disefiado para inhibir
potentemente la via de sefializacion RAS/RAF/MEK/ERK. La activacion mutacional de RAS
ocurre en aproximadamente el 30% de todos los tumores humanos, incluido el cancer de
pulmon de células no pequefias, pancredtico y de colon. XL281 es un inhibidor especifico de
las quinasas RAF, incluida la forma mutante de BRAF, que se activa en el 60% de los
melanomas, entre el 24 y el 44% de los canceres de tiroides y en el 9% de los canceres de
colon [67] (Figura 17 B).
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1.9  Tratamiento con esteroides para el cancer.

1.9.1 Sapogeninas esteroidales.

Las saponinas constituyen una gran clase de glucosidos triterpénicos y esteroides anfifilicos,
los cuales han exhibido un amplio espectro de actividades biolégicas y farmacoldgicas,
incluidos efectos citotdxicos, inmunoestimuladores, anticancerigenos y antimicrobianos
[68]. Diversos grupos o familias de las saponinas, como los esteroides espirostanicos,
furostanicos y colestanicos, han mostrado actividades anticancerigenas muy relevantes para
la farmacologia, de los cuales se profundizarad méas adelante.

Ademas, otros metabolitos secundarios como los alcaloides esteroideos, los terpenos, los
compuestos fendlicos, los flavonoides y las cumarinas se conocen como metabolitos
secundarios han sido expuestos como potenciales agentes anticancerigenos. Entre sus
mecanismos de accidon méas reportados estan la induccion de la apoptosis, arresto del ciclo
celular, efectos antiproliferativos y antimetastasicos. Entre los alcaloides mas estudiados por
su actividad antagonista en el cancer son los siguientes: tomatidina, solamargina, solasonina,
solasodina, ciclopamina, a-chaconina, entre otros [69]. En la Figura 18 se indican las
estructuras de los siguientes alcaloides: A) tomatidina, B) ciclopamina y C) solamargina).

A B

I

nmmo

N

W

Q)
o

W

OH

Ounm

HO\\\\\\\\\ 5
Figura 18. Ejemplos de alcaloides esteroideos con actividad anticancerigena.

1.9.2 Derivados y bioconjugados esteroidales.

Se han investigado diferentes derivados de esteroides contra diferentes tipos de cancer,
incluidos los de higado, mama, prostata y tumor cerebral. EI mecanismo de accion de los
derivados esteroides como farmacos contra el cancer es amplio, ya que pueden actuar como
inhibidores de enzimas, como los inhibidores del CYP17 para la terapia avanzada del cancer
de prostata, los inhibidores de la Sa-reductasa para el tratamiento de la hiperplasia prostatica
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benigna, o como inhibidores de la aromatasa y sulfatasa para el tratamiento del cancer de
mama [70].

Por citar algunos ejemplos, estudios anteriores informaron que las sapogeninas esteroidales
modificadas de cadena lateral (mostraron actividad citotoxica contra un amplio espectro de
lineas celulares cancerosas. Sandoval, et al., encontraron que mientras que la diosgenina
exhibia actividad citotdxica contra la linea celular de carcinoma cervical HeLa y CaSki, la
oxima de 23-acetildiosgenina mostr6 una actividad aumentada contra HeLa y CaSki. Por otro
lado, Santillan y colaboradores, describieron un conjunto de transformaciones en la cadena
lateral SS que resultd en la sintesis de una familia de 23-etiliden-26-hidroxi-22-oxo-
colestanos que exhibian actividad citotoxica contra las células CEM [71]. Debido a la gran
diversidad estructural de los esteroides citotoxicos, encontrar uno preciso es una tarea
complicada, si no imposible. Sin embargo, la evidencia recopilada de actividades
anticancerigenas permite la asociacion de la citotoxicidad con la presencia de ciertas
subestructuras. Fuchs, et al., sugirieron que los iones oxocarbenio, formados como resultado
de la escision de restos espirocetales, pueden actuar como agentes alquilantes de
biomoléculas nucledfilas y que esto subyace a la citotoxicidad observada en cefalostatinas y
ritterazinas. Aunque esta hipotesis ain no esta confirmada, el gran nimero de espirocetales
esteroides citotoxicos, asi como la relacion inversa entre la citotoxicidad y la entalpia de la
formacion de iones oxocarbenio sugieren que esta supuesta explicacién puede estar, al
menos, bien orientada [71].

Pasando con las investigaciones con bioconjugados, Yan, et al., sintetizaron la biblioteca de
conjugados 82 y 84 de aminoécido N-estradiol protegidos mediante el acoplamiento de 17f-
aminoester 1,3,5(10)-trien-3-ol 81 o 17p-hidrazonoestra-1,3,5(10)-trien-3-ol con diferentes
aminoacidos como alanina, fenilalanina, leucina, acido aspartico y lisina mediante catalisis
usando subtilisina Carlsberg. Los estudios in vitro revelaron que las afinidades de unién entre
los receptores de estrogeno y los conjugados de estradiol eran afectados por las propiedades
de los aminoacidos conjugados, pero el cambio en las propiedades de union no alterd la
actividad biolégica contra las lineas celulares MCF-7 y HelLa [72].

En otro intento, Li, et al., sintetizaron varios conjugados diméricos de éacido biliar-
aminoacido mediante el acoplamiento de acido cdlico y desoxicélico con aminoacidos como
L-cistina dimetil éster diclorhidrato y L -clorhidrato de éster metilico de lisina en DMF
usando HBTU como reactivo de acoplamiento y trietilamina como base. Se realizd una
desproteccion adicional del éster metilico usando LiOH para obtener acidos carboxilicos.
Todos los compuestos sintetizados se seleccionaron para determinar su actividad
anticancerigena contra la linea celular MCF-7 de céncer de mama humano mediante el
ensayo MTT estandar. Se encontrd que algunos analogos desprotegidos eran menos activos
contra MCF-7 con IC50> 50 puM, lo que puede atribuirse a la interferencia del grupo acido
carboxilico con el exterior lipofilico, alterando asi las conformaciones anfifilicas intercaladas
responsables de la actividad deseada [72].
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Figura 19. Ejemplos de derivados esteroideos anticancerigenos [72].

Agarwal, et al., sintetizaron amidas aromaticas / heteroaromaticas de 4cidos biliares unidas a
través de aminodacidos usando EDCI, HOBt como reactivos de acoplamiento y las probaron
contra tres lineas celulares de cancer humano HT29 (colon), MDAMB231 (mama), U87MG
(glioma) y una linea celular humana normal HEK293T (rifién). Algunos compuestos que
contienen fenilo, benzotiazol y 4-metilfenilo, respectivamente, mostraron potente actividad
anticancerigena contra lineas celulares de cancer de mama humano con respecto al cisplatino.
La actividad observada fue comparable con respecto a la doxorrubicina. Entre los derivados
sintetizados de &acidos colico y desoxicolico, se encontré que los compuestos que contienen
un grupo arilo en la cadena lateral son mas activos que los derivados sustituidos con arilo o
heteroarilo. Se encontr6 que la mayoria de los compuestos eran seguros contra la linea celular
humana normal HEK293T a una concentracion de 25 uM [72]. En la Figura 19 se muestran
algunos ejemplos de los derivados esteroidales: (A) Conjugados de tirosina-colesterol. (B)
Complejo esteroide-platino. (C) Amidas aromaticas/heteroaromaticas de &cidos biliares
unidas a aminoécidos

1.10 Familias esteroideas.

Las saponinas esteroides comprenden una clase diversa de glucésidos vegetales que poseen
una amplia gama de actividades bioldgicas interesantes. De acuerdo con la estructura de las
sapogeninas, las saponinas esteroides se pueden dividir en tres clases: las saponinas
colestanicas, las espirostanicas y las furostanicas [73] (Figura 20).
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Figura 20. Esqueletos de aglicona representativos de saponinas esteroidales. Imagen adaptada. [68].

1.10.1 Furostanos

El nombre furostano se usa para compuestos con configuraciones en todos los centros
asimétricos en su estructura excepto la posicion 5, 22 y, si se sustituye la posicion 26, también
25 [74]. Las saponinas furostanicas tienen un sustituyente beta-D-glucopiranosa en el 26-OH
y otra cadena de azlcar unida, generalmente, en el 3-OH con pocas excepciones, el residuo
26-O-glucopiranosilo se escinde facilmente por las enzimas presentes en las plantas y en
condiciones &cidas de aislamiento, esto conduce al cierre del anillo F. Por lo tanto, las
saponinas de furostano se consideran precursoras de las de los espirostanos correspondientes
en las plantas. Esta es también la razon por la que el reconocimiento de su existencia fue
mucho mas tardio que el de las saponinas de colestano y espirostano [73], [75]. En la Figura
21 A se dibujo la estructura del 5B-furostano y la 21 B la del (25R)-5a-Furost-20(22)-ene-
3p,26-diol o por su nombre comun: pseudotigogenina [76].

HO
Figura 21. Ejemplos de furostanos.

1.10.2 Piranos

El pirano se caracteriza por un sistema de anillos de seis miembros, como motivo estructural
importante, también se encuentra en una amplia gama de compuestos biolégicamente activos
y se sabe que tiene amplias aplicaciones en quimica médica [77]. Los derivados del pirano
son de considerable interés tanto en la industria como en el mundo académico debido a sus
potenciales actividades biolégicas y medicinales, como analgésicas, anticancerigenas,
antiinflamatorias, antibacterianas y también sirven como inhibidores potenciales de la
quinasa Chk-1 humana (Figura 22). Ademas, las aplicaciones de los esteroides de la familia

52



piranica no solo se encuentran en ingredientes farmacéuticos y agroquimicos biolégicos, sino
que también constituyen una unidad estructural de varios productos naturales [78].

OH

Figura 22. Derivado de pirano sustituido: un inhibidor de la quinasa Chk-1 humana [78].

Investigaciones han explorado el potencial de los oxindoles y los piranos, resaltando la
importancia de los oxindoles esteroidales para conferir actividades citotoxicas. En el articulo
de Yu, et al., se disefiaron una serie de hibridos de pirano-oxindol esteroidales, incorporando
andamios clave tanto de oxindol como de 2-imino-3-ciano pirano, con el objetivo de obtener
agentes citotdxicos potentes y selectivos. Ademas, también se exploraron los efectos sobre
el ciclo celular y el posible mecanismo de induccion de la apoptosis [77].

1.10.3 Espirostanos
En los espirostanos, tanto los derivados 25R como los 25S se encuentran en la naturaleza,
por lo que también debe especificarse la configuracion C-25 [79] (Figura 23A, 5B-
espirostano). Se ha relacionado estos compuestos con una amplia gama de actividades
metabdlicas, como la citotdxica y anticancerigena, en especial en un compuesto de esta
familia: la diosgenina.
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Figura 23. Estructuras de espirostanos.

La diosgenina (Figura 23B) es una sapogenina esteroidea espirocetal C27 disponible en
abundancia en la naturaleza. Esta presente principalmente en forma de saponina en las
plantas, incluidas las especies Trigonella, Dioscorea, Costus y Smilax. En la medicina
tradicional, se utiliza como agente antihipercolesterolemia, antihipertriacilglicerolemia,
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antidiabetes y antihiperglucemia [80] [81]. Se ha demostrado que la diosgenina se dirige a
multiples vias de tumorigénesis, que incluye proliferacion, apoptosis, angiogénesis, invasion
e inmunosupresion inducida por tumores en diversas células tumorales y modelos de cancer
in vivo. Sin embargo, no existen informes en la literatura que elaboren el efecto de la
diosgenina en la cascada de sefializacion ROS-ASK1-MAPK en células HepG2; aunque, se
ha investigado la participacion de ASK1 en el proceso apoptético de las células HepG2
tratadas con diosgenina, actuando como un agente quimiopreventivo. Se ha demostrado que
la diosgenina genero fuertemente ROS y este estrés oxidativo indujo la apoptosis a través de
la activacion de ASK1, que son sefiales ascendentes criticas para la activacion de p38 MAPK
/ INK en células cancerosas HepG2 [81].

1.10.4 Colestanos

Los brasinoesteroides se derivan del esqueleto de carbono Sa-colestano. Sus variaciones
estructurales ocurren debido a la sustitucién en los anillos Ay B, asi como en la cadena lateral
C-17 [82].

Pasando a la actividad bioldgica asociada con los colestanos, en el estudio de Chen y
colaboradores, se analizd la actividad anticancerigena de diversas sapogeninas colestanicas
de la planta Ornithogalum saundersiae Baker. Se han aislado muchos compuestos
colestancos de esta planta, varios de los cuales tienen una potente actividad citotdxica contra
las células tumorales [83], entre ellas la saponina OSW-1 del glucésido de colestano, siendo
este un compuesto muy activo contra un amplio espectro de células cancerosas [84],
obteniéndose buenos resultados de citotoxicidad especifica hacia la linea celular MCF 7 [83].
Por otro lado, en el articulo de Réarovd y su equipo, se encontré que dos derivados
funcionalizados de colestano activos influyen fuertemente en la viabilidad celular, la
proliferacién, la distribucion del ciclo celular, la apoptosis y las vias moleculares
responsables de estos procesos en lineas celulares de cancer de mama sensibles/insensibles a
hormonas [85]. Algunas de las estructuras quimicas mas conocidas de esta familia se
encuentran en la Figura 24: (A) 4,4,14-trimetil-Sa-colestano o lanostano y (B) 4,4,14-
trimetil-9,19-ciclo-5~9~colestano o cicloartano.

1.10.5 Bisnorlactonas

Las lactonas son estructuras quimicas constituidas por ésteres carboxilicos ciclicos. Las
lactonas naturales y sintéticas exhiben un amplio espectro de actividades bioldgicas tales
como actividades antihelminticas, antimicrobianas, antiinflamatorias y antitumorales [86].
En el reino vegetal, las lactonas esteroidales se presentan como glucdsidos, compuestos que
consisten en un resto de azlcar unido a una aglicona esteroide. Las lactonas bisnorcolanicas
constan de cinco anillos condensados, con un total de 22 a&tomos de carbono. Entre esas
moléculas, existen variaciones en las estructuras, especificamente, diferente estereoquimica
en la union del anillo A/B (50- y 5B-esteroides), doble enlace C5-C6, funcionalizacion 12
oxo, etc. Estas bisnorlactonas también pueden ser producidas por las reacciones de las
sapogeninas esteroidales [84].
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Figura 24. Ejemplos de colestanos.

En el estudio de Sato y colaboradores, se aislaron varios bisnor- y norditerpenoides con
potentes actividades citotdxicas contra las células de leucemia murina P388 y se
determinaron sus estructuras [87].

1.10.6 Bioconjugados

Se ha demostrado que las moléculas esteroidales dependen de las caracteristicas estructurales
del sistema de anillos de esteroides o de la cadena lateral, por lo que esta modificacion
quimica del esteroide proporciona una forma de alterar los grupos funcionales y se han
establecido numerosas relaciones estructura-actividad por tales alteraciones sintéticas [78].
Las modificaciones quimicas del sistema de anillos de esteroides y la cadena lateral
proporcionan una forma de alterar los grupos funcionales y se han establecido numerosas
relaciones estructura-actividad mediante tales alteraciones sintéticas [78]. Los bioconjugados
formados por la conjugacion de dos o méas de tales moléculas bioactivas han mostrado una
variedad de aplicaciones en biologia, microelectrdnica, ciencias de los materiales y ciencias
farmacéuticas. Se sabe que los bioconjugados hibridos, conjugados de estructuras esteroides
tienen un amplio perfil de actividad biol6gica [72] (Figura 25).

Se sabe que los conjugados esteroideos con poliaminas, aminoécidos, carbohidratos,
heterociclos bioactivos y conjugados bis-esteroideos con diversas caracteristicas
estructurales muestran inmensas aplicaciones farmacoldgicas. Entre los diversos conjugados
de este armazon bioactivo tetraciclico, los conjugados de aminoacidos esteroides (SAAC)
son excepcionalmente atractivos debido a la posibilidad de un ajuste fino de la anfifilicidad
con la posicion, orientacion y naturaleza de los aminoéacidos. Los SAAC son moléculas
anfifilicas naturales y sintéticas; la estrategia de conjugacion proporciona un acceso facil para
alterar las propiedades fisicoquimicas de estas moléculas. Recientemente, se han explorado
los SAAC por sus aplicaciones como antimicrobianos, antioxidantes, agentes antiarritmicos,
agentes anticancerosos y se sabe que actlian como agentes neuroprotectores en la enfermedad
de Alzheimer, asi como imitadores de factores transcripcionales [72].
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Figura 25. Potenciales aplicaciones de los bioconjugados esteroidales. Figura modificada [72]

1.11  Usosy aplicaciones del acoplamiento molecular.

La industria farmacéutica basada en la investigaciéon ha empleado cada vez mas métodos
modernos de quimica médica, incluido el modelado molecular, como herramientas poderosas
para el estudio de las relaciones estructura-actividad (SAR). Ademés de los datos
farmacodindmicos (p. Ej., potencia, afinidad, eficacia, selectividad), también se han
estudiado las propiedades farmacocinéticas (ADMET: absorcion, distribucion, metabolismo,
excrecion y toxicidad) mediante la aplicacion de estas metodologias [88]. Estos enfoques se
han aplicado como valiosas herramientas de descubrimiento de farmacos tanto en la
academia como en la industria, debido a su versatilidad y carécter sinérgico (Figura 26). La
integracion de estos enfoques se ha empleado con éxito en una serie de investigaciones de
datos estructurales, quimicos y biolégicos [88]-[90].

El docking o acoplamiento molecular es un procedimiento computacional que intenta
predecir la union no covalente de macromoléculas o, mas frecuentemente, de una
macromolécula (receptor) y una molécula pequefia (ligando) de manera eficiente, a partir de
sus estructuras no unidas, estructuras obtenidas de simulaciones de MD o modelos de
homologia, etc. [88]-[90]. El objetivo es predecir las conformaciones ligadas y la afinidad
de unidn, jugando un papel importante al colocar una molécula en el sitio activo de la
macromolécula objetivo, por medio del analisis de la conformacion y la orientacién
(denominadas en conjunto como la "pose™). [90]-[92].
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logia estructural

Figura 26. Resumen de un enfoque clasico de un analisis de acoplamiento molecular. Imagen adaptada. [88]—
[90].

1.11.1 Estudios de docking molecular involucrados con el cancer y patologias
relacionados con la glandula tiroides.

Debido al incremento de casos de cancer de tiroides a nivel mundial, la sintesis de nuevos
agentes terapéuticos ha ido en aumento, habiendo cada dia mas investigaciones de candidatos
a farmacos para tratar esta enfermedad. La publicacion del equipo de Valarmathi DFT sobre
la molécula de 1-amino-5-cloro-antraquinona (ACAQ) reportd, en el analisis de
acoplamiento molecular, que la molécula ACAQ inhibe la accion de la proteina c-Met
quinasa, que esta asociada con el cancer de tiroides, allanando el camino para el desarrollo
de nuevos farmacos en el tratamiento del cancer de tiroides [1].

Por otro lado, un ensayo multiomico para elucidar los biomarcadores involucrado en el PTC
aplico simulaciones de reposicionamiento de farmacos y acoplamiento molecular revelando
que 5 farmacos (proclorperazina, meclizina, rottlerina, cefalina y tretinoina) pueden ser Utiles
en el tratamiento del PTC [53]. Aunado al anterior articulo citado, en el estudio de Sa y
colaboradores, se demostrd que un lector de m6A, IGF2BP2, estaba anormalmente regulado
al alza y la sefializacion de ERBB se activo especificamente en células PTC con resistencia
adquirida a selumetinib, un inhibidor de MEK del cancer de tiroides diferenciado refractario
al yodo radiactivo. Mecanicamente, IGF2BP2 promovi0 la expresion de la proteina ERBB2
al reconocer los sitios de metilacion de m6A del mMRNA-CDS de ERBB2, que moduld
positivamente la eficiencia de traduccion de ERBB2 y exacerb0 la activacion constitutiva de
las vias de sefializacién involucradas en el proceso de desdiferenciacion de PTC [15].

Por su parte, para combatir otros subtipos de cancer de tiroides, como el ATC, se ha evaluado
la actividad terapéutica potencial de nuevos taxoides en células ATC; usando ensayos de
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polimerizacion de tubulina y andlisis de acoplamiento molecular. Se encontrd que los
taxoides DFV promovieron una polimerizacion mas rapida de p-tubulina que paclitaxel, un
farmaco quimioterapéutico muy empleado para tratar el cancer de tiroides [25].

1.11.2 Estudios de docking molecular con la proteina BRAFV60E,

Se han probado diversas moléculas con propiedades anticancerigenas para inhibir a
BRAFYS%E  por poner algunos ejemplos, en el protocolo de Ui-Haq y colaboradores se
realizé una simulacién de acoplamiento molecular y QSAR 3D para evaluar las interacciones
del ligando dentro de los sitios activos de BRAFV®YE, Se seleccionaron de la literatura tres
conjuntos de datos diferentes de diferentes estructuras centrales y la nueva serie seleccionada
de compuestos exhibié una mayor potencia inhibidora como antagonistas de BRAF V6% en
comparacion con los compuestos informados en otros estudios in silico [93]. En la Figura 27
se exhiben las iméagenes del estudio de docking del estudio previamente citado, con
BRAFVSOOE.

Figura 27. Alineacion de los compuestos a, b y ¢ respectivamente, en el sitio activo de BRAFY®F en un estudio
de docking molecular [93].

La 4H6TP es un tipo de deshidrochalcona, una especie de derivado flavonoide, el cual es
reconocido principalmente por sus propiedades anticancerigenas, antioxidantes,
anticancerigenas y antiinflamatorias; ademas, estudios recientes han indicado que el 4H6TP
juega un papel importante al poseer potentes efectos anticancerigenos a través de varias vias
de sefializacion molecular. En un articulo de Govindammal, et al., de docking molecular se
determind la naturaleza inhibidora de la molécula 4H6TP se muestra por los resultados de
acoplamiento molecular que es contra la proteina mutante Braf que puede actuar como un
posible farmaco para agentes anti-NSCLC con una energia de unién més baja de - 7.39 kcal
/ mol [48].

En adicion, otro ejemplo de sintesis de inhibidores de Braf mutante es la sintesis varios 4-
acetamidoalquilpirazoles nuevos para su evaluacion como posibles inhibidores de COX-2 y
BRAF mediante estudios de acoplamiento molecular, consiguiendo productos con la
potencia de los efectos inhibidores de Braf y COX-2 con una mayor afinidad de union a la
primera de ellas que a la proteina COX-2 [94].
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1.11.3 Estudios de docking molecular con esteroides con la proteina BRAFY60E,

\En resumen, se disefio, prepar6 y probaron una serie de nuevos inhibidores de BRAF que
contienen un ndcleo de 4,5-dihidropirazol, para determinar su actividad inhibidora contra
BRAF. Los resultados mostraron que estos compuestos poseian una potente actividad
antiproliferativa contra la linea celular de melanoma humano BRAF y WM266.4, con valores
inhibidores de ICso y Glso en un rango micromolar bajo. EI modelo QSAR también se
construyd con los datos de actividad y las conformaciones de unién para proporcionar una
herramienta confiable para el disefio racional de nuevos inhibidores BRAF [49]. En la Figura
28 se coloco la ruta de sintesis orgénica de los compuestos 1-35, donde los reactivos y
condiciones en la fase, para a) fueron EtOH; en la b) NH2-NH2-H20, EtOH y reflujo; mientras
que en la parte c) se emple6 EDC-HCI, ClH> y reflujo [49].|
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Figura 28. Sintesis de los compuestos pirazlicos probados en BRAFY62E[49]. |
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2 OBJETIVOS

2.1 Obijetivo general

Evaluar si el efecto in silico de compuestos de aminoésteres esteroidales presentan un
potencial poder inhibitorio con la proteina BRAFV%E relacionada con el cancer de tiroides.

2.2 Obijetivos particulares

. Disefiar moléculas formadas a partir de la estructura de 5, familias esteroidales
(familia pirénica, furostanica, colestanica, espirostanica y bisnorlactonica) y de los
20 aminoécidos.

Il.  Analizar, por medio de un estudio de docking molecular, la energia de afinidad, asi
como los principales residuos y los tipos de interacciones que se estén formando, de
cada molécula disefiada contra la proteina BRAFY60E,

I1l.  Desarrollar un estudio de farmacocinética, mediante un analisis ADME, con las
moléculas que hayan presentado los mejores resultados en su energia de acoplamiento
con BRAFV600E,
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3 METODOLOGIA

La metodologia que se asumié para desarrollar el estudio in silico en que se sustenta esta
tesis es la siguiente:

1.

10.

11.

12.

Disefio de aminoésteres esteroidales de 5 familias distintas (bisnorlactonica,
colestanica, espirostanica, furostanica y piranica) en ChemDraw.

Busqueda en la literatura sobre las principales oncogenes y proteinas relacionadas
con el cancer de tiroides, hasta la seleccion de la proteina BRAFV60E,

Seleccién de una estructura cristalografica en el Protein Data Bank (PDB)
perteneciente a la proteina elegida para el estudio in silico: el cristal de BRAFV60E,
verificando su estructura terciaria y ligandos enddgenos.

Verificacion de las estructuras quimicas de los farmacos inhibidores de BRAFV600%
mayormente estudiados y/o aplicados en la quimioterapia contra el cancer de tiroides,
eligiendo 5 inhibidores para tomarlos como referencia (vemurafenib, sorafenib,
dabrafenib, XL281 y una oxima pirazélica) para los estudios consiguientes.
Preparacion de la macromolécula y ligandos para su analisis en AutoDock Vina y
CB-Dock; ademaés de aplicar otros softwares de modelamiento molecular como Chem
3D y Quimera para reducir la energia conformacional de las moléculas y obtener las
salidas en formatos .pdb, .mol2 y .pdbqt.

Obtencion de las respectivas energias de afinidad por medio de un estudio de docking
molecular en Autodock Vina de los compuestos disefiados, asi como el de los
farmacos de referencia, empleando 10 repeticiones por molécula.

Analisis de los valores energéticos otorgados por Vina elaborando diagramas de
energia de afinidad por familia.

Estudio estadistico de ANOVA de una via y de Tukey de todo el conjunto de datos.
Anélisis comparativo de los resultados del docking molecular entre Vina y CB-Dock,
tomando de referencia los inhibidores elegidos.

Disefio de las curvas ROC con el célculo de sensibilidad y especificidad para cada
conjunto de moléculas, al igual el AUC de cada curva para validar los test.

Prueba de interaccion entre las mejores moléculas consideradas y los residuos
aminoacidicos mas relevantes de BRAFV8E mediante el programa Discovery Studio.
Comprobacion de las caracteristicas fisicoquimicas y farmacocinéticas de los mejores
compuestos seleccionados por medio de la plataforma SwissADME.
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4 DISCUSION DE RESULTADOS
Los resultados obtenidos se dividieron en 5 grupos:

= Energéticos, en donde se evalud la energia de acoplamiento de cada molécula con
BRAFVGOGE.

= Estadisticos, comparando los valores reportados para estimar los mejores grupos y
moléculas.

= Curvas ROC, mostrando un analisis comparativo con la energia de afinidad con la
plataforma CB-Dock.

= Interaccionales, en los cuales se analizaron las principales interacciones de los
mejores compuestos con los residuos de la proteina diana.

= ADME, comprobando las caracteristicas fisicoquimicas, bioldgicas vy
farmacocinéticas, principalmente, de las moléculas candidatas para su uso como
farmacos suministrados por via oral.

En la Figura 29, se muestra el diagrama general de las moléculas utilizadas en este estudio in
silico. Para esto, se disefiaron 105 moléculas en ChemDraw, un programa para el dibujo de
moléculas, tomando como base 5 estructuras esteroidales, reconocidas por formar 5
diferentes familias dentro de las sapogeninas: (1) Bisnorlactona, (2) colestano, (3)
espirostano, (4) furostano y (5) pirano. Los esqueletos de los 5 esteroides previamente
descritos fueron enlazados con cada uno de los 20 aminoécidos a través del grupo hidroxilo
en C3, formando més de una centena de bioconjugados para su posterior evaluacion
bioinformética, para su estudio a niveles energéticos, interaccional y de sus propiedades
ADMET.

4.1  Resultados de energia de acoplamiento.

El primer estudio realizado consisti6 desarrollar un anlisis de docking molecular de los mas
de 100 agentes inhibidores presentados anteriormente con la proteina diana. Se selecciono la
estructura cristalina 5JT2 [95], la cual pertenece a la proteina mutada BRAFV%°F formando
un complejo con la Vem-BisAmida-2, un compuesto que contiene dos moléculas de
vemurafenib conectadas por un enlazador bis amida. En la investigacion se demostré que
Vem-BisAmida-2 tiene una potencia inhibidora comparable como vemurafenib a
BRAFY%E tanto in vitro como en células, pero promueve un BRAFY%E dimérico incapaz
de someterse a transactivacion [96].

El acoplamiento molecular de cada de molécula se llevo a cabo en software Autodock Vina
[90], en donde el sitio de interaccion de este inhibidor probado experimentalmente se tomo
como punto de referencia para ubicar los compuestos probados en el anélisis de afinidad,
ademas de que con ayuda de la herramienta de “Grid Box” en Vina se fijaron la coordenadas
para interaccionar directamente con el sitio activo de Braf. Los resultados sobre el docking
molecular aparecen en los siguientes subtemas.
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Figura 29. Diagrama de las moléculas disefiadas para el estudio in silico.

4.1.1 Familia colesténica
Los resultados de energia de afinidad para esta familia mostraron ser en su mayoria bajos,

estando la mayoria entre -6.5 y -7.5 kcal/mol, en donde los valores mas altos fueron para el
C-Tyr y C-Trp con -8.5 kcal/mol para ambos casos, asi como el C-Phe, con -8.7 kcal/mol,
siendo esta molécula la mas elevada en su energia de acoplamiento. Como se observa en el
diagrama, estos dos compuestos no consiguieron alcanzar al 1-XL2, el cual es el f&rmaco de
referencia con la energia libre de Gibbs (AG®) més baja (Gréfico 3). La gréafica demuestra las
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energias de afinidad obtenidas en AutoDock Vina para inhibidores (barras verdes) y los
aminoésteres colestanicos evaluados (barras anaranjadas) con la proteina BRAF Y69 (5JT2)
[95]. Las lineas verticales son una referencia del valor energético de los farmacos I-XL2, I-
Drae I-Vem. Estas lineas de referencia se mantuvieron en los diagramas de todas las familias.
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Gréfico 3. Diagrama energético de la familia colestanica.

4.1.2 Familia espirostanica

La familia espirostanica obtuvo valores de afinidad mas altos a comparacion de los
aminoésteres colestanicos, con resultados que oscilan entre -8 y -9 kcal/mol, sobresaliendo 4
moléculas con alta energia: la E-His y la E-Pro, con -9.4 kcal/mol;y la E-Tyr y E-Trp, con
-10.1 kcal/mol para ambas. También es de trascendencia que estos 4 compuestos superaron
al inhibidor I1-XL2, habiendo una mayor diferencia entre los esteroides de tirosina y
triptéfano. En el Grafico 4 se indican las energias de afinidad obtenidas en AutoDock Vina
para inhibidores (barras anaranjadas) y los aminoésteres espirostanicos evaluados (barras
amarillas) con la proteina BRAFV®%E (55T2) [95].
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Gréfico 4. Diagrama energético de la familia espirostanica.

4.1.3 Familia furostanica

Esta familia esteroidal también consiguié valores energéticos favorables, estando
préacticamente todos los compuestos por debajo -8.0 Kcal/mol. En la grafica se observa como
hay nuevamente 4 moléculas que sobrepasan al I-XL2: Fur (-9.4 kcal/mol), el cual es
destacable mencionar que este compuesto es Unicamente un furostano sin ningin aminoacido
enlazado; F-Phe (-9.3 kcal/mol), F-Tyr (-9.4 kcal/mol) y F-Trp (-10.1 kcal/mol),
repitiéndose el mismo valor para esta Gltima molécula en la familia espirostanica (Gréafica 5).
Este diagrama de afinidad presenta los valores energéticos obtenidos en AutoDock Vina para
los farmacos (barras rojas) y los aminoésteres furostanicos evaluados (barras azules) con la
proteina BRAFVSE (5JT2) [95]. Se mantuvieron las lineas de referencia del valor energético
de los farmacos I-XL2, I-Dra e I-Vem.
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Gréfico 5. Diagrama energético de la familia furostanica.

4.1.4 Familia piranica

Se reportaron resultados un poco mas bajos para estos aminoésteres piranicos a comparacion
de las dos Gltimas familias, pero en general superiores a los del grupo de los colestanos. Aun
asi, se estimaron 3 energias de afinidad superiores al I1-XL2, descritas a continuacion: P-Tyr
y P-Trp, ambos con un valor de -9.3 kcal/mol; y la P-Phe, con -9.6 kcal/mol, siendo este
ultimo el mas alto para esta familia (Grafico 6). En el diagrama energético de los
aminoésteres piranicos se reflejan las energias de afinidad otorgadas por AutoDock Vina para
los antagonistas de referencia (barras anaranjadas) y los compuestos piranicos evaluados
(barras azules) con la proteina BRAF V6% (5JT2) [95].
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Gréfico 6. Diagrama energético de la familia piranica.

4.1.5 Familia bisnorlacténica

Algunos compuestos esteroidales de esta familia resultaron ser de los mas altos en general
para todas las moléculas evaluadas en este estudio, notandose buenos valores, mayores a -8
Kcal/mol en su mayoria. Los aminoésteres B.Tyr, B-Phe y B-Trp, con energias de afinidad
de -9.4,-9.6 y -10.9 kcal/mol respectivamente, fueron los valores mas sobresalientes de este
grupo, superando al farmaco de referencia I-XL2, y en el caso de B-Trp, al mismo tiempo,
rebaso a I-Dra, el cual obtuvo un -10.8 Kcal/mol de afinidad con BRAFY®%% por una décima,
colocando como un candidato directo para la sintesis organica. Para finalizar con la Gréafica
7, se exhiben los valores energéticos obtenidos en AutoDock Vina para inhibidores (barras
moradas) y los aminoésteres bisnorlactonicos probados (barras verdes) con la proteina
BRAFVE0E (55T2) [95].
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Familia bisnorlactonica
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Gréfico 7. Diagrama energético de la familia bisnorlacténica.

4.2 Analisis estadistico.

Para esta parte del estudio se desarrollé un analisis de estadistico de las 105 moléculas
disefiadas para el proyecto, en donde se clasificaron para todos los compuestos en relacion
con la familia esteroidal perteneciente, el aminoacido que estaba enlazado al respectivo
esqueleto esteroidal y su clase quimica, teniendo una variable independiente (energia de
afinidad) y las 3 variables dependientes brevemente mencionadas. Primero se evalud la
distribucion de los datos, en torno a sus valores energéticos, para determinar con que prueba
estadistica se iban a analizar los resultados. Finalmente, se empled un test de normalidad, un
ANOVA de una via para ser mas especificos, para observar la tendencia que poseian las
moléculas y asi determinar qué tipo de aminoésteres y qué familias presentaban los mejores
valores.

4.2.1 Prueba de normalidad.

Las pruebas para determinar la distribucion normal de un conjunto de datos son de gran
utilidad en los andlisis estadisticos [97]. Existen multiples métodos de normalidad, aunque el
empleado en este estudio fue la prueba de Anderson-Darling, la cual compara la funcion de
distribucion acumulada empirica (ECDF) de los datos de la muestra con la distribucion
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esperada si los datos fueran normales. Por lo general, entre las pruebas que se basan en la
funcion de distribucion empirica, esta prueba tiende a ser mas efectiva para detectar
desviaciones en las colas de la distribucion [98], [99].

Para esta primera parte, se realizé una prueba de Anderson-Darling para estimar si las
moléculas esteroidales (N=105) presentaban una distribucion normal, tomando como
referencia las energias de afinidad de cada compuesto. Si el nivel de significancia, denotada
por el valor p, es mayor a 0.05 en este caso, la decision es que no se puede rechazar la
hipétesis nula, ya que no hay suficiente evidencia para concluir que los datos no siguen una
distribucion normal. Se determiné que los datos tuvieron un valor de p superior a 0.05
(p=0.126) por lo cual presentan una normalidad, ademas de tener un promedio de -8.2
kcal/mol, como se observa en el Grafico 8.

Gréfica de probabilidad de EA(kcal/mol)
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Gréfico 8. Prueba de normalidad de Anderson-Darling de los valores de energia de afinidad de las 105
moléculas evaluadas.

Ya comprobada la normalidad de los datos, se llevd a cabo un analisis de ANOVA
comparando las medias y varianzas de los valores de energia de afinidad en tres grupos de
analisis: Familia esteroidal a la que pertenecian los compuestos, el tipo de aminoacido y el
aminoécido como tal que estaban ligados a los esqueletos de los esteroides. Hablando un
poco sobre la prueba de ANOVA, es un conjunto de técnicas estadisticas de gran utilidad y
ductilidad. Es atil cuando hay mas de dos grupos que necesitan ser comparados, cuando hay
mediciones repetidas en mas de dos ocasiones, cuando los sujetos pueden variar en una o
mas caracteristicas que afectan el resultado y se necesita ajustar su efecto o cuando se desea
analizar simultaneamente el efecto de dos 0 més tratamientos diferentes. Especificamente, se
aplicd el analisis de ANOVA de una via o factor, que se emplea cuando existe una sola
variable independiente para clasificar a los sujetos y dos o mas niveles (que definen los
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grupos) de ella. [100]. Por otro lado, también dentro de este estudio estadistico, también se
evaluaron los resultados con la prueba de Tukey. Este método de evaluacion de medias entre
grupos de estudio se caracteriza por la ventaja de mantener el nivel del error tipo I (es decir,
encontrar una diferencia cuando no existe) igual al nivel alfa elegido (por ejemplo, a.=.05 o
a=.01); una ventaja adicional de la prueba de Tukey es permitir el calculo de intervalos de
confianza para las diferencias entre las medias [101].

4.2.2 Energia de afinidad vs Familia

Primero se realiz6 un analisis de varianza contemplando como hipo6tesis nula que “todas las
medias de las 5 familias son iguales”; mientras que la hipétesis alterna afirmaba que “no
todas las medias son iguales™, y teniendo un nivel de significancia de 0.05 (Tabla 3).

Tabla 3. Analisis de varianza por familias

Anadlisis de varianza por familias
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Familia 4 31.18 7.7940 16.05 0.000
Error 100 48.56 0.4856
Total 104 79.73
*GL, grados de libertad; SC Ajust., suma de cuadrados ajustada; MC Ajust., cuadrados medios ajustados.

Si el valor p es menor que o igual al nivel de significancia, se puede rechazar la hipdtesis
nula y se concluye que no todas las medias de poblacion son iguales [102]. El valor p
registrado en la tabla es menor a 0.05, por lo que existe la evidencia suficiente para afirmar
que, por lo menos, una media entre las familias es distinta. lgualmente, se empled un anélisis
de medias para cada familia (Tabla 4). Dentro de los datos registrados, la familia con una
media mas negativa (en otras palabras, la mas sobresaliente) fue la espirostanica con -8.695,
seguida por la furosténica (-8.619) y la més alta o la media minima en su valor absoluto, fue
la colestéanica con una cifra de -7.252.

Tabla 4. Medias por familia.

Medias por familia.
Familia* N Media Desv.Est. IC de 95%

B 21 -8486 0754 (-8.787,-8.184)
21 -7.252 0704  (-7.554,-6.951)
21 -8.695 0647 (-8.997, -8.394)
21 -8619 0572 (-8.921,-8.317)

U T om O

21 -7910 0.787  (-8.211,-7.608)
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*B, familia bisnorlacténica; C, familia colestanica; E, familia espirostanica; F, familia furostanica; P, familia
pirénica.
Posteriormente, al aplicar el modelo estadistico de Tukey, se obtuvo la diferencia de medias

que existen entre las familias estudiadas, con el objetivo de determinar si hay diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de estudio (Tabla 5).

Tabla 5. Prueba simultanea de Tukey por familias

Prueba simultanea de Tukey por familias.

ot oot (£ ot v YATE
medias
C-B 1.233 0.215 (0.636, 1.831) 5.74 0.00001
E-B -0.210 0.215 (-0.807, 0.388) -0.97 0.86615
F-B -0.133 0.215 (-0.731, 0.464) -0.62 0.97157
P-B 0.576 0.215 (-0.021, 1.174) 2.68 0.06427
E-C -1.443 0.215 (-2.040, -0.845) -6.71 0.00001
F-C -1.367 0.215 (-1.964, -0.769)  -6.36 0.00001
P-C -0.657 0.215 (-1.255, -0.060)  -3.06 0.02355
F-E 0.076 0.215 (-0.521, 0.674) 0.35 0.99657
P-E 0.786 0.215 (0.188, 1.383) 3.65 0.00373
P-F 0.710 0.215 (0.112, 1.307) 3.30 0.01150

*B, familia bisnorlacténica; C, familia colestanica; E, familia espirostanica; F, familia furostanica; P, familia
piranica.
En la gréafica de IC’s simultaneos de Tukey (Gréfica 9) se esquematizaron los resultados
mostrados en la ultima tabla, donde se puede observar como las familias espirosténica,
furostanica, piranica y bisnorlactonica presentan una diferencia estadisticamente
significativa con respecto a la familia colestanica, todas teniendo medias superiores que este
0ltimo grupo de moléculas, ya que las medias de los aminoésteres piranicos también
resultaron ser lo suficientemente diferentes a los compuestos furostanicos y espirostanicos,
teniendo en promedio valores energéticos mas inferiores que las moléculas de estas dos
familias, observandose en las cifras de IC’s 95% donde los tinicos grupos que no involucran
al 0 son los grupos de moléculas anteriormente mencionados, ademas de que los valores de
p ajustada fueron menores a 0.05 para todas las comparaciones que involucraban a las
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moléculas de la familia colestanica. Por otro lado, también se elabor6 una gréafica de
intervalos (Gréafico 10) donde igualmente se pueden observar las diferencias de medias entre
las familias, donde la familia colestanica resulto ser significativamente distante a los demés
grupos, a excepcion de compuestos pirdnicos; a su vez, la familia piranica fue
significativamente diferente a la furostanica y espirostanica. En base a esta primera parte del
estudio ANOVA, se concluye que las moléculas de la familia espirostanica parece tener una
mayor afinidad con la proteina diana al tener el promedio superior.

ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para EA(kcal/mol)

C-B i i
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S un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Grafico 9. Gréfica de I1Cs simultaneos de 95% de Tukey de energia de afinidad (kcal/mol) vs familia.
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La desviacion estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Gréfico 10. Gréfica de intervalos de energia de afinidad (kcal/mol) vs familia.



4.2.3 Energia de afinidad vs Tipo de aminoéacido

Siguiendo los mismos pardmetros en cuanto al establecimiento de la hip6tesis nula,
alternativa y valor de significancia anteriormente descritos con el andlisis de familias
esteroidales, se clasificaron a las moléculas estudiadas segun sus propiedades quimicas en 5
grupos: Acidos, bésicos, alifaticos, arométicos y esteroides (aquellos que no tienen enlazados
ningln aminoécido) para el andlisis de varianza (Tabla 6) y medias (Tabla 7).

Tabla 6. Analisis de varianza por tipo de aminoacido.

Analisis de varianza por tipo de aminodacido.
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

CAA 4 6.789 1.6973 2.33 0.061
Error 100 72.945 0.7294
Total 104  79.734

*GL, grados de libertad; SC Ajust., suma de cuadrados ajustada; MC Ajust., cuadrados medios ajustados.

El valor p reportado en la tabla fue superior a 0.05, lo cual indica que no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de las moléculas agrupadas segun el tipo de
aminoécido.

Tabla 7. Medias por tipo de aminodcido.

Medias por tipo de aminoéacido.
CAA N Media Desv.Est. I1C de 95%
Acido 25 -8.104  1.147  (-8.443,-7.765)
Alifatico 35 -8.031  0.644  (-8.318, -7.745)
Aromatico 15 -8.793  0.938  (-9.231, -8.356)
Basico 25 -8.192 0.691  (-8.531, -7.853)
Esteroide 5 -7.960 0934  (-8.718,-7.202)

El andlisis de medias demostrd que el grupo de los aromaticos obtuvo la media més alta (la
mas negativa), con -8.793, seguido por los aminoésteres basicos (-8.192); por otra parte, la
clasificacion de esteroide, con solo 5 compuestos, presentd la media mas baja con un
promedio de -7.960; y el grupo con la desviacién estdndar mas elevada perteneci6 al grupo
de los &cidos.

Pasando a la tabla de diferencia de medias de Tukey (Tabla 8), los valores de p ajustada
reportaron cifras superiores a 0.05, lo que confirma el argumento anteriormente planteado,
donde practicamente todos, no son estadisticamente diferentes, a excepcion de las moléculas

73



aromaticas y alifaticas con una p de 0.037, visto también en los intervalos de confianza,
conteniendo todos el 0, excepto por el grupo anteriormente descrito.

Tabla 8. Prueba simultanea de Tukey por el tipo de aminodcido.

Prueba simultanea de Tukey por el tipo de aminoacido.

Diferencia de niveles

Alifatico - Acido
Aromatico - Acido
Basico - Acido
Esteroide - Acido
Aromatico - Alifatico
Basico - Alifatico
Esteroide - Alifatico
Basico - Aromatico

Esteroide -
Aromatico

Esteroide - Bésico

Diferencia
de las
medias

0.073
-0.689
-0.088
0.144
-0.762
-0.161
0.071
0.601

0.833

0.232

EE de
diferencia
0.224
0.279
0.242
0.418
0.264
0.224
0.408
0.279

0.441

0.418

IC de 95%

(-0.549, 0.694)
(-1.464, 0.086)
(-0.759, 0.583)
(-1.019, 1.307)
(-1.494, -0.029)
(-0.782, 0.461)
(-1.063, 1.206)
(-0.174, 1.376)

(-0.392, 2.059)

(-0.931, 1.395)

Valor T

0.32
-2.47
-0.36
0.34
-2.89
-0.72
0.17
2.16

1.89

0.55

Valor p
ajustado
0.998
0.106
0.996
0.997
0.037
0.952
1.000
0.205

0.330

0.981

En el Gréafico 11 de ICs simultaneos de Tukey, se ve claramente la informacion de la tabla,
en donde el nico intervalo de confianza que no toca el 0 (aunque se quedo bastante cerca)
fue la de “Aromatico-Alifatico”; asi como en la gréfica de intervalos donde es muy dificil
percibir si existe alguna diferencia entre las medias de estos dos grupos, pues estdn muy
cercanos. Por lo tanto, se puede concluir de este segmento que, aunque claro que hubo grupos
con medias mas altas que otros (por ejemplo los aminoécidos aromaticos), no existié una
diferencia estadisticamente significativa entre los compuestos que tenian enlazados uno u
otra clase de aminoacidos, pues las medias se mantuvieron bastante cercanas, en un rango de
-8y -8.5, por lo que podria fundamentarse que la naturaleza i6nica de las moléculas influiran
en menor medida para lograr una mayor afinidad con la proteina BRAFY®%F (Gréfico 12).
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Si un intervalo no contiene cero, las medias comrespondientes son significativamente
diferentes.

Gréfico 11. Gréfica de ICs simultaneos de 95% de Tukey de energia de afinidad (kcal/mol) vs tipo de
aminoécido.
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La desviacion estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Gréfico 12. Gréfica de intervalos de energia de afinidad (kcal/mol) vs tipo de aminoéacido.

4.2.4 Energia de afinidad vs Aminoacido

Para finalizar las pruebas ANOVA, se analizaron las moléculas disefiadas en relacion con el
amino&cido que estaba ligado a la estructura esteroidal, o en su defecto, si solo se encontraba
el esteroide sin ningln agregado a su conformacion nativa, estableciendo las dos anteriores
hipotesis, nulay alternativa, ya explicadas anteriormente. En la Tabla 9 se describe el analisis
de varianza de la clasificacion de aminoécidos.



Tabla 9. Analisis de varianzas por aminoacido

Anélisis de varianzas por aminoacido
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
AA 20 35.81 1.7903 3.42 0.000
Error 84 43.93 0.5230

Total 104 79.73
*GL, grados de libertad; SC Ajust., suma de cuadrados ajustada; MC Ajust., cuadrados medios ajustados.

El anélisis de varianzas (Tabla 9) arrojé un valor de p menor que el nivel de significancia
(0.05), siendo de hecho de 0, lo cual indica que existe una diferencia estadisticamente
significativa en por lo menos 1 de los aminoacidos. Continuando con la evaluacién de
medias, notamos una referencia clara de que los aminoécidos con medias con los valores mas
negativas (mas altas en valor absoluto) son la del triptéfano (TRP), con -9.780, siendo esta
la més elevada; seguida de la tirosina (TYR), con -9.340, y la fenilalanina (PHE), con un
promedio de -9.200. En sentido contrario, la media absolutamente méas baja fue la de la
metionina con -7440; ademas de que para esta prueba se agrupé a la bisnorlactona, colestano,
espirostano, furostano y pirano como “esteroide”, obteniendo un valor de -7.960.

Tabla 10. Analisis de medias por aminoacido.

Analisis de medias por aminoécido.
AA N Media Desv.Est. IC de 95%

ALA 5 -7.760  0.483 (-8.403, -7.117)

ARG 5 -8220 0.804 (-8.863, -7.577)
ASN 5 -8.060 0.879 (-8.703, -7.417)
ASP 5 -7.740 0.706 (-8.383, -7.097)
CYS 5 -7.540 0.680 (-8.183, -6.897)
Esteroide 5 -7.960 0.934 (-8.603, -7.317)
GLN 5 -8200 0515 (-8.843, -7.557)
GLU 5 -7.840 0.991 (-8.483, -7.197)
GLY 5 -7820 0.844 (-8.463, -7.177)
HIS 5 -8400 0.800 (-9.043, -7.757)
ILE 5 -8320 0444  (-8.963,-7.677)
LEU 5 -8260 0.503 (-8.903, -7.617)
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Por Gltimo, la prueba simultanea de medias de Tukey (Tabla 11) tuvo un extenso analisis y
ntmero de datos, por lo que solo se reportaron los resultados mas importantes, centrandose
en aquellos que poseyeron una p ajustada menor a 0.05, en otras palabras, los grupos que
demostraron una diferencia estadisticamente significativa. En la tabla es posible establecer
una relacidn en la cual el triptéfano estd presente en la mayor parte de las comparaciones,

-8.080
-7.440
-9.200
-8.440
-7.620
-7.840
-9.780
-9.340
-8.180

0.669
0.615
0.430
0.695
0.814
0.924
0.912
0.568
0.531

(-8.723, -7.437)
(-8.083, -6.797)
(-9.843, -8.557)
(-9.083, -7.797)
(-8.263, -6.977)
(-8.483, -7.197)

(-10.423, -9.137)

(-9.983, -8.697)
(-8.823, -7.537)

seguido por la tirosina y la fenilalanina con 3 apariciones.

Tabla 11. Anélisis de medias por amino&cido.

Prueba simultanea de Tukey por aminoéacido.

Diferencia de Diferencia
niveles de "f"s
medias
TRP - ASN -1.720
TRP - ASP -2.040
TRP-CYS -2.240
TYR-CYS -1.800
TRP - Esteroide -1.820
TRP - GLU -1.940
TRP -GLY -1.960
TRP-LYS -1.700
PHE - MET -1.760
TRP - MET -2.340

dififeiiia ICde95%  Valor T
0457  (-3.405,-0.035) -3.76
0457  (-3.725,-0.355)  -4.46
0457  (-3.925,-0555) -4.90
0457  (-3.485,-0.115) -3.94
0457  (-3505,-0.135) -3.98
0457  (-3.625,-0.255) -4.24
0457  (-3.645,-0275)  -4.29
0457  (-3.385,-0015) -3.72
0457  (-3.445,-0075) -3.85
0457  (-4.025,-0.655) -5.12
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Valor p
ajustado
0.040
0.004
0.001
0.024
0.021
0.009
0.008
0.046
0.031
0.000



TYR-MET -1.900 0.457 (-3.585,-0.215) -4.15 0.012

TRP - SER -2.160 0457  (-3.845,-0475) -472  0.002
TYR - SER -1.720 0457  (-3.405,-0.035) -3.76  0.040
TRP - THR -1.940 0457  (-3.625,-0.255) -4.24  0.009

Nuevamente, se elabord la de intervalos (Gréfico 13), esquematizando los resultados
previamente explicados en estos graficos.

Gréfica de intervalos de EA(kcal/mol) vs. AA
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La desviacion estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Gréfico 13. Gréfica de intervalos de energia de afinidad (kcal/mol) vs aminoacido.

4.3 Curvas ROC

La curva caracteristica operativa del receptor (ROC por sus siglas en inglés) es una
representacion grafica de la relacion entre las tasas de falsos positivos y verdaderos positivos
[103]. Para producir una curva ROC, primero se tabulan las sensibilidades y especificidades
para diferentes valores de una medida de prueba continua [104]. Luego, la gréafica se
construye evaluado el TPF (sensibilidad) en el eje Y, frente a FPF (1-especificidad) en el eje
X, a través de distintos puntos de corte genera una curva en el cuadrado unitario. Una curva
ROC situada en la linea diagonal refleja el rendimiento de una prueba de diagndstico que no
es mejor que el nivel de probabilidad, es decir, una prueba que arroja resultados positivos o
negativos sin relacion con el verdadero estado de la enfermedad [105].

El area bajo la curva (AUC) es una medida global de la capacidad de una prueba para
discriminar si una condicion especifica esta presente o no. Un AUC de 0.5 representa una
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prueba sin capacidad de discriminacion (es decir, no mejor que el azar), mientras que un
AUC de 1.0 representa una prueba con discriminacion perfecta. Aunado con esto, la exactitud
se define como la proporcién de decisiones correctas (es decir, verdadero positivo +
verdadero negativo) sobre el nimero total de pruebas [105]. Se puede pensar que el AUC es
un indicador de la "exactitud" general, y solo hay un valor de AUC para cada curva ROC.
Por otro lado, la exactitud variara de un punto a otro a lo largo de la curva ROC, ya que existe
una variacion en la sensibilidad y la especificidad de un punto a otro [104].

Para este Ultimo analisis estadistico, se elaboraron 5 curvas ROC, una para cada familia, en
donde se compararon los resultados energéticos obtenidos en Autodock Vina [90] y en CB-
Dock [106] (anexo 1) de las 105 moléculas disefiadas, calculando los valores de
especificidad, sensibilidad y exactitud a partir de la determinacion de cantidad de verdaderos
positivos (VP), verdaderos negativos (VN), falsos positivos (FP) y falsos negativos (VP)
registrados de cada compuesto al evaluar sus respectivas energias de afinidad de cada
plataforma con la de los 5 farmacos de referencia. En los siguientes apartados se describen
las curvas ROC desarrolladas.

4.3.1 Familia colestanica

Iniciando con los aminoésteres colestanicos, su curva ROC, para todos los inhibidores de
referencia, tuvo un comportamiento totalmente lineal, debido a que sus valores de
sensibilidad y especificidad fueron 0 y 1 respectivamente para todos los casos. La funcién
del grafico de y=x, por lo que esta curva tuvo un AUC de 0.5, es decir, el test resultd
practicamente azaroso (Gréfico 14).

4.3.2 Familia espirostanica

La familia espirostanica tuvo los mismos de resultados de TRP y FRP que el grupo de los
colestanos a excepcion del dltimo farmaco, el XL281, el cual consigui6 cifras de 0.75 y 0.06
(0.94 de especificidad) respectivamente. En cuanto a los valores de AUC para los primeros
4 inhibidores, al tener una funcién lineal como en la anterior familia, fueron de 0.5, siendo
un test azaroso; en contraparte, la curva del XL281 logré un AUC de 0.70, categorizdndose
como un grafico ROC regular (Gréfico 15). EI comportamiento fue lineal para los farmacos,
a excepcion del XL281 que tuvo una funcién de y=0.6417x + 0.3783 (linea de tendencia del
XL281 en verde). En la grafica se nota que las curvas del vemurafenib, oxima, dabrafenib y
sorafenib estan superpuestas, solo notandose la de este ultimo inhibidor.
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Familia colestanica
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Gréfico 14. Curva ROC de la familia colestanica. Solo logra verse la curva del vemurafenib porque todas
estan superpuestas.

Familia espirostanica

1.2

wv
)
o«
(-8
=
-0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
-0.2
FPRo 1-E
—@— Vemurafenib —@— Sorafenib ®— Oxima
Drabafenib ~—@—XL281 ~  ----- Lineal (XL281)

Gréfico 15. Curva ROC de la familia espirostanica.

4.3.3 Familia furostanica

Continuando con la familia furostanica, se observé un comportamiento bastante similar al de
los aminoésteres espirostanicos, donde el Unico fArmaco con una funcion no lineal fue el
XL281, en este caso contando con valores de sensibilidad y especificidad de 1 y 0.88
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respectivamente. El valor de AUC del XL281 fue de 0.8, considerandose un test bueno,
mientras los otros 4 antagonistas permanecieron en 0.5. En el Grafico 16 el XL281 tuvo una
funcion de y=0.4979x + 0.549 (linea de tendencia del XL281 en verde), ademas de que las
curvas del vemurafenib, oxima, dabrafenib y sorafenib estuvieron superpuestas, solo
notandose la de este Gltimo inhibidor.
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Gréfico 16. Curva ROC de la familia furostanica.

4.3.4 Familia piranica

Siguiendo con la tendencia establecida en las Gltimas 2 familias, el Unico grupo de
compuestos piranicos que no posey6 una funcion enteramente lineal y, por ende, un AUC de
0.5, fue el perteneciente al XL281, reportandose valores de S y E de 1 en ambos parametros.
El AUC de este inhibidor fue de 0.78, siendo un test bueno (Gréafico 17). El XL281 obtuvo
una funcién de y=0.4429x + 0.54571 (linea de tendencia del XL281 en rojo), y en adicion,
hubo una superposicion en las curvas, solo logrando ver la del dabrafenib.

4.3.5 Familia bisnorlacténica

Para finalizar con los aminoésteres hisnorlactdnicos, a diferencia de las pasadas familias,
ademas del farmaco XL281 también el grupo del dabrafenib consiguié una funcion diferente
a y=x como los demés antagonistas. Este Gltimo farmaco obtuvo un valor de TRP y FRP de
0 y un AUC para esta gréafica de 0.75, siendo un test regular. Por otro lado, el XL281 los
resultados de TRP Y FRP fueron de 0.059 y 0.667 respectivamente, con un AUC de 0.66,
igualmente estimado como una prueba regular. El Grafico 18 demuestra el comportamiento
lineal para 3 farmacos: el vemurafenib, sorafenib y la oxima. A su vez, el XL281 tuvo una
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funcién de y=0.7161x + 0.3029. (linea de tendencia del XL281 en rojo) y por parte del
dabrafenib, la funcion de esta grafica fue y=0.5x + 0.5.
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Gréfico 17. Curva ROC de la familia piranica.
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Gréfico 18. Curva ROC de la familia bisnorlactonica.
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4.4 Resultados de interacciones.

En este apartado, se analizaron las interacciones que tendria la proteina diana (BRAFV600F)
con los mejores compuestos evaluados, es decir, aquellos que acorde con los resultados
energéticos y estadisticos, demostraron tener valores de energia de afinidad superiores,
centrandose en las familias esteroidales que sobresalieron por tener un promedio elevado,
como la espirostanica, furostanica y bisnorlactdncia, ademas de los antagonistas de
referencia. Este analisis se realiz6 en el programa Discovery Studio [107], el cual permite
observar qué residuos especificos de la proteina estan formando una interaccién con una
molécula probada, otorgando informacion sobre el tipo de enlace quimico que se estd
desarrollando. Es necesario mencionar que la mayoria de residuos responsables de
interaccionar con los farmacos inhibidores (como el vemurafenib, sorafenib y dabrafenib) se
ubican en el sitio catalitico de la proteina, conformado principalmente por el pocket de union
a ATP y adenina, asi como la region bisagra, el bucle catalitico y el dominio DGF [93]. En
los siguientes subtemas se presenta este andlisis de residuos.

441 Farmacos

a) Vemurafenib
Comenzando con el vemurafenib (I-Vem), al ser una estructura modificada del farmaco
(Vem-Bisamida-6), teniendo una variedad amplia de grupos funcionales, los residuos que
presentan una probable interaccion con el f&rmaco son muy numerosos, prevaleciendo las
fuerzas de van der Waals (verde claro), seguidos por los puentes de hidrogeno (verde intenso)
y los enlaces de tipo alquilo y/o Pi-alquilo (rosado tenue), ademas de otro tipo de
interacciones. En la Figura 30, se observo que la mayor parte de las interacciones de
hidrégeno se formaron con los H presentes en las aminas y amidas del 1-Vem, asi como con
las cetonas y sulfoxidos que actuaban como aceptores. Por otro lado, las fuerzas de London,
este tipo de interacciones débiles, se notaron con mayor presencia en los alrededores de los
atomos de oxigeno y nitrégeno, los cuales poseen radios de van der Waals elevados, asi como
en los anillos fenilicos, donde también los enlaces alquilicos se establecen en las cadenas
aromaticas del farmaco, siendo energéticamente mas fuertes que los otros enlaces descritos.

b) Sorafenib
Pasando con el diagrama del sorafenib (I-Sor), el cual tiene una estructura menos voluminosa
que el vemurafenib, posee un mucho menor nimero de interacciones de van der Waals, asi
como de puentes de hidrdgeno; aunque al mismo tiempo, los enlaces alquilo estan mas
presentes que en el pasado inhibidor (Figura 31).

De los 3 puentes de hidrogeno localizados, uno se formo en el grupo isocianato del inhibidor
(parte de la izquierda de la molécula) y los otros 2 con los dos atomos de flGor (derecha); las
fuerzas de London, aunque en menor nimero que el I1-Vem, se encontraron cercanos a las
nubes electronicas de las aminas y cetonas; por Gltimo, los enlaces alquilicos se reflejaron en
los metilos, los isopropilos y en los anillos fenilicos.
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Figura 30. Diagrama de interaccion de residuos del vemurafenib (I-Vem).
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Figura 31. Diagrama de interaccion de residuos del sorafenib (1-Sor).
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¢) Dabrafenib

En este inhibidor de referencia se observé una cantidad de interacciones de van der Waals y
de puentes de hidrdgeno muy similares a las del 1-Sor, pero con menores enlaces de tipo de
alquilo. Igualmente que con el I-Sor, solo hubieron 3 puentes de hidrogeno, dos generados
por atomos donadores de H presentes en la amina primaria (izquierda) y el tercero formado
con el F que actué como aceptor del grupo tiol de la cisteina; por parte de las interacciones
de van der Waals, se contemplaron varias de ellas alrededor de los anillos fenilicos, de la
amina y del terbutilo; para finalizar los 3 residuos con enlaces de tipo alquilo se ubicaron en
las mismas zonas que las fuerzas de London (Figura 32).
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Figura 32. Diagrama de interaccion de residuos del drabafenib (I-Dra).

d) Oxima
Esta oxima solo presentd un enlace tipo de puente de hidrégeno, siendo las més
predominantes de las fuerzas de van der Waals, al igual que algunas interacciones alquilicas.
Solo apareci6 una interaccion de hidrégeno en un grupo nitro, actuando como aceptor del H
proveniente de algunos de los grupos amino de la lisina; al mismo tiempo, tanto las fuerzas
de London como los enlaces alquilicos se encontraron muy préximos a los ciclopentenos y
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ciclohexenos del antagonista, especialmente donde se localizaban atomos de nitrégeno y
oxigeno (Figura 33).
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Figura 33. Diagrama de interaccién de residuos de la oxima (1-Oxi).
e) XL281

En el caso de este Gltimo farmaco de referencia, la presencia de puentes de hidrégeno solo
aparecio en un residuo, al igual que en I-Oxi, con algunas interacciones de van der Waals y
con un solo enlace tipo alquilo, incluyendo otro tipo de estas. Profundizando en las fuerzas
fisicas reportadas, la glutamina fue el residuo con el que se formé el puente de hidrégeno,
interaccionando con una cetona que funge como un aceptor de H de alguno de los grupos
aminos presentes en la glutamina; las fuerzas de van der Waals se ubicaron cercanos a los
anillos fenilicos y a las cetonas; mientras que el enlace de alquilo que se establecio con la
isoleucina se encontré cercano al grupo amino y bencenos (Figura 34).
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Figura 34. Diagrama de interaccion de residuos del XL281 (I-XL2).

En la tabla 12, se resumen todos los residuos que demostraron tener interaccion con
BRAFV8%E para los 5 antagonistas de referencia, clasificandolos por el tipo de enlace.

Tabla 12. Interacciones de los farmacos de referencia con BRAF V60,

Interacciones de los farmacos de referencia con BRAFV600E,
. Puente de . Otras
Farmaco van der Waals .u . Pi-Alkyl . .
hidrégeno interacciones
SER B:467, PHE

B:468, SER B:465,

GLY B:466,
%, LEU gy, CLNAUEL LvsBisT8
LEUB505, PHE 5P B5%, VAL B:471, GLY B:593,
Lvem Bo16 TuR Bz PHEBS9,  ALAB4BLLEU  TRPBIS3L
ILEB:527, vAL - Y Bi59%, B:514. LYS B:483,
B:482, GLN B:530, CYS:_:’;:' ILE PHE B:583,
SER B:535, HIS 463,

B:539, HIS A:539,
ASP B:580, ASP
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B:581, ASP B:576,

SER B:616.
ILE A:527, LEU _
ASN A: 580, HIS  ASP A:594, A:505, PHE %(\s( ::'jgg !
lcor AS39,PHEAI516,  GLY A9, A:595, LEU e negy
THRA529,CYS  SER A:536 A'514, ALA OHE A.gs
A:532, SER A:535. A:481, VAL p Al
A:471, ILE: 463, 9L
HIS A:539, SER
B:536, VAL B:471, _ GLN A:461,
THR B:529, GLN |L:F§:;4§é4602\’(s ALAB:481,LEU  PHE B:583,
I-Dra  B:530, SER B:535, oo B:514, LYSA:  TRPB:531,
ILE A:463, GLU 9. 473, HIS B: 539.
B:533, TRP A:531,
LYS B:473.
GLY B:596, THR VAL B:471, LEU
B:529, GLN B:530,
e s e B:514, ILE ASP B:594,
1-Oxi ' LYSB:483  B:527,CYSB:  TRPB:531,
B:465, ASN B:580, 532, ALAB481.  ILE B:463
GLY B:466, GLY ! 4oL 400
B:593, PHE A:583.
SER A:535, ILE B:
463, TRP B: 531, SER A'536,
TRP A531, LYS , _ HIS A:539,
I-XL2 473 cysasgy, — CLNA4EL ILE A:463. PHE A:583.

VAL A:471, GLY
A:464, ASN A:480.

Empezando con los estudios de docking molecular relacionados con el vemurafenib, analisis
de docking molecular con este inhibidor han indicado que existen tres residuos aromaticos
importantes: ILE 463, TRP 531 y LYS 483, resaltando que el anillo central de pirrol y
piridina del ligando vemurafenib también exhibe la misma interaccion de enlace de
hidrégeno con GLN 530 y CYS 532, ademas de los residuos PHE 595 y GLY 596, que se
ligaron al grupo O=S=0 [58]. En el mismo sentido, el reporte de la estructura cristalina del
Vem-BisAmida -2 (5jt2) mostrd que este compuesto tuvo interaccion con los residuos E501,
E600 y A497 [96]. Entrando de lleno con los residuos registrados, aquellos que tuvieron una
mayor presencia en cuanto a las fuerzas de van der Waals fueron SER B:467, PHE B:468,
SER B:465, GLY B:464, SER B:536, GLN B:530 y SER B:616, siendo la mayoria de ellos
aminoacidos polares; entre los puentes de hidrégeno mas importantes localizados estuvieron
los 2 ya reportados por Umar y colaboradores, PHE B:595 y GLY B:596, ademés de los
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residuos GLY B:466 y ASP B:594 que se generaron por medio de los anillos pirrélicos del
vemurafenib. Como agregado, los aminoacidos de braf citados previamente, TRP 531y LYS
483, se clasificaron en los otros tipos de enlaces.

Acorde con el estudio de Ul-Haq y colaboradores, el sorafenib los tres residuos aromaticos
mas importantes del sorafenib en su interaccion con BRAFY®%E son: TRP 530, PHE 582 y
PHES594, que forman parte de la region bisagra, el bucle catalitico y el motivo DGF,
respectivamente. Por otro lado, las cadenas laterales alifaticas de LYS 482, LEU 513y THR
528 se reportaron como los principales aminoacidos; ademas, los puentes hidrégeno mas
sobresalientes pertenecieron a GLU 500, ASP 593 Y CYS 531 [93]. Hablando sobre los
resultados obtenidos, las principales fuerzas de London que se formaron con el sorafenib
aparecieron en los residuos ASN A: 580, HIS A:539, THR A:529 y SER A:535. De los 3
puentes de hidrégeno reportados, solo el ASP A:594 fue el mas cercano al previamente
reportado ASP A:593. Por dltimo, otras dos coincidencias fueron las de los residuos
aromaticos PHE A:583 y TRP A:531, en otro tipo de interacciones.

Ahora hablando del tercer principal antagonista de Braf, el dabrafenib, estudios en literatura
indica que este farmaco igualmente se localiza en el “pocket” hidrofobico de adenina de
BRAFYS%E en donde los residuos mas relevantes en su interaccién con el dabrafenib son:
VAL 471, CYS 532, LYS 483, LEU 505 y PHE 595 [108]. Dentro de los residuos
relacionados con Braf mutada, se considerd que las fuerzas de van der Waals mas
sobresalientes son las siguientes: SER B:536, VAL B:471, coincidiendo estos dos con la
literatura anteriormente citada e interrelacionandose con el grupo O=S=0; GLU B:533, TRP
A:531y LYS B:473, cercanos a los &tomos de nitrégeno. Por otro lado, el residuo CYS 532,
anteriormente referenciado, formo una interaccion de hidrégeno muy importante, al enlazarse
con un atomo de F presente el grupo difluorobenceno del dabrafenib.

Por otra parte, Li, et al., desarrollaron un estudio de in silico de compuestos pirazélicos como
inhibidores de Braf, demostraron que sus moléculas se interrelacionaron en la region del
pocket de unién a ATP, como es el caso de VAL 471, PHE 583, ALA 481, THR 529, LEU
514 y ASN 581; a su vez, los residuos SER 536 y LYS 578 formaron un enlace de hidrégeno
[49]. En adicién, una investigacion similar con compuestos pirazolicos, obtuvo que los
aminoacidos TRP 531, CYS 532, GLU 533, SER 535, PHE 583, SER 536, ASN 580, HIS
539, GLY 534 e ILE 463 [94]. Estas moléculas referenciadas son muy similares
estructuralmente a los inhibidores probados, I1-Oxi e I-XL2, por lo que se basd esta seccion
del andlisis interaccional para ambos farmacos. Por un lado, en el 1-Oxi, los residuos que
mostraron las fuerzas de van der Waals mas importantes fueron el GLY B:464, SER B:465
y PHE A:583; su Unico enlace de hidrégeno fue el LYS B:483, el cual se relaciond con el
grupo nitro del farmaco. A su vez, el I-XL2 obtuvo diversas interacciones, entre ellas los
aminoécidos SER A:535, TRP B: 531y TRP A:531 demostraron generar fuerzas de London
muy cercanas al antagonista; ademas su Unico puente de hidrégeno se gener6 con el residuo
polar GLN A:461, al relacionarse con el carboxilato. Cabe destacar que elementos como VAL
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B:471, LEU B:514, CYS B: 532 y ALA B:481, aparecieron en las interacciones de tipo Pi-
alquilo; mientras que el TRP B:531, SER A:536, HIS A:539 y PHE A:583 presentaron otra
clase de enlaces, todos estos residuos reportados en la literatura previamente citada en este
parrafo.

En los siguientes apartados se describen los estudios de interacciones de las moléculas
candidatas con inhibidores de BRAFV5%%E, contemplando que en el estudio de acoplamiento
molecular, estos compuestos fueron ubicados dentro de la proteina en un rango muy cercano
a su sitio catalitico, caracterizado por ser una region hidrofébica (pocket de unién a ATP y
adenina) y en donde los residuos mas relevantes por su interaccion con la mayoria de
farmacos evaluados son: VAL 471, PHE 583, ALA 481, THR 529, LEU 514 y ASN 581.

4.4.2 Familia espirostanica

Las moléculas pertenecientes a esta familia mostraron tener, en promedio, cantidades y tipos
de interacciones bastante similares que la mayoria de los farmacos evaluados. A
continuacion, se desglosaran las moléculas que obtuvieron las energias de afinidad mas
sobresalientes.

a) Espirostano de histidina (E-His)
El espirostano de histidina se caracterizé por establecer diversas fuerzas de van der Waals
con la proteina diana y solo un puente de hidrégeno, generando un escenario muy parecido a
la de los farmacos I-Oxi e I-XL2. También, hubo presencia de los enlaces alquilo, y otro tipo
de interacciones quimicas.

Ahondando en mayor medida acerca de los enlaces reportados por Discovery Studio, el
residuo de SER A:586, al ser un aminoacido polar, actu6 como un donador de puente de
hidrégeno al relacionarse con el carboxilato de la histidina; al mismo tiempo, las fuerzas de
London, como era de esperarse, estuvieron muy cercanas a las cadenas carbonadas,
especialmente a los metilos, éteres y cicloalcanos. Los metilos y grupos con oxigeno en su
estructura presentaron enlaces de tipo alquilo (Figura 35).

b) Espirostano de prolina (E-Pro)
Con el compuesto E-Pro ocurri6 un hecho llamativo, ya que a pesar de que esta molécula
cuenta con varios grupos cetdnicos y éter, como se ve en el diagrama, no se formo ningln
puente de hidrégeno con algln residuo de la proteina (Figura 36).

Por otro lado, las fuerzas de van der Waals siguieron prevaleciendo por encima de los otros
enlaces, concentrandose en la zona media de la molécula, cerca de las cadenas policiclicas
de 5y 6 carbonos, asi como del carboxilato y grupo amino de la prolina; y a su vez, solo se
localizaron dos enlaces alquilicos interrelacionados con los metilos y ciclohexanos.
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Figura 35. Diagrama de interaccion de residuos del espirostano de histidina (E-His).

CYs
ASP .
AS94 AS32
6LY A583
A466
LEU
i A4
ILE
A%63 ALA
R ASN VAL A481
Lys R AG6S A580 AX71
=T A616 GLY
Ad64

:] van der Waals - Pi-Pi Stacked
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
D Carbon Hydrogen Bond D Pi-Alkyl

Figura 36. Diagrama de interaccion de residuos del espirostano de prolina (E-Pro).
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c) Espirostano de tirosina (E-Tyr)

Con el espirostano de tirosina reaparecieron los puentes de hidrégeno, presentdndose en un
solo residuo, interactuando los dos 4&tomos de H del amino de la tirosina con, probablemente,
el grupo tiol de la CYS A:532. Las fuerzas de van der Waals permanecieron constantes,
rodeando el compuesto en las zonas con alta presencia de atomos de oxigeno y nitrégeno, al
igual que en el anillo fendlico de la tirosina. Por ultimo, los enlaces de tipo alquilo
aumentaron en comparacion con el aminoéster de prolina, relaciondndose en mayor medida
con los metilos y las cadenas arométicas como el fenol (Figura 37).
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Figura 37. Diagrama de interaccion de residuos del espirostano de tirosina (E-Tyr).

d) Espirostano de triptéfano (E-Trp)
Para finalizar con esta familia, el espirostano de triptéfano igualmente solo consiguié un
enlace de hidrégeno con un residuo de BRAFV®E, elevando la proporcion de fuerzas de van
der Waals; y al mismo tiempo, las interacciones de tipo alquilo fueron muy similares en
cantidad que las anteriores moléculas espirostanicas (Figura 38).

Profundizando mas las interacciones descritas, la serina (SER A:536), siendo un aminoécido
polar de carga neutra, logré donar un hidrégeno al &cido carboxilico del triptéfano. Por otro
lado, las fuerzas de London se ubicaron en las regiones circundantes a los grupos éter,
cetonas, aminos y las cadenas ciclicas, observandose principalmente en los dobles enlaces y
el anillo inddlico de este aminoacido. Finalmente, los enlaces alquilo, ademas de relacionar
con los metilos, se generaron en los cicloalcanos y alquenos con presencia de oxigeno en sus
estructuras quimicas. En la tabla 13 se resumen el anlisis interaccional para esta familia.

92



LYS
A:483

AsP
A:594
LEY
ALA A:514
A:481
GLY
A466
SER
A:465
VAL
&R Aunl.,
Ai532 PHE
A:583
SER 2N
A3 ol o8
X A:580
GLY
Aie3 Azdos
SER
A:536

D van der Waals

D Conventional Hydrogen Bond
l:j Carbon Hydrogen Bond

SER
A:616

~o”

LEU
A:618

TRP

A:619 TYR

A:538

LEU
Al578 G5y

E Pi-Sigma
[ Ak
[:] pi-Alkyl

Figura 38. Diagrama de interaccion de residuos del espirostano de triptéfano (E-Trp).

Tabla 13. Interacciones de los aminoésteres espirostanicos con BRAFV60F,

Interacciones de los aminoésteres espirostanicos con BRAFV600E,

Molécula van der Waals P.uen’te de
hidrégeno
TYR A:538, TRP
A:619, VAL A:471,
. LEU A:514, ILE .
B-HIS  p463, GLY Ades,  SERAS3G
SER A:465, ASN
A:580, SER A:616.
GLY A:466, ASN
A:581, ASP A:594,
CYS A:532, LEU

A:514, ALA A:481,

E-Pro | £ A463 GLY :
A:464, ASP A:580,
SER A:465, SER
A:616,
ETyr | JRPABISASN 1 oo psan.

A:580, HIS A:539,
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Alkyl y Pi-Alkyl

LEU A:654, LEU
A:618, ALA
A:481,LYS

A:578.

VAL A:471,LYS
A:578

LEU A:654, LEU
A:618, TYR

Otras

interacciones

SER A:535,
CYS A:532,
PHE A:583,
TRP A:531.

PHE A:583

PHE A:583



TRP A:531, LEU A538, ILE

A:514, ASP A:594, A:463, VAL
LYS A:483, SER A4T1, ALA
A:535, SER A:536, A:481
GLY A:464.

CYS A:532, PHE
A:583, GLY A:466,

ASP A:594, LEU ALA A:481
' ; SER A:535
A:514, SER A:465, . LEU A:618, LEU )
E-Trp SER A'616, TYR SER A:536. A654, LYS VAL A:471.
A:538, TRP A:619, A:578

ASN A:580, GLY
A:464, ILE A:463.

Entrando con la discusién de estos resultados, la E-His, con una energia de afinidad de -9.4
kcal/mol, los residuos que generaron fuerzas de van der Waals mas cercanas al sitio “pocket”
de BRAFVS%%E fueron VAL A:471, LEU A:514 e ILE A:463. Al mismo tiempo, SER A:536
fue el Unico residuo que formé un enlace de hidrogeno, y ALA A:481 tuvo un enlace alquilo
con el ciclopenteno de la histidina, zona mas cercana la region hidrofébica de la proteina.

Por su parte, la E-Pro, con el mismo valor energético que E-His, aunque no formé ningun
puente de hidrégeno, existieron diversos residuos relevantes con esta molécula, como ASN
A:581, ALA A:481 e ILE A:463, creando fuerzas de London con BRAF en el sitio catalitico.
También, los aminoacidos VAL A:471, en forma de enlace alquilo, y PHE A:583 estuvieron
en el area hidrofébica de la proteina.

El espirostano de tirosina (E-Tyr), el cual tuvo la energia de acoplamiento mas alta con -10.1
kcal/mol, al igual que la E-Trp, demostrd un mayor nimero de interacciones con BRAFV600E,
Los residuos HIS A:539, TRP A:531, LEU A:514, ASP A:594 y SER A:535 crearon fuerzas
de van der Waals en el pocket de union a ATP de la diana. En el mismo sentido, el puente de
hidrégeno del grupo amino creado con CYS A:532 se localizd en la misma zona. Por Gltimo,
VAL A:471y ALA A:481, que se enlazaron alquilicamente, fueron muy importantes.

Para finalizar, la E-Trp consigui6é un nimero significativo de interacciones. Los residuos
PHE A:583, SER A:465 e ILE A:463 formaron fuerzas de London con el triptéfano, ahora
encontrandose la zona hidrofobica en la parte izquierda de la Figura 38; por su parte, el puente
de hidrégeno generado con el carboxilato aparecié en SER A:536. Finalmente, otras
interacciones sobresalientes se presentaron en los residuos ALA A:481, por un enlace alquilo;
SER A:535y VAL A:471, todos dentro del sitio catalitico de la proteina.
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En base el nimero de coincidencias observadas en estos 3 aminoésteres espirostanicos, se
podria concluir los residuos méas importantes para esta familia son los siguientes: VAL A:471,
LEU A:514, ILE A:463, SER A:536, ALA A:481, PHE A:583, CYS A:532 y SER A:535.

4.43 Familia furostanica

Los 3 aminoésteres furostanicos presentaron diversas interacciones fisicas y quimicas
sobresalientes, en especial de los compuestos de tirosina y triptéfano, convirtiéndose en
constantes los 3 tipos previamente descritos en los anteriores grupos. Los siguientes
apartados describen las observaciones reportadas.

a) Furostano (Fur)

El furostano a diferencia de los demés compuestos, no tenia ligado un aminoéacido al grupo
de OH" del C3 del esteroide, pero obtuvo una muy buena energia de afinidad. Hablando de
sus interacciones, el diagrama no presento puentes de hidrégeno con los residuos de la diana,
mas si hubo suficientes fuerzas de van der Waals con los aminoacidos de BRAFVY60E  asi
como enlaces alquilo. Comenzando con las fuerzas de London, estas se localizaron cercanas
a la zona media del furostano, cerca del esqueleto 5a-fenantreno, en los grupos metilos y el
acido carboxilico del esteroide. En el mismo sentido, las 3 interacciones alquilicas repartieron
en los metilos y ciclohexenos de esta molécula (Figura 39).

HIS

CcYs
T B:539
B:532 SER
PHE B:536
B:S83
ALA
B:481
THR ~—( =
B:529
= ILE N
= B:463 5':\5530
LEU
VAL B:514 VAL 6LY VR
B:482 B:471 B:464 B:538
LYs SER
B:483 GLY B:465
B:466
ILE
B:527
D van der Waals l:l Pi-Sigma
[:] Conventional Hydrogen Bond [:] Alkyl
[:] Carbon Hydrogen Bond [:] pi-Alkyl

Figura 39. Diagrama de interaccion de residuos del furostano (Fur).

b) Furostano de tirosina (F-Tyr)
Esta molécula tuvo un mayor nimero de interacciones, encabezadas por la de van der Waals,
un poco mas de las alquilicas y un puente de hidrégeno (Figura 40).
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Por un lado, la lisina (LYS B:483), residuo basico, fungié como un donador de puente de
hidrégeno al interrelacionarse con la cetona del furostano. Las fuerzas de London se
esparcieron por todos los alrededores del compuesto, concentrandose especialmente a los
anillos aromaticos del esteroide, al fenol y los grupos funcionales con oxigeno, como el éter
y las cetonas. Como en los casos anteriores, los alquilos se localizaron en los metilos y el
anillo fendlico de la tirosina principalmente.

ARG
B:462

GLY
A’,';gs ILE B:464
§ B:463 IR
: PHE
35‘525 B:583
o VAL
/ Eop B
SER \
A:536 %
~d
Ae383 GLN -
} SER A:461  His SER GLY
J A:535 8539 (Gcae B:466 /
ILE D L
A:463 SER \ ALA
TRP B:535 B:594 2 B:481
A:531 ;gg‘l s
: B:483 S
cvs
A:532 B:514
:] van der Waals :l Pi-Pi Stacked
I:] Conventional Hydrogen Bond [:] Pi-Pi T-shaped
[:] Carbon Hydrogen Bond [:I Pi-Alkyl

Figura 40. Diagrama de interaccion de residuos del furostano de tirosina (F-Tyr).

c) Furostano de triptéfano (F-Trp)
Para finalizar con este Gltimo compuesto, se observo una clara diferencia al tener mayor
presencia de puentes de hidrégeno con Braf, con un total de 3. Igualmente, los interacciones
de van der Waals son numerosas alrededor del esteroide, aunque con una ligera reduccion de
los enlaces alquilo.

Ahondando brevemente en los enlaces mostrados en la Figura 41, los residuos ASP B:594 y
LYS B:483, siendo un aminoacido con carga negativa y positiva respectivamente, fueron
donadores de puente de hidrégeno con dos diferentes atomos de oxigeno del carboxilato,
mientras que el residuo ILE A:463 actu6 como un aceptor de H del grupo amino del
triptéfano. En contraparte, las interacciones de van der Waals se notaron, como en las
anteriores moléculas, muy cercanas al esqueleto esteroidal y al indol del aminoacido; asi
como lo hicieron los enlaces alquilo.
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En la tabla 14, se muestran todas las interacciones obtenidas por las 3 moléculas furostanicas

con la proteina diana.

PHE

B:583
VAL
B:471
GLY
B:593
LYS
B:483
LEU e
B:514 P
— GLY
& B:466
ASpy’
B:594 A
B:581
THR
B:529
ILE
B:527

[:] van der Waals

SER

B:535
SER
B:536
ILE
ASN  B:463
B:580
GLY
B:464
SER
B:465

Conventional Hydrogen Bond
D Carbon Hydrogen Bond

Figura 41. Diagrama de interaccion de residuos del furostano de triptéfano (F-Trp).

Tabla 14. Interacciones de los aminoésteres furostanicos con BRAFV600E

Interacciones de los aminoésteres furostanicos con BRAFY600E

Molécula van der Waals

THR B:529, CYS
B:532, SER B:536,
HIS B:539, ASN
B:580, SER B:465,
GLY B:466, GLY
B:464, ILE B:463,
LEU B:514, LYS
B:483, ILE B:527,
VAL B:482.
HIS A:539, ARG
B:462, GLY B:464,
ASN B:580, SER
B:465, ALA B:481,

Fur

F-Tyr

Puente de
hidrégeno

LYS B:483.
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T A:462
IS A:461
B:539 ILE
a3
Q\ H ;:‘;;l
_Q/
SER
A:535
HIS
A:539
SER PHE
A:536 A:583
[:] Pi-Pi Stacked
[:' Pi-Pi T-shaped
D Pi-Alkyl
Otras
Alkyl y Pi-Alkyl . ;
YUY FPEAKYE interacciones
ALA B:481,
TYR B:538, -
VAL B:471. PHE B:583
ILEB:463, TYR A:535,
B:538, VAL ASP B:594
B:471, PHE . I
B:583, HIS



LEU B:514, GLY B:539, ILE
B:466, ASN B:581, A463.
SER B:536, SER
B:535, GLN A:461,
TRP A:531, CYS
A:532, PHE A:583,
SER A:536.

GLY B:593, HIS
A:539, SER B:536,

SER B:535, GLN

A:461, ARG
A:462, TRP A:531,
PHE A:583, SER ILE A: 463, VAL B:471, PHE
F-Trp | A:535, SER A:536, ASP B:594, B:583, ILE HIS B:539
HIS A:539, GLY LYS B:483 B:463.

B:464, SER B:465,
GLY B:466, ASN
B:580, ASN B:581,
ILE B:527, THR
B:529, LEU B:514.

Con este nuevo grupo de compuestos, se notd una tendencia en los residuos aminoacidicos
similar a la anterior familia. Primero, el furostano (Fur), con un acoplamiento de -9.4
kcal/mol, al no estar enlazado con algiin aminocido, la localizacién de esta molécula dentro
de la zona catalitica de BRAFV6%°E cambid con respecto a las analizadas en la seccion pasada.
Por ejemplo, los principales residuos que formaron fuerzas de van der Waals, como THR
B:529, SER B:536, ILE B:463 y LEU B:514; se encontraron cercanos a la cadena alifatica
y al carboxilato del furostano. En el mismo sentido, los dos enlaces alquilos mas relevantes
pertenecieron a ALA B:481y VAL B:471; asi como también el residuo PHE B:583 resulto
notable al estar cerca del “pocket” de ATP y adenina.

Con la F-Tyr (-9.4 kcal/mol) sucedié algo muy interesante, ya que la ubicacién de esta
molécula en la region hidrofoba de Braf mutada ocurrid de forma inversa, es decir, a
diferencia de otros compuestos donde la zona catalitica se encontraba del lado del
aminoacido, en el furostano de tirosina el sitio activo se localiz6 en la cadena alifatica del
esteroide. Los residuos ASN B:580, SER B:465, ALA B:481 y LEU B:514, creando fuerzas
de London, resultaron ser los mas importantes en su interaccion con BRAFY0E, Ademas,
LYS B:483 fue igualmente sobresaliente al relacionarse con el carboxilato, generando el
puente de hidrdgeno; al mismo tiempo, resaltaron VAL B:471 y PHE B:583, los cuales se
ligaron a la diana con enlaces alquilo.
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Por Gltimo, el compuesto F-Trp, teniendo la energia de afinidad mas alta de esta familia (-
10.1 kcal/mol) permanecié con la misma tendencia de la familia furostanica de ubicar su
cadena alifatica en el “pocket” de BRAFVSE Aqui, los residuos mas destacados que
generaron fuerzas de van der Waals fueron SER B:536, SER A: 535, GLY B:466, THR
B:529 y LEU B:514 al estar dentro de la zona de unié a ATP. Por otro lado, ASP B:594 y
LYS B:483 establecieron los dos puentes de hidrogeno méas valorados; para finalizar, los
enlaces alquilo mas relevantes estuvieron en los residuos VAL B:471y PHE B:583.

En torno a estos resultados, se considera que los residuos mas remarcables de la familia
furostanica son el VAL A:471, LEU A:514, SER A:536 ALA A:481, PHE A:583, LYS
B:483. THR B:529 y SER A:535.

4.4.4 Familia pirénica

a) Pirano de fenilalanina
Para la familia piranica, solo se selecciond la que més afinidad present6 con la proteina diana,
debido a su sobresaliente valor energético, prevaleciendo a su vez la fenilalanina como un
aminodcido energéticamente sobresaliente con BRAFV%’E tal como el analisis estadistico lo
detallo.

El pirano de fenilalanina establecié un puente de hidrogeno con un residuo de asparagina,
donde el ASN A:580 fungié como donador de H del carboxilato. A la vez, con fuerzas de
van der Waals, no tan abundantes como en pasados aminoésteres esteroidales, pero
permaneciendo como la interaccion dominante, siguieron la tendencia de establecer una
interrelacion fisica con los grupos quimicos con oxigeno y los anillos arométicos del
esteroide. Por otro lado, el diagrama muestra 3 residuos con un enlace alquilo y estan
presentes otros tipos de interacciones en mayor medida que en otros compuestos y familias.
En la Tabla 15 se desglosan las interacciones sefialadas el P-Phe (Figura 42).

Tabla 15. Interacciones de los aminoésteres piranicos con BRAFV60E,

Interacciones de los aminoésteres piranicos con BRAFV600E,

Molécula | van der Waals Puentede | iy Pi-Alkyl | Oas
hidrdégeno interacciones

AlfglsﬁAs:Z?AS-i?s CYS A:532,

CLY A464. ILE ALA A:481, HIS | TRP A:531,

P-Phe % ASN A:580. A:539, TYR PHE A:583,
A:463, LEU A:514,

VAL A:471, TRP A:538. SER A:535,

Ve | SER A'536.

A:619, LYS A:578.
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A:464

SER 32
ILE E
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i:] Carbon Hydrogen Bond i:] Pi-Alkyl

Figura 42. Diagrama de interaccion de residuos del pirano de fenilalanina (P-Phe).

Profundizando en las interacciones presentes en el P-Phe, con un valor energético de -9.6
kcal/mol, aqui la region de la molécula que se interrelaciond con el sitio catalitico de la
proteina fue la del aminoécido, en este caso la fenilalanina, como habia sucedido con la
familia espirostanica. Los residuos ILE A:463, LEU A:514 y VAL A:471 se reportaron
como los mas notables en cuanto a la formacion de fuerzas de van der Waals se refiere; al
mismo tiempo, el ASN A:580 se enlazd al aminoéster por un puente de hidrégeno y ALA
A:481 fue el enlace de tipo alquilo mas préximo a la region hidrofébica de BRAFVEE, En
adicidn, los residuos CYS A:532, TRP A:531 y PHE A:583 también estuvieron en la zona
ya mencionada, por lo que se consideraron como sobresalientes. En este aminoéster piranico
se notd que una gran parte de los residuos con mayor presencia en las anteriores familias
estuvieron presentes.

4.45 Familia bisnorlacténica

Por dltimo, se analizaron los diagramas interaccionales de los 3 compuestos mas destacados
de esta familia, observandose los mismos tipos de interacciones principales (puentes de
hidrégeno, fuerzas de van der Waals y enlaces alquilo) y en la misma frecuencia que las
moléculas anteriormente reportadas.

a) Bisnorlactona de fenilalanina (B-Phe)
Iniciando con la bisnorlactona de fenilalanina, como sucedié con algunos de los compuestos
homélogos de otras familias, no formé ningtn puente de hidrégeno con BRAFVS%E, pese a
la existencia de varios atomos de oxigeno y nitrogeno en la estructura del esteroide. El
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diagrama ensefia la importante cantidad de interacciones de van der Waals, estableciéndose
en residuos cercanos a la base del 5a-fenantreno, asi como al carboxilato, amino y anillo
fenilico de la fenilalanina. unos cuantos residuos con enlaces de tipo alquilo. En adicion, los
3 enlaces alquilo se localizaron en los grupos metilo y el anillo fenilico (Figura 43).

THR
B:529

ASN

: LYs
838 B:483
A LEU
TR ASN B:481 B:514
5 B:580 GLY
8:538 St T
B:463
N
P~ X TRP
4 B:531
o= /
ALA =
8:543
HIS e
:47
B:539 SER ey Bt CYs
B:536 B:583 SER B:532
8:535
GLY
B:464
:] van der Waals [:l Pi-Pi Stacked
[:] Conventional Hydrogen Bond |:l Pi-Pi T-shaped
[:] Carbon Hydrogen Bond I:] Pi-Alkyl

Figura 43. Diagrama de interaccion de residuos de la bisnorlactona de fenilalanina (B-Phe).

b) Bisnorlactona de tirosina (B-Tyr)

Pasando con la tirosina bisnorlactdnica, la cantidad de fuerzas de van der Waals fue
comparable con el aminoéster de fenilalanina; mientras que un residuo de serina consiguié
crear un puente de hidrégeno con BRAFV%E, También, los enlaces de tipo alquilo siempre
se hacer presentes, habiendo 4 residuos con esta interaccion. En la Figura 44 es posible
observar como el residuo SER A:465 fue el aceptor de puente de hidrégeno proveniente del
grupo amino de la tirosina; al mismo tiempo, se concentraron muchas fuerzas de London por
la atraccion del carboxilato y anillo fendlico del mismo aminoacido, ademas de las presentes
en la amina y cadenas ciclicas de la bisnorlactona. En contraparte, los enlaces alquilos se
acumularon en la parte izquierda de la molécula.
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Figura 44. Diagrama de interaccion de residuos de la bisnorlactona de tirosina (B-Tyr).

c) Bisnorlactona de triptéfano (B-Trp)
Para finalizar, la bisnorlactona de tript6fano, volviéndose algo constante, formé mas de un
enlace de hidrogeno, especificamente con 2 residuos. La proporcion de las fuerzas de van der
Waals son equiparables con las de los otros dos compuestos de esta familia, al igual que las
interacciones alquilicas; al mismo tiempo, hubo méas presencia de otro tipo de enlaces.

El diagrama muestra que, tanto la asparagina (ASN A:580) y el aspartato (ASP A:594),
fueron los aceptores de los puentes de hidrdgeno, los cuales provenian de los 2 grupos amino
del triptéfano. Por otro lado, las fuerzas de London, a diferencia de la anterior molécula,
permanecieron de manera homogénea por todo el compuesto, destacando las interacciones
con el carboxilato, grupo amino e indol, generadas en varios residuos de BRAFY600E,
Finalmente, los enlaces alquilo se ubicaron en los metilos de las bisnorlactona, sin haber
presencia en la region del aminoacido. Para finalizar, en la tabla 16 se registran los resultados
interaccionales para las 3 moléculas bisnorlactonicas (Figura 45).
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Figura 45. Diagrama de interaccion de residuos de la bisnorlactona de triptéfano (B-Trp).

Tabla 16. Interacciones de los aminoésteres bisnorlactonicos con BRAFV60E,

Interacciones de los aminoésteres bisnorlactonicos con BRAFVE00E,

van der Waals

ALA B:543, ASN
B: 580, ASN
B:581, GLY B:466,
LYS B:483, ALA
B:481, LEU A:514,
THR B:529, TRP
B: 531, CYS B:
532, SER B:535,
GLY B:464, SER
B:536, ALA B:
543.

TRP A:531, SER
A:535, ASN A:580,
SER A:536, ASN
A:581, PHE A:583,
GLY A:466, LYS

Puente de
hidrogeno

ILE B: 463, VAL

B: 471, HIS

- A:539, TYR

A:538.

ILE B:463, HIS

A:539, ILE
SER A:465
AATL.
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Alkyl y Pi-Alkyl

A:463, VAL

Otras
interacciones

PHE A:583.

CYS A:532,
TRP A:531,
PHE A:583,
SER A:535,
SER A:536.



A:483, ASP A:594,
LEU A:514, ALA
A:481, GLY A:464.
TRP B:531, LYS
B: 473, TRP A:531,

SER A:535, SER ILE B:463, HIS
A:536, SER A:465, ASN A:580, A:539, ILE PHE A:583,
B-Trp ASN A:581, GLY ASP A594 A:463, ALA VAL A471
A:466, LYS A:483, R A:481. o

LEU A:514, GLY
A:464, GLN A:461,
GLN B:461.

Iniciando con los datos obtenidos para estos 3 Gltimos compuestos, se observé que como en
la mayoria de los compuestos, los aminoacidos ligados al esteroide se encargaron de
interaccionar con residuos en la region “pocket” de BRAFY®E, Para el caso de la B-Phe (-
9.6 kcal/mol de acoplamiento) que, aunque no logré un nimero tan grande de interacciones
con la diana como anteriores aminoésteres esteroidales, obtuvo diversas relaciones muy
sobresalientes. Se considerd que las mejores fuerzas de London reportadas fueron la de GLY
B:466, ALA B:481, TRP B: 531, CYS B: 532 y SER B:535. Por su parte, la B-Phe se enlaz6
alquilicamente con los residuos ILE B: 463 y VAL B: 471, presentes en el sitio catalitico,
asi como también los hizo el PHE B:583 con otra clase de relacion.

Pasando con la B-Tyr, con un valor de -10.1 kcal/mol, mostré una mayor cantidad de
interacciones con BRAFV®YE, | os mejores residuos que se interrelacionaron mayormente
con el anillo fendlico de la tirosina, por medio de las fuerzas de van der Waals, fueron los
siguientes: ASN A:580, PHE A:583, ALA A:481 y GLY A:464. Cabe destacar que,
igualmente se formo un puente de hidrégeno fundamental con SER A:465; ademas, con VAL
A:471 se cred el enlace alquilo méas notable en toda la molécula.

Para terminar con este analisis, la bisnorlactona de triptéfano (B-Trp), cuya energia de
afinidad fue en realidad la mas alta de todos los aminoésteres esteroidales evaluados (-10.9
kcal/mol) establecio una diversidad de interacciones débiles con Braf. Para empezar, los
residuos SER A:465, LEU A:514y GLY A:464 formaron fuerzas de London destacadas con
el triptéfano. Al mismo tiempo, la molécula cre6 dos enlaces de hidrogeno muy importantes
en ASN A:580 y ASP A:594; finalmente, en enlace de tipo alquilo con ALA A:481, como las
relaciones con los aminoacidos PHE A:583 y VAL A:471, se reportaron como superlativas.

En conclusion, los residuos mas repetidos entre las 3 moléculas de la familia bisnorlacténica
resultaron ser los siguientes: VAL A:471, SER A:465, ALA A:481, PHE A:583 y ASN
A:580.
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4.5 Estudio ADME.

Para este Ultimo andlisis se evaluaron las mismas 11 moléculas analizadas en los estudios de
interaccion con Discovery Studio para comprobar sus cualidades farmacocinéticas. El
desarrollo de farmacos implica la evaluacion de la absorcién, distribucion, metabolismo y
excrecion (ADME) cada vez mas temprano en el proceso de descubrimiento, en una etapa en
la que los compuestos considerados son numerosos pero el acceso a las muestras fisicas es
limitado [109]. La herramienta web SwissADME brinda acceso gratuito a un conjunto de
modelos predictivos rapidos pero robustos para propiedades fisicoquimicas,
farmacocinéticas, similitud con las drogas y compatibilidad con la quimica médica, entre los
que se incluyen métodos competentes internos como el diagrama de “Boiled Egg”[110],
iLOGP [111], radar de biodisponibilidad, entre otras [109]. A continuacion, se desglosan los
resultados obtenidos en SwissADME de los mejores compuestos disefiados.

4.5.1 Radares de biodisponibilidad

Iniciando con el radar de biodisponibilidad muestra una evaluacion rapida de la semejanza
con farmacos de referencia. Se tienen en cuenta seis propiedades fisicoquimicas: lipofilia,
tamarfio, polaridad, solubilidad, flexibilidad y saturacion, representdndose como un area
rosada en la que el gréfico de radar de la molécula tiene que caer por completo para que se
considere similar a una droga. El &rea rosa representa el rango 6ptimo para cada propiedad
(lipofilia: XLOGP3 entre -0,7 y +5,0, tamafio: PM entre 150 y 500 g/mol, polaridad: TPSA
entre 20 y 130 A2, solubilidad: log S no superior a 6 , saturacion: fraccion de carbonos en la
hibridacion sp3 no inferior a 0,25, y flexibilidad: no més de 9 enlaces giratorios [109]. En la
tabla 17 se encuentran los radares de biodisponibilidad de los 11 compuestos y los 5 fadrmacos
de referencia (Figuras 46-61).

Tabla 17. Radares de biodisponibilidad

Radares de biodisponibilidad
Compuesto Diagrama del radar Descripcion
Farmacos de referencia
Para el vemurafenib la mayoria de los
pardmetros evaluados estuvieron adentro
7 ™~ > del hexagono rosa, en donde la
flexibilidad y la polaridad resultaron ser
) moderadamente altas, mientras que la
1-Vem Vi . o . -
N «un  lipofilicidad, el tamafio y la insolubilidad
se mantuvieron en el limite del radar de
oL biodisponibilidad. Por otro lado, la
Figura 46. Radar de insaturacion fue muy elevada y se salié
biodisponibilidad del I-Vem. del rango sugerido.
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I-Sor

I-Dra

1-Oxi

1-XL2

MSATL POLAR

INSOLU

Figura 47. Radar de
biodisponibilidad del I-Sor.

NSATL A POLAR

INSOLU

Figura 48. Radar de
biodisponibilidad del I-Dra.

NSATL POLAR

INSOLU

Figura 49. Radar de
biodisponibilidad del I-Oxi.

NSATL B POLAR

INSOLU

Figura 50. Radar de
biodisponibilidad del I-XL2.

El sorafenib cuenta con todas sus
propiedades dentro de la zona rosada,
teniendo muy cerca del limite los
criterios de flexibilidad y tamafio; la
polaridad e insolubilidad se encunetran
mas cercanos a la parte media; mientras
que la insaturacion es muy baja,
probablemente con un valor inferior a
0.25 de hibridacion sp3.

La liposolubilidad, el tamafio y la
flexibilidad del dabrafenib se
mantuvieron dentro del rango aceptable
para farmacos orales; por otro lado la
polaridad, insolubilidad y la insaturacién
se sobrepasaron del hexagono por muy
poco.

Este inhibidor consiguié tener sus 6
caracteristicas en el area rosa, estando la
mayoria en un nivel medio del hexégono,
a excepcion de la flexibilidad, la cual se
puede inferir que en minima pero
aceptable; y la insaturacion que, al igual
que en sorafenib, con un hibridacion sp3
muy cercana al valor minimo de 0.25.

Este ultimo antagonista obtuvo la
mayoria de sus pardmetros en los limites
de la region aceptable para los farmacos
orales, solo por la insaturacion que, a
diferencia de I-Sor, I-Dra e I-Oxi; tuvo
una insaturacion  mucho  mayor,
rebasando el rango permitido.
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Aminoésteres seleccionados

E-His \i\
INSATI | POLAR
Figura 51. Radar de
biodisponibilidad del E-His..
=)
[l
{ /
Nt/
E-Pro \ 78
INSATL ! 7 POLAR
%
Figura 52. Radar de
biodisponibilidad del E-Pro.
=)
= /.- ~, o SIZE
-'/ r"
\ 1
\ /
E-Tyr \| -/

POLAR

INSOLU

Figura 53. Radar de
biodisponibilidad del E-Tyr.

Este espirostano de histidina mostr6 una
una flexibilidad media, una insaturacion
baja y una alta polaridad, encontrandose
estas 3 propiedades dentro del hexagono.
A su vez, la liposolubilidad, el tamafio y
la insolubilidad en agua se salieron del
area rosada, siendo considerablemente
eleavadas.

El E-Pro tuvo los mismos 3 paramentros
que la anterior molécula, pero este
espirostano  presentd una  menor
flexibilidad, polaridad e insaturacion,
siendo la mas baja esta dltima
caracteristica. Al mismo tiempo, la
liposolubilidad y la insolubidad fueron
mas altas, y el tamarfio apenas traspaso el
limite del hexagono.

Continuando con la misma tendencia que
los compuestos de esta familia, la E-Tyr
consiguié la misma ubicacion de los 6
pardmentros evaluados, destacando que
la liposolubilidad, insolubilidad vy
tamafio fueron mas altos, estando mas
alejados de los rangos admisibles.
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E-Trp

Fur

F-Tyr

F-Trp

NEATU A7 POLAR

INSOLU

Figura 54. Radar de
biodisponibilidad del E-Trp.

INSATU \r/ POLAR

INSOLU

Figura 55. Radar de
biodisponibilidad del Fur..
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INSOLU

Figura 56. Radar de
biodisponibilidad del F-Tyr.

NSATU \‘ ya POLAR

INSOLU

Figura 57. Radar de
biodisponibilidad del F-Trp.

El espirostano de triptéfano
préacticamente logr6 igualar el mismo
comportamiento que el E-Tyr en las 6
propiedades del radar de
biodisponibilidad.

El furostano, a diferencia de los 4
anteriores  compuestos, obtuvo 5
propiedades en la zona rosada,
reportando una baja insaturacién, una
polaridad y flexibilidad media y una
insolubilidad y tamarfio elevados, cerca
de la periferia del hexagono. La
liposolubilidad fue el Gnico valor que
sobrepaso el rango permitido.

Esta molécula, ya con una tirosina
enlazada al furostano, regresé con el
comportamiento observado, solo
teniendo la insaturacion y polaridad
(alta) en el hexagono; siendo muy altos
los 4 parametros restantes.

En el F-Trp se observd un
comportamiento muy similar al F-Tyr en
los 6 paramentros del radar.
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P-Phe

B-Phe

B-Tyr

B-Trp

MSATU \ |7 POLAR

INSOLU

Figura 58. Radar de
biodisponibilidad del P-Phe.

MSATU \ i POLAR

INSOLU

Figura 59. Radar de
biodisponibilidad del B-Phe.

\
INSATL \/ POLAR

INSOLU

Figura 60. Radar de
biodisponibilidad del B-Tyr.

hS
NSATU Ay POLAR

INSOLU

Figura 61. Radar de
biodisponibilidad del B-Trp.

El pirano de fenilalanina mostr6 una
insolubilidad media-baja y una alta
polaridad, pero dentro del radar. Por otro
lado, las otras 4 propiedades fueron muy
exhacerbadas al pasar la zona rosa.

Entrando con la familia bisnorlacténica,
el B-Phe obtuvo las 3 cualidades
habituales dentro del hexagono descritas
anteriormente, asi como el tamafio del
compuesto que se mantuvo al limite. La
liposolubilidad e insolubilidad rebasaron
los rangos aceptables.

En la bisnorlactona de tirosina se not6 la
tendencia reportada, pero cabe destacar
que la liposolubilidad y la insolubilidad,
aunque fuera del radar, consiguieron
estar mas cerca del area rosada, mientras
que el tamafio estuvo en el vértice del
hexagono

Esta ultima molécula de triptdfano
resultd tener una tendencia similar a B-
Tyr, pero con los 3 parametros foraneos
al radar ligeramente mas por arriba.
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En resumen, el andlisis del radar de biodisponibilidad para los inhibidores de referencia
presentd, en la mayoria de ellos, como era de esperarse, estabilidad en sus propiedades fisicas
teniendo sus valores dentro de la zona rosada, existiendo una discrepancia en la insaturacion,
debido a que el vemurafenib, dabrafenib y XL281 se salieron del radar, mientras que el
sorafenib y la oxima reportaron el valor minimo. Continuando con los aminoésteres
esteroidales, resultaron tener una tendencia en determinados pardmetros: La mayor parte de
compuestos poseyeron las propiedades de polaridad e insaturacién dentro del radar, mientras
que la flexibilidad y el tamafio aparecian en algunos casos dentro del hexagono,
especialmente en los de la familia espirostanica y bisnorlacténica; para finalizar, otro comun
denominador observado en los compuestos evaluados fue que tanto la liposolubilidad como
la insolubilidad permanecieron afuera del area rosada, indicando que estos compuestos son
poco solubles en agua (Tabla 17).

4.5.2 Propiedades fisicoquimicas

Se ha descubierto que la flexibilidad molecular reducida, medida por el nimero de enlaces
giratorios, y el area de superficie polar baja o el recuento total de enlaces de hidrégeno (suma
de donantes y aceptores) son predictores importantes de una buena biodisponibilidad oral,
independientemente del peso molecular. El limite de peso molecular cominmente aplicado
en 500 no separa significativamente los compuestos con poca biodisponibilidad oral de
aquellos con valores aceptables en este extenso conjunto de datos. El analisis de Veber y
colaboradores en roedores sugieren seguir los siguientes dos criterios: 10 0 menos enlaces
giratorios y tener un area de superficie polar igual 0 menor a 140 A% (0 12 0 menos donantes
y aceptores de enlaces H) tendran una alta probabilidad de buena biodisponibilidad oral
[112].

Tabla 18. Propiedades fisicoquimicas.

Propiedades fisicoquimicas

Peso No. de -
molecular  enlaces Aceptores Donadores Refractividad TPSA (A%
dep.deH dep.deH molar
(g/mol) rotables
Antagonistas de referencia
| 1-Vem  EEEY 7 6 2 124.21 100.30
DI 44870 9 10 0 86.26 9.23
| 1-Dra ISR 6 8 2 129.24 147.48
B 35027 4 6 0 93.09 3.24
RPN  462.89 5 5 3 127.48 107.55
Aminoesteres seleccionados
E-His 551.76 5 6 2 155.48 99.46
| E-Pro  ESERZ 3 5 1 150.36 56.79
577.79 5 6 2 165.36 91.01
600.83 5 5 2 175.19 86.57
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Fur 456.66 6 4 1 133.01 55.76
F-Tyr 619.83 11 7 2 176.77 108.08
F-Trp 642.87 11 6 2 186.61 103.64

645.87 10 7 1 184.56 104.92
B-Phe 491.66 5 5 1 140.49 78.62
B-Tyr 507.66 5 6 2 142.51 98.85
B-Trp 530.70 S S5 2 152.35 94.41

Profundizando un poco en los resultados otorgados por SwissADME, el peso molecular de
los farmacos, a excepcion del I-Vem y el 1-Dra (en mucho menor medida), estan por debajo
de los 500 g/mol; por su parte, los aminoésteres analizados tuvieron, en su mayoria, un peso
molecular mayor a 500 g/mol, siendo los mas pesados los pertenecientes a la familia
furostanica y los mas ligeros los compuestos bisnorlactonicos, donde el B-Phe fue el Unico
menor a 500. El nimero de enlaces rotables para los antagonistas fue menor al promedio
recomendado (10 enlaces), quitando a la bisamida de vemurafenib; al mismo tiempo, a
excepcion del F-Tyr y F-Trp, todas las moléculas estudiadas se mantuvieron en el rango
sugerido por Veber. Los farmacos tuvieron una suma de puentes de hidrogeno menor a 12;
mientras que las moléculas esteroideas consiguieron los mismos resultados. Para finalizar
con el &rea superficial molar, los inhibidores de referencia reportaron valores menores de 140
A2, a excepcion del vemurafenib y dabrafenib; igualmente, todas las moléculas evaluadas
estuvieron debajo del valor estimado, pues el &rea de superficie polar reducida se correlaciona
mejor con el aumento de la tasa de penetracion que con la lipofilicidad (Clog P), y el aumento
del nimero de enlaces giratorios tiene un efecto negativo en la tasa de penetracion celular
[112] (Tabla 18).

4.5.3 Lipofilicidad e hidrosolubilidad

El coeficiente de particion entre el n-octanol y el agua (log Pow) €s el descriptor clasico de
la lipofilicidad [109], [113], [114], el cual estd muy implicado en el transporte de farmacos
eny su interaccidn con receptores [115]. SwissADME da acceso a cinco modelos predictivos
disponibles para calcular este parametro, pero basadndose en las caracteristicas de los
compuestos empleados, solo se utilizaron 3 modelos: WLOGP, un método puramente
atomistico basado en el sistema fragmentario de Wildman y Crippen; MLOGP [116], un
arquetipo de método topoldgico que se basa en una relacion lineal con 13 descriptores
moleculares especificos; y SILICOS-IT, un método hibrido que se basa en 27 fragmentos y
7 descriptores topoldgicos [109].

La hidrosolubilidad es una de las propiedades fisicas clave de interés para la
captacion/distribucion de compuestos biolégicamente activos en la eficacia viva y la
comercializacion [111]. Para los proyectos de descubrimiento dirigidos a la administracion
oral, la solubilidad es una propiedad importante que influye en la absorcion [109]. Los
métodos topolégicos de SwissADME empleados para este analisis para predecir la
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solubilidad en agua incluyé a. ESOL, el cual involucra pardametros como log Poctanol
calculado, seguido del peso molecular, la proporcién de dtomos pesados en los sistemas
aromaticos y el nimero de enlaces giratorios [117]; y el modelo desarrollado por SILICOS-
IT.

Tabla 19. Lipofilicidad y solubilidad en agua

Lipofilicidad y solubilidad en agua

ComeE Lipofilicidad Hidrosolubilidad
WLOP MLOP SILICOS-IT LogS (ESOL) SILICOS-IT
Farmacos de referencia
1-Vem 7.27 3.14 5.78 -6.02 -10.07
1-Sor -0.84 1.88 1.38 -3.48 -3.61
I-Dra 7.52 2.94 5.51 -6.16 -9.57
1-Oxi -4.39 2.77 0.57 -3.13 -3.04
1-XL2 3.88 3.23 3.74 -5.31 -8.13
Aminoésteres seleccionados

E-His 5.56 3.67 452 -6.49 -6.06
E-Pro 5.64 4,93 4.71 -6.83 -5.58
E-Tyr 6.54 4.84 5.13 -7.59 -6.61
E-Trp 7.32 5.03 6.12 -8.08 -8.04

Fur 6.19 4.68 5.45 -5.72 -5.38
F-Tyr 7.01 4.63 6.39 -7.32 -7.49
F-Trp 7.79 4.82 7.39 -7.81 -8.92
P-Phe 7.12 4.63 6.68 -71.72 -7.75
B-Phe 5.22 4.79 4.65 -6.44 -6.18
B-Tyr 4.92 4.24 4.18 -6.31 -5.59
B-Trp 5.70 4.46 5.18 -6.81 -7.02

Los valores otorgados por la plataforma demostraron que, para los farmacos, tuvieron cifras
variadas entre ellos en los parametros de lipofilicidad e hidrosolubilidad, contando con 2
medicamentos considerados como pobremente hidrosolubles, el 1-Vem e I-Dra; uno
moderadamente soluble (I-XL2) y 2 antagonistas solubles en medio acuoso (I-Sor e 1-Oxi).
En contraparte, los aminoésteres esteroidales se caracterizaron por tener valores de
lipofilicidad elevados y, por ende, valores de insolubilidad muy negativos, donde los menos
solubles en agua fueron los compuestos de la familia furostanica, y los mas hidrosolubles,
pero aun pasados del radar de biodisponibilidad, las moléculas bisnorlacténicas (Tabla 19).
Por lo tanto, las moléculas disefiadas se pueden considerar como liposolubles, de hecho, la
mayoria sobrepasan el valor maximo en el radar de biodisponibilidad, lo cual favorece su
entrada a las células atravesando la doble membrana fosfolipidica, pero no en la distribucion
en el medio acuoso del organismo.
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454 Farmacocinética

Otra seccién muy importante que ofrece SwissADME es la determinacion probabilistica de
las propiedades farmacocinéticas mas elementales, como la absorcién gastrointestinal,
permeabilidad de membranas, inhibicién de monoxigenasas, entre otras. Las predicciones
para la absorcién gastrointestinal humana pasiva (HIA) y la permeacion de la barrera
hematoencefalica (BBB) consisten en la lectura del modelo “Boiled Egg” [110], un modelo
de clasificacion gréfico, del cual se profundizard mas adelante. Igualmente, el conocimiento
acerca de los compuestos que son sustrato o no de la glicoproteina de permeabilidad (P-gp)
es clave para evaluar la salida activa a través de las membranas biol6gicas, por ejemplo, del
tracto gastrointestinal. Ademas, otro elemento valioso es el coeficiente de permeabilidad en
piel (Kp), un modelo es una regresion lineal maltiple, el cual, mientras mas negativo sea el
log Kp, menos permeable a la piel es la molécula [109].

Por ultimo, también es fundamental el conocimiento sobre la interaccion de las moléculas
con los citocromos de la familia P450 (CYP450). Esta superfamilia de isoenzimas son
capaces de catalizar la biotransformacion oxidativa de la mayoria de los farmacos y otros
xenobioticos lipofilicos [118], fungiendo como un actor clave en la eliminacién de farmacos
a través de la biotransformacion metabdlica [119]. Se estima que del 50 al 90% de las
moléculas terapéuticas son sustrato de cinco isoformas principales (CYP1A2, CYP2C19,
CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4) [109]. La inhibicidon de estas isoenzimas es sin duda una de
las principales causas de las interacciones farmacocinéticas relacionadas con la
farmacocinética, pues durante la fase oxidativa del metabolismo de ciertos farmacos, algunos
tienen la capacidad de aumentar o disminuir la actividad de las enzimas del CYP450 [120],
dando lugar a efectos adversos toxicos u otros no deseados debido a la menor depuracion y
acumulacion del farmaco o sus metabolitos. La inhibicion de CYP450 se puede clasificar
como reversible (incluida la inhibicién competitiva y no competitiva) o irreversible (o casi
irreversible), como la inhibicién basada en mecanismos [121]. Se han identificado numerosos
inhibidores de las isoformas de CYP, algunos afectan a diferentes isoformas de CYP,
mientras que otros compuestos muestran selectividad por isoenzimas especificas. Por lo
tanto, es de gran importancia para el descubrimiento de farmacos predecir la propensién con
la que la molécula provocara interacciones farmacoldgicas significativas a través de la
inhibicién de los CYP y determinar qué isoformas se ven afectadas [109]. En la tabla se
observan los resultados de farmacocinética obtenidos.
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Tabla 20. Farmacocinética de los mejores compuestos

Farmacocinética de los mejores compuestos.

Molec.

G. I B.H. E. 9 (cml/s)

Baja No No No Si Si No Si -5.76
Baja No No No No No No Si -7.40
Baja No No No Si Si No Si -6.08
Baja No No No No Si No Si -6.88
Alta No Si No No Si Si Si -6.35
Alta No Si No No No No No -5.76
Alta No No No No No No No -4.90
Baja No No No No No No No -4.88
Baja No No No No No No No -4.68
Fur Alta No No No No No No No -5.20
Baja No Si No No No No Si -5.27
Baja No No No No No No Si -5.07
Baja No Si No No No No Si -5.23
Alta No Si No No Si No No -5.07
Alta No Si No No No No No -5.42
Alta No Si No No Si No No -5.21

Absorcion  Absorcion o o oypias CYP2CL oypace cvpops  cyPsad

Dentro de los valores reportados, los inhibidores de referencia, quitando a XL281, tuvieron
una baja absorcion gastrointestinal y no fueron sustratos de P-Gp; ninguno fue permeable de
la barrera hematoencefalica; y todos demostraron inhibir por lo menos a una enzima del
CYP450, en donde el farmaco que registré un mayor nimero de inhibiciones fue el 1-XL2
con 3 (CYP2C9, CYP2D6 y CYP3A4), y el que menos lo hizo fue el sorafenib, bloqueando
solo a CYP3A4, siendo de hecho esté Gltima enzima inhibida por todos los antagonistas; y
finalizando con el log Kp de los antagonistas, se mantuvieron en un rango de -5.5 y -7.5,
siendo el I-Sor aquel con el coeficiente més bajo, es decir el menos permeable en piel, y el I-
Dra el mas alto de los 5 medicamentos. Pasando con los compuestos esteroidales,
préacticamente la mitad de ellos consiguieron una absorcion alta, destacandose la parte de los
aminoésteres de la familia espirostanica y bisnorlactdnica; no resultaron ser permeables a la
BHE; 6 moléculas fueron sustratos de P-Gp, en especial las bisnorlactonas; en general, la
mayoria de los compuestos no son inhibidores de las monoxigenasas de CYP P450, solo
contemplandose valores positivos en la CYP2C9 por parte de los aminoésteres
bisnorlacténicos (B-Phe y B-Trp), y en la CYP3A4 en los 3 furostanos; por Gltimo, las cifras
del log Kp estuvieron en un promedio de -5.5 cm/s, considerandose como moléculas poco
permeables a la piel (Tabla 20).
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4.5.5

“Druglikeness”

Como se definié anteriormente, la "similitud de un farmaco" evalGa cualitativamente la
posibilidad de que una molécula se convierta en un farmaco oral con respecto a la
biodisponibilidad, establecidas a partir de inspecciones estructurales o fisicoquimicas de
compuestos en desarrollo. Esta nocion se emplea habitualmente para realizar el filtrado de
bibliotecas quimicas para excluir moléculas con propiedades muy probablemente
incompatibles con un perfil farmacocinético aceptable [109]. En esta penultima seccién de
la plataforma se da acceso a cinco filtros diferentes basados en reglas, con diversas gamas de
propiedades dentro de las cuales la molécula se define como similar a un farmaco. Los
métodos empleados por SwissADME son los siguientes:

a)

b)

©)

d)

e)

Ghose (Amgen), que desarrolla una caracterizacion cuantitativa basada en perfiles
de propiedades fisicoquimicas computadas, como log P, refractividad molar, peso
molecular y nimero de 4tomos, asi como una caracterizacion cualitativa basada en
la aparicion de grupos funcionales y subestructuras importantes [122].

Veber (GSK), cuyo estudio sugiere dos criterios de tener 10 o menos enlaces
giratorios y (2) area de superficie polar igual o menor a 140 A% (0 12 o menos
donantes y aceptores de enlaces H) para tener una alta probabilidad de buena
biodisponibilidad oral en la rata [112].

Egan, basado en PSA y AlogP98, considerando procesos fisicos involucrados en la
permeabilidad de la membrana y las interrelaciones y redundancias entre los
descriptores disponibles [123].

Muegge (Bayer), el cual aplica el filtro de puntos de farmacéforo que proporciona
una razon estructural detallada para la clasificacion de cada molécula como farmaco
o0 no farmaco [124].

Lipinski, siendo el modelo de referencia de otros métodos, fundamentandose en el
descubrimiento de la "regla de 5" predice que la absorcion o permeacion deficientes
es mas probable cuando hay mas de 5 donantes de enlaces H, 10 aceptores de enlaces
H, el peso molecular (MWT) es superior a 500 y el Log calculado P (CLogP) es
mayor que 5 (0 MlogP.4.15) [125].

También, se encuentra la puntuacion de biodisponibilidad, el cual busca predecir la
probabilidad de que un compuesto tenga al menos un 10 % de biodisponibilidad oral en ratas

[109].
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Tabla 21. Reglas empiricas de druglikeness

Reglas empiricas de druglikeness

: L Biodispo-
Lipinski Ghose Egan Muegge Veber nibilidad
Farmacos de referencia
No; 2 violaciones: No; 1
1-Vem Si; 0 violaciones MW>480, violacion: Si Si 0.55
WLOGP>5.6 WLOGP>5.88
Lo No; 1 violacion: . . .
Si; 0 violaciones WLOGP<-0.4 Si Si Si 0.55
Si, 1 violacion: No; 2 violaciones: violr;ligi;oznes No; 1
’MW>500 ’ MW>480, WLOGP>5 58 Si violacion: 0.55
WLOGP>5.6 TPSAS1316 TPSA>140
: o No; 1 violacion: . . .
Si; 0 violaciones WLOGP<-0.4 Si Si Si 0.55
Si; 0 violaciones Si Si Si Si 0.55
Aminoésteres seleccionados
Si, 1 violacién: NBONEEC vic')\:gc;:izn'
MW>500 MW>'480, MR>130, Si XLOGP3> Si 0.55
#atomos>70 5
No; 4 violaciones: No: 1
No; 2 violaciones: MW>480, violac':ién'
MW>500, WLOGP>5.6, Si ) Si 0.17
. XLOGP3>
MLOGP>4.15 MR>130, # atomos 5
>70
No; 4 violaciones: No: 1
No; 2 violaciones: MW=>480, No; 1 viola(’:ién'
E-Tyr MW>500, WLOGP>5.6, violacién: XLOGP3.> Si 0.17
MLOGP>4.15 MR>130, # atomos ~ WLOGP>5.88 5
>70
No; 3
No; 4 violaciones: V|0Iat?|ones
No; 2 violaciones: MW>480, -No; 1 MW>600, -
E-Trp MW>500, WLOGP>5.6, violacién: XLOGP3> Si 0.17
MLOGP>4.15 MR>130, # &tomos ~ WLOGP>5.88 5
>70 .
#anillos>7
No; 3 violaciones: No: 1 No; 1
Si, 1 violacion: WLOGP>5.6, viola(':ién' violacion: si 055
MLOGP>4.15 MR>130, ) XLOGP3> '
. WLOGP>5.88
#atomos>70 5)
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MW>500,
MLOGP>4.15

MW>500,
MLOGP>4.15

MW>500,
MLOGP>4.15

Si, 1 violacién:
MLOGP>4.15

MW>500,
MLOGP>4.15

MW>500,
MLOGP>4.15

No; 2 violaciones:

No; 2 violaciones:

No; 2 violaciones:

No; 2 violaciones:

No; 2 violaciones:

No; 4 violaciones:
MW>480,
WLOGP>5.6,
MR>130, # 4&tomos
>70

No; 4 violaciones:
MW>480,
WLOGP>5.6,
MR>130, # atomos
>70

No; 4 violaciones:
MW>480,
WLOGP>5.6,
MR>130, # atomos
>70

No; 3 violaciones:
MW>480, MR>130,
#atomos>70

No; 3 violaciones:
MW>480, MR>130,
#atomos>70

No; 4 violaciones:
MW>480,
WLOGP>5.6,
MR>130, # 4&tomos
>70

No; 1
violacion:
WLOGP>5.88

No; 1
violacion:
WLOGP>5.88

No; 1
violacion:
WLOGP>5.88

Si

Si

Si

No; 2
violaciones

MW>600,
XLOGP3>
5

No; 2
violaciones

MW>600,
XLOGP3>
5

No; 2
violaciones

MW>600,
XLOGP3>
5)

No; 2
violaciones

MW>600,
XLOGP3>
5)

No; 1
violacion:
XLOGP3>

5)

No; 1
violacién:
XLOGP3>

5

No; 1
violacion:
Rotors>10

No; 1
violacion:
Rotors>10

Si

Si

Si

Si

0.17

0.17

0.56

0.55

0.17

0.17

Basado en las propiedades fisicoquimicas para cada molécula, las reglas empiricas en las que
nos basamos para contemplar este analisis fue Mugge, Egan y, para algunas moléculas, la
regla de los 5 de Lipinski, por lo que, aunque se observen varias violaciones en el método de
Ghose, no son relevantes ya que este no es aplicable para compuestos hidrofébicos y
anticancerigenos, como lo son estas moléculas del presente estudio.

Comenzando con los farmacos, tanto en los modelos de Lipinski, Veber y Muegge no se
presentaron violaciones, salvo en el método de Egan que hubo violaciones a la elevada
lipofilicidad y TPSA para el vemurafenib y el dabrafenib. En cuanto a las moléculas
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evaluadas, en términos generales, las 11 demostraron la misma tendencia en todos los
métodos farmacocinéticos de poseer violaciones por su gran lipofilicidad y, la mayor parte,
considerable peso molecular, pasando los 500 g/mol o 600 g/mol en el caso de Muegge. A
su vez, para los furostanos de tirosina y triptéfano también apareci6 la violacién de contener
mas de 10 enlaces rotables en su estructura y, terminando con la puntuacion de
biodisponibilidad, solo 4 compuestos lograron una cifra mayor a 0.50, un aminoéster de cada
familia, representando un buen resultado (Tabla 21).

4.5.6 Boiledegg

Para finalizar con el andlisis ADME, el diagrama de “Boiled Egg” es un método intuitivo
para predecir simultaneamente dos parametros clave de ADME: la absorcion gastrointestinal
pasiva (HIA) y el acceso a la barrera hematoencefalica (BBB). El gréfico de clasificacion en
forma de huevo incluye la yema (es decir, el espacio fisicoquimico para la permeacion
altamente probable de BBB) y la clara (el espacio fisicoquimico para la absorcion altamente
probable de HIA). Ambos compartimentos no son mutuamente excluyentes y la region gris
exterior representa moléculas con propiedades que implican una baja absorcion prevista y
una penetracion limitada en el cerebro. Ademaés, los puntos estan coloreados en azul si se
pronostica como salida activa de P-gp (PGP+) y en rojo si se predice como no sustrato de P-
gp (PGP-) [110]. En los Gréficos 19 y 20 se muestran los diagramas de de “Boiled Egg” de
los aminoésteres esteroidales y los inhibidores de referencia respectivamente.

F-Trpo
E-Trpo oP-Phe
o
E-Tyr o F-Tyr
Furo B-Trp
o E-Pro O o E-His

o
B-Phe O B-Tyr

-]

Gréfico 19. Diagrama Boiled Egg de los aminoésteres esteroidales seleccionados.
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Ve I-Dra

I-X1.2

[+]

I-Sor Legends

Gréfico 20. Diagrama Boiled Egg de los farmacos de referencia.

De los 11 compuestos analizados, 6 estuvieron en el area de absorcion gastrointestinal, donde
el E-Pro se localiz6 muy cerca de la permeabilidad del cerebro, en donde 3 pertenecieron a
la familia bisnorlactonica y 2 a la espirostanica. Cabe destacar que méas de la mitad de las
moléculas fueron sustratos de la P-Gp, y 4 de ellos dentro de la zona blanca (Grafico 19).

En el caso de los inhibidores de referencia, solo el medicamento XL281 consiguid entrar en
“clara del huevo”, es decir, es el unico altamente absorbible en el tracto gastrointestinal,
ademaés de ser P-Gp positivo. Por otro lado, I-Vem e I-Dra por su alta lipofilicidad y valor de
TPSA no ingresaron al &rea blanca, asi como el I-Sor, con la diferencia de que su lipofilia 'y
TPSA fue mucho menor. El 1-Oxi no apareci6 en el diagrama (Grafico 20).
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5 CONCLUSIONES

El estudio de docking molecular con los 105 aminoésteres esteroidales comprob6 que los
valores energéticos mas altos se registraron para las moléculas E-Tyr, E-Trp, F-Trp (todas
con un valor -10.1 kcal/mol) y B-Trp (-10.9 kcal/mol), siendo esta Gltima la mas alta del total
de moléculas estudiadas. En cuanto al analisis estadistico, se demostro que la familia
espirostanica tuvo la media absoluta mas alta; el tipo de aminoacido con el promedio més
sobresaliente pertenecié a las moléculas aromaticas; y aunado a esta Gltima conclusion, los
compuestos con las medias mas elevadas y con mayor diferencia estadisticamente
significativa se registraron aquellos que contenian los aminoacidos aromaticos: fenilalanina,
tirosina y triptofano; sugiriendo una mayor afinidad de las moléculas ligadas con estos 3
aminoécidos con BRAFY5%E asi como con los aminoésteres de la familia espirostanica.

Pasando con las curvas ROC, las 5 familias presentaron una tendencia bastante similar, en
las cuales los grupos analizados obtuvieron un AUC mayor a 0.5 para el I-XL2, en donde los
maximos valores reportados fueron de 0.80 y 0.78, correspondientes las familias furostanica
y piranica respectivamente, siendo los dos Unicos test buenos para ese farmaco. En adicion,
el grupo de las bisnorlactonas también logro un test no azaroso para el 1-Dra, con un valor de
0.75 de AUC, convirtiéndolo en una curva ROC regular.

En el analisis de interacciones entre BRAFV6%E y las moléculas candidatas, se considerd que
los residuos més importantes, tomando en cuenta que fueron los que més coincidieron entre
la gran parte de moléculas de las 4 familias probadas en esta seccién del estudio y que fueron
los residuos localizados en el “pocket” de union de ATP y adenina, son los mencionados a
continuacion: VAL A:471, LEU A:514, ILE A:463, ALA A:481, PHE A:583, SER A:535,
SER A:536, SER A:465, CYS A:532, LYS B:483 y ASN A:580.

Posteriormente, las predicciones arrojadas por SwissADME indicaron que los mejores
aminoésteres esteroidales, en términos generales, tuvieron un peso molecular ligeramente
superior a 500 g/mol y valores de TPSA menores a 140 A?; se calificaron como compuestos
liposolubles, siendo las 3 moléculas de la familia bisnorlacténica ligeramente mas
hidrosolubles que las demés. En cuando a sus cualidades farmacocinéticas, solo los
aminoésteres espirostanicos y bisnorlactonicos resultaron ser absorbibles en el tracto
gastrointestinal, ademas de que varias moléculas estas dos familias también fueron sustratos
de P-Gp; y no fueron inhibidores de la mayoria de las isoenzimas del citocromo P450.

Finalmente, acorde con todo este estudio realizado, se concluye que los compuestos hits que
podrian ser empleados como farmacos para antagonizar a BRAFV8E  debido a sus
caracteristicas de afinidad, interaccionales y farmacocinéticas comprobadas, serian las
moléculas E-Tyr, E-Trp y B-Trp. Consideramos que el siguiente paso en este trabajo, en un
futuro préximo, seria realizar la sintesis orgénica de las moléculas hit en el laboratorio, para
una posterior evaluacién bioldgica en lineas celulares de cancer de tiroides papilar.

120



121




6 Anexos

Anexo 1: Energia de afinidad de los compuestos en CB-Dock

Farmaco/
Aminoacido/
Esteroide
Vemurafenib
Sorafenib
Dabrafenib
Oxima
XL281
Bisnorlactona
Colestano
Espirostano
Furostano
Pirano
Alanina
Arginina
Asparagina
Acido
aspartico
Cisteina
Fenilalanina
Glicina
Acido
glutamico
Glutamina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Triptéfano
Valina

Tabla 22. Energia de afinidad de los aminoésteres esteroidales en CB-Dock.

Energia de afinidad de los aminoésteres esteroidales en CB-Dock.

Energia de afinidad (kcal/mol) de las familias esteroideas.

Bisnorlacténica

-9.1

-8.4
-8.4
-8.6

-8.5

-8.8
9.1
-8.4

-8.3
-9.2
-8.5
-8.6

-8.3
-8.7
-8.4
-9.8
-8.5
-10.9
-8.5

Colestanica

-7.3

-7.1

-8.4
-8.6
-8.9

-7.7
-8.2

-8.3
-7.8
-6.9
-7.9
-8.1
-8.4
-6.9
-8.8
-7.8
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Espirostanica

-12.6
-11.3
-11.2
-10.8
-9.2

-8.8

-8.6
-8.7
-8.8

-8.8
9.3
-8.9
-8.5
-8.2
-7.8

-8.5
-9.7
-8.6
-10.2
-8.8

Furostanica

-9.4

9.1
-8.5
-8.8

-8.8

-8.5
-9.2
-8.9

9.1
-9.3
-8.8
-8.7
-8.3
-8.3
-9.4
-8.5
-9.2
-9
-9.5
-8.8

Piranica

-7.0
-9.7
-7.2

-8.3
-8.2
-7.5
-8.3
-7.2
-7.4
-7.8
-7.3
9.4
-7.6
-9.7
-8.1
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