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RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Su agresividad
caracteristica se debe al crecimiento descontrolado de las células tumorales, lo que las lleva
a una privacion de oxigeno. Para el funcionamiento celular en los tejidos de organismos
aerobios, es muy importante el oxigeno. La concentracion normal de oxigeno en los tejidos
es < 2%, y cuando llega a valores < 0.02% se conoce como hipoxia celular. La respuesta de
los organismos ante la hipoxia es la activacion de la familia de transcripcion conocida como
factor inducido por la hipoxia (HIF, Hypoxia Induces Factor) que da una respuesta fisiologica
para sobrevivir a bajas concentraciones de oxigeno. La relacion que tiene el cancer con la
hipoxia celular es el crecimiento descontrolado de las células, ya que provoca que los vasos
sanguineos queden alejados de las células mas internas del tumor, aproximadamente a 100-
150 um, dejandolas desprovistas de perfusion sanguinea y sin oxigeno provocando una
condicién hipdxica. A lo largo de la historia, se han desarrollado diferentes terapias para
poder tratar el cancer como lo son la quimioterapia, radioterapia, terapia fotodinamica, etc.
Sin embargo, las células tumorales presentan resistencia a estas terapias como consecuencia
de la distancia de las células hipoOxicas respecto a los vasos sanguineos, la continua
proliferacion celular y la baja concentracion de oxigeno, pues tanto la quimioterapia,
radioterapia y fototerapia son dependientes de las concentraciones de oxigeno en el medio
celular para que puedan actuar de forma efectiva. Por lo tanto, el enfoque para tener una
nueva terapia se centra en el factor HIF, la via por la cual las células sobreviven ante bajas
concentraciones de oxigeno. El inhibir esta via resulta conveniente para eliminar células que
sobreviven en condiciones hipdxicas y que en consecuencia resisten a las terapias
mencionadas.

Por otra parte, existen compuestos que han probado su actividad en la inhibicion de la via de
HIF en diferentes niveles. Este trabajo se enfoca en estudiar la actividad de compuestos que

bloguean la formacion del complejo proteico HIF-1. Se analiza ediante herramientas de la

Xiv



quimica computacional, como célculos basados en la teoria DFT y en acoplamiento

molecular, la interaccién ligante-proteina HIF-1 y el tipo de interacciones entre ellos.



INTRODUCCION

El oxigeno es un elemento fundamental en el buen funcionamiento de los organismos. La
privacion de oxigeno en ellos puede tener consecuencias fatales como en la isquemia
miocardica, trombosis, anemia, céncer, etc., enfermedades en las cuales los tejidos
implicados se ven comprometidos por falta de irrigacion sanguinea. Por ello, a lo largo de la
historia evolutiva los organismos aerobios desarrollaron mecanismos que dan respuesta a las
bajas concentraciones de oxigeno. Una de las vias mas importantes es la via del factor
inducido por la hipoxia-1 (HIF-1, Hypoxia Induces Factor-1), que regula el metabolismo de
los tejidos cuando hay bajas concentraciones de oxigeno, siendo éste un “switch” metabdlico,
que cambia el metabolismo aerobio a uno anaerobio en las células afectadas. Asi,
padecimientos donde los tejidos se ven comprometidos en suministro de oxigeno tienen una
respuesta para superar esta condicion, haciendo del factor HIF-1 un elemento importante para

la supervivencia del tejido afectado [1-4].

El cancer es un padecimiento donde el crecimiento descontrolado de las células es una de sus
principales caracteristicas, lo que provoca masas densas de células, dejando a las méas internas
desprovistas de irrigacion sanguinea y por consecuencia con muy baja concentracion de
oxigeno. Por la agresividad caracteristica del cancer, su crecimiento descontrolado y gran
proliferacion, se han desarrollado distintas terapias para poder combatir este padecimiento,
sin embargo; la resistencia del cancer hacia los distintos tipos de terapia es una realidad en la
actualidad. Los tratamientos de quimioterapia y de radioterapia estan limitados por la baja
oxigenacion que tienen las células en los tumores sélidos humanos, incluso terapias mas
novedosas como la terapia fotodinamica también esta condicionada por la baja concentracion
de oxigeno, ya que depende de el para la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS,
Reactive Oxygen Species) y generar estrés mitocondrial, su lisis y la liberacidn de citocromos
que llevan a la célula a un proceso apoptotico. Por ello, la proteina HIF-1 es un blanco
terapéutico ante las células tumorales que presentan resistencia a los tratamientos

anticancerigenos [5-7].

HIF-1 es un heterodimero formado por los mondmeros HIF-1a y HIF-1p. La unidad a cuenta
con dominios como C-TAD, ODD, PAS-A y PAS-B. Los dominios PAS-A y PAS-B son de

crucial importancia, ya que en ellos se lleva a cabo el proceso de dimerizacion entre las dos



subunidades. El motivo estructural bHLH es la region en contacto con ADN para activar los
genes objetivo del dimero. La unidad B se compone por los mismos dominios que la unidad

a, a excepcion del dominio ODD de degradacion por hidroxilacion y ubiquitinacion.

La unidad o de HIF-1 se expresa de manera constitutiva, siendo regulada por la presencia de
oxigeno que es la molécula que determina su destino. En la presencia de oxigeno, la unidad
a es hidroxilada, ubiquitinada y posteriormente es llevada al proteosoma donde se degrada.
Por otro lado, cuando las concentraciones de oxigeno se encuentran por debajo de lo normal,
el proceso de degradacion se evita y el dimero de HIF-1 se forma mediante la unién de los
dominios PAS-A y PAS-B. Una vez formado complejo HIF-1, se une a las proteinas
p300/CBP, entra al ntcleo y el motivo bHLH activa los genes de elemento de respuesta a
hipoxia (HRE, Hypoxia Response Element) del ADN, que regulan la expresion de los genes
VEGF, GLUT1, EPO, etc. [8, 9].

El bloqueo de la via de HIF-1 se puede abordar en diferentes etapas: 1) expresion de mRNA
de HIF-1a, 2) sintesis de proteinas de HIF-1a, 3) estabilizaciéon de HIF-1a, 4) dimerizacion

de HIF-1a/B, 5) formacion de complejo de transcripcion y 6) genes objetivo de HIF-1.

En este proyecto de tesis se estudia, mediante métodos computacionales, el bloqueo de la
dimerizacion de HIF-1a/B con diferentes moléculas reportadas como inhibidores de la via de
HIF-1. Se realizan célculos basados en la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT, Density

Functional Theory) y acoplamiento molecular (molecular docking).



CAPITULO I. ANTECEDENTES
1.1. Céncer

El céncer es la primera causa de muerte prematura. La incidencia de este tipo de desdrdenes
malignos aumenta con la edad [10]. El céancer es un problema que involucra maltiples
cambios fisioldgicos que decantan en la formacidn de células cancerigenas llegando a la fase

final del padecimiento que es la formacion de neoplasia (tejido nuevo).

Otra caracteristica de las células cancerigenas es la invasion de tejido sano circundante y en
otras etapas de la enfermedad la invasion de tejido sano distante mediante procesos de

angiogénesis en el tumor.

Los mecanismos por los que las células sanas se llegan a convertir en células malignas son
aun desconocidos, sin embargo, se conocen agentes que pueden hacer que las células sanas
se conviertan en células malignas, como la exposicion a altas dosis de radiaciones ionizantes
como rayos ultravioleta o rayos X, exposicion a agentes quimicos, infeccion por ciertos tipos
de virus, como por ejemplo el virus del papiloma humano y el virus de hepatitis C; por otro
lado, también se ha ligado el proceso de neoplasia por tejido inflamado durante tiempos

prolongados [11, 12].

Hanahan y Weinberg [13] plantearon seis cambios fisioldgicos que llevan a las células sanas

a hacerse cancerigenas (Figura 1):

Autosuficiencia en sefiales de crecimiento
Insensibilidad a sefiales inhibitorias de crecimiento
Invasion a tejidos sanos y metastasis

Potencial replicativo ilimitado

Angiogenesis sostenida

o gk~ wbdF

Resistencia a apoptosis

Estas caracteristicas aparecen en los distintos tipos de cancer, fenotipos que si bien
caracterizan a las células cancerigenas, también son elementos que dificultan las terapias

anticancerigenas.



Resistencia a Autosuficiencia de
apoptosis senales de crecimiento

Insensibilidad a
sefiales inhibidoras de
crecimiento

Angiogeénesis
sostenida

Potencial replicativo Invasion a tejido
ilimitado sano

Figura 1. Cambios fisiologicos que caracterizan a las células cancerigenas [13].

El oxigeno es una molécula muy importante para el correcto funcionamiento de los
organismos aerobios. Es el responsable de ser la molécula aceptora de electrones en el
proceso de respiracion celular y es importante para mantener la homeostasis de los

organismos.

En los tejidos humanos la concentracion normal de oxigeno corresponde a < 2% de oxigeno,
mientras que en condicion de anoxia o hipoxia la concentracion de oxigeno es < 0.02%. [14,
15]. La condicién de hipoxia esta ligada a distintos padecimientos. La alternativa que tienen
los organismos cuando la concentracion de oxigeno es < 2% es la activacion de la familia de
transcripcion del factor inducido por la hipoxia (HIF, Hypoxia Induces Factor), que tiene el
papel de dar respuesta a la condicidn de hipoxia celular mediante la activacion de distintos

genes [16].

La historia sobre el tratamiento contra el cancer ha existido desde el comienzo del siglo XX
(Figura 2), teniendo mayor avance a mediados de la Segunda Guerra Mundial y en el afio de
1955 se fundd el Centro de Servicios Nacionales de Quimioterapia contra el Cancer (CCNSC,

Cancer Chemotherapy National Service Center) en los Estados Unidos de América.
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Figura 2. Linea temporal del desarrollo de farmacos antitumorales a lo largo de la historia
[17].

El esfuerzo de la lucha contra el cAncer ha generado el desarrollo de farmacos para distintos
tipos de cancer, desde cancer no solido, como los linfomas y las leucemias, hasta tumores
solidos, donde las complicaciones son la expansion de las células malignas a otros tejidos o
metastasis, y cuya Unica manera de hacerles frente es la administracion de terapia citotdxica.
Por otro lado, mientras que el tumor se encuentre localizado lo mas adecuado es la cirugia y

el tratamiento con radioterapia.

Las limitantes que llega a tener la quimioterapia son diversas, como el dafio colateral a células
sanas debido a que los tratamientos no son selectivos a células cancerigenas (Figura 3). La
concentracion de citotoxicos durante las quimioterapias en células cancerigenas es menor
que en las células sanas. Ademas, tiene la limitacion de llegar a las células cancerigenas que

se encuentran en condiciones de hipoxia.

Por otro lado, los efectos secundarios que deja el tratamiento de quimioterapia también son
un problema, como infertilidad por el dafio a las células de las génadas, dafios al corazon y

desarrollo de cardiopatias, en este caso por el uso de doxorrubicina.
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Figura 3. Gréafica de concentracion vs respuesta del farmaco, en donde se representa con un
circulo rojo tres diferentes dosis. La dosis (A) se encuentra cerca de la dosis toxica (B), por
lo que es insegura como dosis terapéutica. La dosis (C) es segura y se usa para la
administracion en pacientes, pero se observa como el dafio es mayor en células sanas que en

células tumorales [18].

Las cinco caracteristicas fundamentales por lo que las células son resistentes a la

quimioterapia son las siguientes [19-21]:

1. Las células hipoxicas estan distantes de los vasos sanguineos y el farmaco llega a las
celulas mas internas del tumor de forma limitada.

2. La proliferacion celular decrece como una funcion de la distancia de los vasos
sanguineos como consecuencia de la hipoxia.

3. La condicion de hipoxia se desarrolla de mejor manera en células que han perdido la
sensibilidad a p53, el cual media el proceso de apoptosis y se pierde la sensibilidad de
las células hacia agentes anticancerigenos.

4. Laaccién que tienen los farmacos anticancerigenos (por ejemplo, la bleomicina, un tipo

de antibidtico que se utiliza en el tratamiento de quimioterapia contra cancer) depende



de la concentracion de oxigeno al igual que la radioterapia, genera citotoxicidad y dafia
el ADN.
5. Lahipoxiaen las células tumorales sobre expresa genes involucrados en resistencia a los

farmacos anticancerigenos, incluyendo genes que codifican p-glicoproteinas.

En cuanto a la radioterapia tiene dos inconvenientes, el primero reside en la dosis de radiacién
que puede soportar el paciente, ya que esta varia de un paciente a otro y se define por el
genotipo de cada individuo. Esto resulta contraproducente ya que la eficacia reside en el total
de radiacién que recibe el tejido tumoral [22]. El segundo inconveniente, al igual que en la

quimioterapia, la radioterapia esté limitada por la ausencia de oxigeno en el tejido tumoral.

En los inicios de la década de 1950, ya se habia dilucidado la importancia de la concentracion
de oxigeno en células normales y celulas tumorales para que la accion de la radiacion de
rayos X y rayos gamma tuviera efecto [23]. Por un lado, la baja concentracion de oxigeno
limitaba la efectividad de la radiacion, mientras que con una concentracion normal de
oxigeno la radiacion generaba mas dafio a ambos tejidos, al normal y al tumoral. Este dafio
se efectta sobre el ADN por la incorporacion de radicales libres, que resultan de los efectos

directos e indirectos de la radiacién ionizante.

La radioterapia se ve limitada en condiciones de hipoxia y anoxia [23], debido a que la
distancia que hay entre las vascularizaciones y las células tumorales se hace cada vez mayor.
El tumor tiende a crecer sin control, pasando de una tension de oxigeno de 40 mmHg

(correspondiente al equilibrio dentro de las venas) a casi 0.0 mmHg en un radio de 150 pum.

1.2. Funcion del factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1)

La generacion de energia en las células es mediada por la concentracion de oxigeno, por lo
que una de las funciones del factor HIF es activar los genes relacionados a glicélisis, ya que,

al no haber oxigeno, hay un cambio metabdlico de respiracion aerobia a anaerobia [24].

El papel que juega la familia del factor HIF en diferentes casos patoldgicos es primordial,
como en la anemia renal [25], en procesos de angiogénesis y migracion celular, en procesos
de cicatrizacion, en Ulceras gastricas [26], en la isquemia miocéardica, en la regeneracion de

tejido muerto [27], en hipertensidn arterial pulmonar [28], entre otros.



Una de las principales caracteristicas del cancer es que las células cancerigenas son
insensibles a las sefiales de inhibicion de crecimiento celular, por lo que los tumores crecen
sin control alguno [13]. Por esta razdn las células cancerigenas son resistentes a las terapias
existentes, ya que la distancia entre las células cancerigenas y los vasos sanguineos es cada
vez mayor, dejando a las células que se localizan después de los 70-100 pm desprovistas de
perfusion sanguinea, y por ende dejandolas en condicion de hipoxia y con resistencia a la

quimioterapia [29] (Figura 4).
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Figura 4. Crecimiento de la masa tumoral en donde se observa a las células alejarse de los
vasos sanguineos, disminuyendo la presion y la concentracion de oxigeno en las células mas

internas [30].

La modificacion en el epitelio de las nuevas vascularizaciones formadas a partir de la
activacion de genes como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, Vascular
Endothelial Growth Factor) llamadas células endoteliales tumorales (TECs, Tumoral
Endothelial Cells) limita la proporcion de sangre a la masa tumoral (Figura 5). El tejido
endotelial en las células de tejido sano es una capa laminar que hace que el flujo sanguineo
sea uniforme, mientras que el tejido endotelial de los capilares tumorales tiene una forma y
un tamafo irregular con proyecciones citoplasmaticas cruzando y saliendo del lumen,

limitando la irrigacién sanguinea efectiva [31].
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Figura 5. A) Vaso sanguineo normal con recubrimiento de células endoteliales que forman
la luz vascular de manera uniforme, lo que permite la correcta irrigacion sanguinea. B) Vaso
sanguineo con células endoteliales con crecimiento descontrolado, generando proyecciones

dentro y fuera del vaso con irrigacion sanguinea deficiente [31].

Las células cancerigenas pueden presentar condicion de hipoxia aguda o cronica. La hipoxia
aguda es causada por una transicién intermitente facilitada por el suplemento sanguineo por
parte de las células tumorales, mientras que la hipoxia crénica tiene la caracteristica de tener
ausencia de oxigeno por la estructura morfologica deficiente de las vascularizaciones
tumorales. En células cancerigenas, la hipoxia aguda o intermitente es mas agresiva que la

hipoxia crénica o mantenida [32].

Las células tumorales sobreviven a las bajas concentraciones de oxigeno gracias a la familia
de transcripcion HIF-1, HIF-2 y HIF-3. El tumor tiene la capacidad para formar nuevas
vascularizaciones para suplir la baja concentracion de oxigeno y nutrientes que las células

necesitan.

HIF-1 es un factor de transcripcion heterodimérico que se encuentra conformado por dos

subunidades, o y B. La subunidad a es una estructura oxigeno dependiente, que al expresarse



en células con concentraciones normales de oxigeno se degrada en el proteosoma. La

subunidad B se expresa de forma mantenida en las células del organismo.

Las dos subunidades o y f deben dimerizarse para formar el complejo activo HIF-1. La
subunidad o estd compuesta por una cadena de 826 aminoacidos, mientras que la subunidad
B cuenta con 778 aminoacidos en su cadena, que incluyen todos los dominios en ambas
cadenas. Los dominios de las subunidades a y f de interés se muestran en la Tabla 1. Tanto
la estructura a como f tienen el dominio bHLH, que es el dominio de unién a ADN que activa
los genes de elemento de respuesta a hipoxia (HRE, Hypoxia Response Element). Por otra
parte, comparten los dominios Per-ARNT-Sim (PAS), PAS-A y PAS-B, que son los
dominios donde se lleva a cabo la dimerizacion de ambas subunidades para formar el
complejo HIF-1. EI dominio PAC (PAS-associated COOH-terminal) es una extension del
dominio PAS-B en ambos monomeros, sin embargo, en el mondémero B la estructura
cristalizada es mas corta respecto a la de a, por lo que el dominio PAC no aparece en su
estructura. A partir de las estructuras de Mus Musculus HIF-2a y HIF-2p (Figura 6), se

modelan las estructuras homologas de HIF-1o y HIF-1p.

Tabla 1. Dominios constitucionales de las subunidades o y B de HIF-1 de humano.

HIF-1a HIF-18

85— 158 161 - 235
Dominio PAS-A 170 -191 —
Zona inactiva 159 -169 —
Dominio PAS-B 228 - 298 349 - 419
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Figura 6. Estructura 3D de HIF-20 y HIF-23 de Mus musculus. Se muestra el mismo codigo
de color para los sitios de union PAS-A (amarillo) y PAS-B (verde) necesarios para la
dimerizacion de la subunidad o y B, tal como se presentan en la Tabla 1. En rojo se muestra
la region de union a ADN, bHLH. En azul se muestra el dominio PAC, presente Gnicamente

en la estructura de HIF-2a.

Ademas, se han reportado evidencias de que existen otros dominios importantes en la
actividad de HIF. La subunidad a contiene los dominios de degradacion dependientes de
oxigeno (ODD, Oxygen Dependent Degradation), donde bajo condiciones normales de
oxigeno la subunidad a es hidroxilada, llevando al proceso de marcaje de ubiquitinacion, en

el cual puede ser identificada para dirigirla al proteosoma y sea degradada.

Por otro lado, ante la ausencia de oxigeno en el ambiente celular, la hidroxilacion de la

proteina no se lleva a cabo y se forma el complejo HIF-1. Este debe ser transactivado en el
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dominio de transactivacion carboxi (C-TAD, Carboxy TransActivation Domain) de la
estructura a, por la proteina CBP (Creb Binding Protein) y p300 para activar los genes
objetivo para la supervivencia celular en hipoxia en el elemento de respuesta a hipoxia (HRE,
Hipoxia Response Element) (Figura 7). Por el contrario, en la subunidad $ el dominio C-
TAD no tiene reportada alguna actividad [33-35].
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Figura 7. Estructura de HIF-1a en condiciones de A. normoxia y B. hipoxia celular. En A.
HIF-1a es hidroxilada por PHD, posteriormente es ubiquitinada por VHL y enviada al
proteosoma donde se degrada. En B. HIF-1a se dimeriza con HIF-1B, posteriormente el

complejo se une a CPB/p300 e interactla con los elementos de respuesta a hipoxia (HRE)
[36].

HIF-1 en cancer tiene actividad en ambos tipos de tumores (sélidos y liquidos), ademas
regula varias actividades metabolicas para el mantenimiento, la tumorigenicidad, la invasion
a tejido nuevo, el arresto de procesos apoptoticos, etc. [37].
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La sobreexpresion de HIF-1a por si mismo (sin la formacion del dimero HIF-1 con HIF-1
0 ARNT) es de suma importancia en procesos tumorales. Es la unidad responsable de
procesos de angiogénesis, proceso de rebote en el que se desarrollan y crecen nuevos vasos

sanguineos, asi como la divisién y expansion de los que ya existen.

La actividad que tiene HIF-1 en el cambio metabdlico es diferente en células cancerigenas.
En células normales se lleva a cabo la formacién de glucosa en energia mediante un proceso
dependiente de oxigeno, mientras que, en las células cancerigenas, por la ausencia de oxigeno

este proceso debe ser cambiado a procesos glucoliticos alternos [38].

1.3. Secuencia de la via de HIF-1

La via de HIF-1 consta de varios pasos para que pueda ser una proteina completamente
activa. Los compuestos quimicos que se proponen para inhibir la actividad de HIF-1 van
dirigidos a etapas especificas de la via (Figura 8). En concreto, las etapas de la via de HIF-

1 se pueden enlistar de la siguiente manera [39]:

Expresion de ARNm de HIF-1a
Traduccion y sintesis de HIF-1a
Estabilizacion de HIF-1a

Dimerizacion de HIF-10/B

o~ w D PE

Formacion del complejo HIF-cbp/p300/y union con ADN (actividad transcripcional)
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Figura 8. Se esquematiza las etapas de la via HIF-1 dentro de una célula representada por un
Ovalo en color gris [39].

1.4. Inhibidores de HIF-1

HIF-1 al ser un factor de transcripcion de naturaleza proteica puede ser inhibido desde la
expresion de ARNm, tanto del elemento o como del elemento B, es decir, el bloqueo de los
genes objetivo del complejo HIF-1a/B. De esta forma al bloguearse HIF-1 no puede
transactivar los genes necesarios para el correcto funcionamiento, proliferacion e invasion

del tejido sano por tejido cancerigeno [40].

Se han reportado diferentes compuestos orientados a la inhibicion de la via de HIF-1, como
son EZN-2208, 2-metoxiestradiol, PX-478, digoxina, BAY 87-2243, PT2385y PT2399 [41],
que actlan en distintos niveles de la via. EZN-2208 actla inhibiendo la sintesis de ARNm de
HIF-1a; el 2-metoxiestradiol, PX-478 y analogos de camptotecina (por ejemplo topotecan)
inhiben la sintesis de proteinas tanto de HIF-1a y HIF-2a. PT2385 y PT2399 inhiben la
dimerizacion de las estructuras a y B del complejo HIF; y de forma anéloga, la acriflavina
inhibe la dimerizacion de las estructuras o/f de HIF-1 y HIF-2, mediante la union en el
dominio PAS-B de la estructura o, imposibilitando que se formen los complejos HIF-1/2 [41,
42].
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Adicionalmente a estos compuestos, se ha estudiado el uso de factores de transcripcién para

bloquear la actividad de HIF-1 CITEDA4. Este factor se une a p300 y competir con HIF-1a

por HIF-1b, de tal manera que se quede incompleta la estructura y no realice su actividad de

forma normal dentro de la masa tumoral [43].

No necesariamente los compuestos propuestos acttan sobre la via de HIF-1. BBAY 87-2243

evita la acumulacion de la proteina para que no transactive los genes objetivo. Existe una

variedad bastante amplia de compuestos que han sido probados de forma experimental y en

diferentes etapas de la via, desde la inhibicion de la expresion del mMARN de HIF-o hasta el

blogueo de los genes que transactivan el complejo HIF, con los elementos a y B con las
proteinas CBP/p300 (Figura 9).

@ 8

HIF-o Sintesis de Estabilizacion Bloqueo de la Formacién del Bloqueo de
expresion de proteinas de de proteinas dimerizacion de complejo de genes objetivo
mARN HIF-o de HIF-a HIF-o/p transcripcién de HIF-a/B
(HiIF-1 N\ (HIF1 Y\ (HiF1 N (i N (HiF1 7\ ((inhibidoresde )
eCardenolides eNNC55-0396 *NNC55-0396 oCyclo-CLLFVY eBortezomib VEGF
EZN-2208 oGlyceollins *IDF-1174 (Velcade) eBevacizumab
(PEG-SN38) oPX-478 «| BH589 Sunitinib
*PX-478 eBortezomib (Panobinostat) HIF-2 HIF-2 Sorafenib
*Bortezomib (Velcade) *MPTO0G157 ePT2385 ePT2385 Vorinostat
(Velcade) *CRLX-101 *PT2399 *PT2399 (SAHA)
*BIX01294 *PT2977 ®PT2977
*Glyceollins (Belzitufan) (Belzitufan)
*PX-478 *0X3 *0X3
HIF-1/2 HIF-1/2 HIF-1/2 HIF-1/2 HIF-1/2 Inhibidores de
e\orinostat e\/orinostat +#\orinostat eAcriflavine eAcriflavine VEGF/mTOR
(SAHA) (SAHA) (SAHA) (ACF) (ACF) eEverolimus
#Romidepsin ©CCS1477 eTemsirolimus
(Istodax/FK228) eCG1350
*Belinostat
*Panobinostat
oChi )
\ JAN J\emee ) J AN J

Figura 9. Seis puntos definidos de la via de HIF-1 en donde se han probado compuestos

quimicos especificos que lleva a su desregulacion [44].
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1.5. Simulaciones computacionales

Las técnicas in silico tienen gran importancia en dilucidar la actividad de distintos
compuestos en la inhibicion de la actividad de HIF. Se han reportado estudios donde
mediante técnicas de busqueda virtual (virtual screening), usando moléculas similares a
chalconas, y mediante la técnica de acoplamiento molecular, estudiaron la inhibicion del
dominio de unién a ADN (bHLH), proponiendo que dos hélices a estan en contacto para
comenzar la transcripcién de los genes objetivos de HIF-1 [45]. Ademas, ya que la estructura
de HIF-1 humana no se encuentra resuelta por técnicas de RMN o rayos X, modelaron la
estructura por técnicas de modelado por homologia del dominio bHLH. Los autores
obtuvieron energias de afinidad de -11.9 kcal/mol como la energia mas baja y de -6.6

kcal/mol como la energia mas alta [45].

Por otro lado, también se han analizado los efectos del inhibidor 0X3 en la disrupcion de
HIF-2. En este trabajo se mostro que el compuesto 0X3, no solo tiene actividad inhibitoria
en la dimerizacién del complejo de HIF-2a/p, sino que desestabiliza al complejo una vez que
ha sido formado, esto debido a efectos alostéricos que perturban los dominios de
dimerizacion de HIF-20/B, haciendo que el complejo de HIF-2 no pueda llevar a cabo su

papel funcional dentro de la célula hipoxica [46].

Otro trabajo realizado con técnicas in silico orientado a la inhibicion de la estructura de HIF-
2 de humano, propuso compuestos novedosos (Figura 10) obtenidos por técnicas de virtual
screening para la inhibicion de la dimerizacion de HIF-2 de humano [47]. Estos compuestos
se dirigieron al dominio de dimerizacion de PAS-B de las subunidades a y B, y se mostro que
se unen en la cavidad de PAS-B por contribuciones electrostaticas e interacciones de tipo de
puente de hidrégeno con los aminoécidos His293, Tyr 281, Ser246, Tyr 307 y Asn341 [47].
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Figura 10. Estructuras 2D de los compuestos quimicos obtenidos por virtual screening para
la inhibicion de la dimerizacion de HIF-2 [47].

Ademas de analizar el papel inhibitorio que tienen PT2399 y 0X3 en la dimerizacion del
complejo HIF-2, se han estudiado como elementos que perturban la estructura del complejo
HIF-2 de modelos humanos (Homo sapiens) y de raton (Mus musculus). Los autores
indicaron que obtuvieron buenos resultados gracias a los cambios conformacionales de los
residuos de HIF-2a, modificando las interacciones de puente de hidrogeno en el complejo
a/B, reduciendo asi la estabilidad de los heterodimeros. Tanto PT2399 como 0X3
interactuaron con los aminoacidos His248, Phe254, Met252, Tyr278, Tyr281 y His293,

siendo PT2399 el compuesto que tuvo la mayor fuerza inhibitoria [48].
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CAPITULO Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1. Planteamiento del problema

El cancer es un problema de salud a nivel mundial. En 2016, el cancer se encontraba
posicionado en el segundo lugar dentro de las 20 principales causas de muerte en el mundo
con 244.6 millones de personas que padecen algun tipo de céncer, de los cuales 137.4
millones eran hombres y 107.1 millones mujeres. Ademas, el continente americano es el
segundo lugar de mortalidad con 1.348 millones de muertes, siendo estos indices
epidemioldgicos y de mortalidad muy alarmantes. En el afio 2000 las muertes por cancer
fueron de 7.010 millones y, en promedio, es la causa de 8.966 millones de muertes al afio a

nivel mundial. [49]

En México, de acuerdo con las cifras del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) en 2021 de 1, 222, 249 de defunciones en el pais, el 8% (90,123) se debid a tumores
malignos. La tasa de defunciones por esta causa aumento de 6.09 defunciones por cada 10
mil personas en 2010 a 7.06 en 2021 (Figura 11).
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Figura 11. Tasa de defunciones ocasionadas por tumores malignos (defunciones por cada 10

mil habitantes por afio de registro) [50].

El cancer es un padecimiento bastante antiguo, se tienen muestras de huesos cancerigenos de
momificaciones egipcias y antiguos manuscritos de 1600 A.C. con registros de casos.

Hipocrates describio el cancer como una falla en los “humores” del cuerpo humano [51].
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A través del tiempo se han desarrollado terapias para poder tener un tratamiento que detenga
la proliferacion de las células cancerigenas y las elimine. Dentro de ellas esta la
quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia, fototerapia, etc., las cuales dependen de la

concentracion de oxigeno para ser eficientes [52, 53].

En las células de tumores so6lidos la concentracion de oxigeno se ve comprometida, lo que se
conoce como hipoxia celular. Esta discapacidad en la difusion de oxigeno se debe a las
anormalidades en las vascularizaciones dentro del tumor y a lo alejadas que se encuentran
las células mas internas respecto a los vasos sanguineos. Esta condicion de hipoxia influye
de forma negativa en tumores tratados con radioterapia, quimioterapia y fototerapia, ademas

de que en condiciones de hipoxia las células tumorales potencian su capacidad de metastasis.

Los elementos responsables de mantener a las células cancerigenas vivas, aun ante la falta de
oxigeno, son los elementos de transcripcion de la familia del factor inducido por la hipoxia
(HIF, Hypoxia Induces Factor). Se han identificado tres elementos de esta familia, HIF-1,
HIF-2 y HIF-3, que modulan la respuesta ante la falta de oxigeno, no solo en células
tumorales sino en cualquier tejido que se vea comprometido por la falta de oxigeno. Las
isoformas de HIF tienen distintas actividades en condiciones de hipoxia. Por ejemplo, HIF-
3 por similitudes en su estructura, compite e inhibe la actividad de HIF-1 [54]. Por otro lado,
de forma contraria a HIF-1, la actividad de HIF-2 no esta presente en todas las células y su
actividad se presenta en hipoxia aguda y crénica [55, 56]. Por ello inhibir la via de HIF-1 se
ha vuelto un blanco terapéutico para complementar las terapias ya existentes, por lo que se
han desarrollado y probado de forma experimental distintos compuestos para bloquear la
actividad de HIF-1.

La mayoria de los compuestos se han probado de forma experimental, pero no se conoce a
nivel molecular de qué forma interactdan estos compuestos con el complejo HIF-1, qué tipo
de enlaces forman, con qué dominios de la proteina y con qué residuos aminoacidicos
interacttan. Al ser de gran importancia conocer qué interacciones existen en el complejo
ligante-proteina para proponer compuestos que blogqueen la via de HIF-1, en este trabajo se

plantea modelar la interaccion entre HIF-1 y diferentes inhibidores de su dimerizacion.

2.2. HipoOtesis

19



Utilizando métodos de la quimica computacional es posible modelar la inhibicion de los
complejos de transcripcién dependientes de hipoxia (HIF-1/2) por compuestos probados
experimentalmente con dicha actividad. Se espera que al realizar los célculos de
acoplamiento molecular con estas moléculas se obtengan parametros relevantes como
energias de afinidad y tipo de interacciones especificas que permitan proponer compuestos
extraidos de la naturaleza y sus derivados como potenciales farmacos en el proceso de

angiogénesis tumoral.

2.3. Objetivos
2.3.1. Objetivo general

Modelar el bloqueo de la dimerizacion del factor HIF-1a/B en el proceso de angiogénesis

tumoral usando métodos de la quimica computacional.

2.3.2. Objetivo especificos

1. Obtener las estructuras mas estables de diferentes inhibidores del factor HIF-1o/B usando
calculos basados en la teoria del funcional de la densidad DFT.

2. Obtener las estructuras del factor HIF-1a/p de humano mediante modelado por
homologia de proteinas.

3. Realizar calculos de acoplamiento molecular de los inhibidores con las proteinas HIF-
lo/B modeladas.
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CAPITULO IIl. FUNDAMENTOS TEORICOS
3.1. Teoria del funcional de la densidad (DFT)

La teoria del funcional de la densidad (DFT, Density Functional Theory) esta basada en los

teoremas de Hohenberg-Kohn y las ecuaciones de Kohn-Sham.

Los teoremas de Hohenberg-Khon [57, 58] establecen que el estado fundamental,
denominado E,, se determina por la densidad electronica, conocida como p,, como en la

ecuacion:

Ey = Eg[po] (1)

El segundo teorema establece que la verdadera densidad electrdénica en el estado fundamental
(po) minimiza el funcional de energia Ey[p’] igual que la verdadera funcién de onda
normalizada del estado fundamental minimiza la integral variacional, de acuerdo con la

ecuacion:

Eolp'] = Eolpol Sip’ # po (2)

La teoria DFT puede calcular la funcién de onda y todas las propiedades electrénicas a partir
de la densidad electronica del estado fundamental po, la cual es una funcion de tres variables
independientemente del namero de electrones [59]. La energia total que depende de po se

expresa como.

Eo[po]l = Eenlpo]l + Van + Jlpol + Tlpo]l + Exc [Po] (3)

Los términos de los funcionales de energia cinética y de intercambio-correlacion ( T[p,] +
E.c[po]) no tienen forma conocida y se evaltan de acuerdo con distintos modelos. En general,
se considera al término de intercambio-correlacion como suma de un término de intercambio

y otro de correlacion de la forma:

Eyxc [po]l = Ex [po] + Ec [po] (4)

Los métodos DFT se clasifican de acuerdo al método utilizado para calcular el término de
intercambio-correlacion. Los métodos hibridos son muy utilizados en la actualidad. En ellos
se considera que se obtiene un valor exacto del término de intercambio mediante el método

HF y se aproxima el valor de la correlacion con una expresion adecuada. Uno de los
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funcionales hibridos mas utilizados por su relacion eficiencia-costo computacional es el
funcional B3LYP, el cual se basa en el funcional de intercambio de 3 pardmetros funcionales
de Becke que forman la parte de B3, y el funcional de correlacion de Lee, Yang y Parr, LYP
[59]. El funcional B3LYP es una buena alternativa para estudiar sistemas con un nimero
elevado de electrones a un costo computacional bajo y provee una alta precisién para

encontrar estructuras de minima energia de moléculas orgénicas.

3.2. Conjunto de funciones base

Los conjuntos de funciones base son conjuntos de funciones matematicas utilizadas para
representar la funcién de onda electrénica y convertir las ecuaciones de diferenciales
parciales del modelo en ecuaciones algebraicas que puedan ser resueltas de forma mas
eficiente en una computadora. Estas funciones son necesarias para los célculos de estructura
electronica, como los célculos de campo autoconsistente (SCF, Self Consistent Field), teoria

de perturbaciones, clusteres acoplados (CC, Coupled Cluster), etc.

Los orbitales moleculares se expresan como una combinacion lineal de funciones atomicas

X de la forma:

¢ =2 crixr (5)

Los dos tipos de funciones atomicas comunmente utilizadas son el conjunto de funciones
tipo Slater (STO) y las funciones de tipo Gaussianas (GTO). Las funciones de tipo Slater
llevan a cabo el calculo de las integrales bielectrdnicas para describir a los orbitales atomicos,
lo cual requiere de mucho tiempo de computo. Para optimizar el tiempo de evaluacion de las
integrales moleculares, se introdujeron las funciones de tipo Gaussianas (GTO) que
actualmente es el conjunto de base mas utilizado. Este tipo de funciones tiene una
representacion menos precisa de los orbitales atomicos, sin embargo, al reducir el tiempo de

resolucién de integrales moleculares, se reduce el costo computacional.

Algunos tipos de conjunto de funciones de base mas utilizadas son las bases extendidas o
split-valence [60], a las cuales se les puede afiadir funciones de polarizacion y funciones
difusas. Los conjuntos de funciones de polarizacion permiten cambiar la forma de los

orbitales aumentando la flexibilidad y permitiendo una mayor deformacion de la nube

22



electronica de los a&tomos en el campo de la molécula. Las funciones difusas se utilizan para
que los orbitales ocupen una region del espacio méas grande, estas son Utiles en sistemas
donde los enlaces son débiles, como es el caso de enlaces por puente de hidrégeno y en el
caso donde los electrones estan lejos de los ndcleos, como los aniones, compuestos con pares
de electrones libres, los dimeros con enlaces de hidrdgeno, entre otros, los cuales tienen
densidad electronica significativa a grandes distancias del ntcleo. Las funciones base difusas

estan representadas por los signos “+” y “++”.

Algunos ejemplos de conjuntos de funciones base polarizadas y difusas son 6-31+G(d) y 6-
311+G(d,p) las cuales fueron desarrolladas por Pople y colaboradores [61,62], y son las que

se utilizan en este proyecto de tesis.

3.3. Modelado de proteinas por homologia

El conocimiento de las estructuras tridimensionales de las proteinas es una tarea ardua y
dificil en el quehacer cientifico, ya que se puede comprender de mejor forma como son las
interacciones de la macromolécula con distintos ligantes. Por ello, el conocer la forma, la
carga, la funcion quimica y la flexibilidad de las estructuras proteicas es de gran importancia
[63].

La elucidacion de las estructuras proteicas por métodos experimentales como la cristalografia
por rayos X 0 por resonancia magnética nuclear (RMN) es de suma importancia. Sin
embargo, no siempre es posible obtener la estructura de todas las proteinas mediante estas
técnicas, por lo que se han desarrollado herramientas para poder obtener estas estructuras con
métodos tedricos. Aunque existen métodos bastante precisos como los métodos
semiempiricos y ab initio, solo se utilizan para proteinas pequefias debido al costo
computacional, por lo que la técnica de modelado por homologia de secuencias es la mas

utilizada para modelar estructuras proteicas grandes [64].

El modelado de proteinas por homologia es un método que predice la estructura
tridimensional de una proteina atn no resuelta experimentalmente, basandose en la estructura
de proteinas homologas de las que ya se conoce su estructura y que pueden ser facilmente

obtenidas de una base de datos bioldgica.
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Los pasos para llevarse a cabo son los siguientes:

1.

Identificacion de secuencias homdlogas mediante la bldsqueda de secuencias de
proteinas similares a la proteina de interés mediante alineamientos por pares ante
una base de datos.

Alineamiento por pares de secuencias para alinear la secuencia de la proteina
objetivo con las secuencias homdlogas para identificar regiones conservadas y no
conservadas.

La construccion del modelo en donde se utiliza la estructura tridimensional conocida
de las proteinas homologas como plantilla para construir un modelo tridimensional
de la proteina objetivo.

Optimizacion del modelo refinAndolo y optimizandolo para corregir posibles errores
y mejorar la precision utilizando métodos de simulacion molecular.

Validar el modelo mediante herramientas y criterios establecidos para evaluar su
calidad y fiabilidad [65].

3.3.1 Alineamiento por pares de secuencias de proteinas.

Esta técnica bioinformatica se refiere a un proceso en el cual se comparan dos secuencias de

aminodcidos para identificar regiones de similitud y posibles homologias.

A continuacidn se presentan de manera general la secuencia de pasos a seguir para obtener a

los posibles homdlogos:

1.
2.

Seleccionar las dos secuencias proteicas que se van a comparar

Se asignan puntuaciones a cada posible alineamiento entre los residuos de las dos
secuencias, las cuales se pueden basar en la similitud quimica entre los residuos, la
frecuencia con la que aparecen en alineamientos observados en bases de datos, o en
matrices de sustituciébn como BLOSUM O PAM que son las mas conocidas y
utilizadas en los programas de libre acceso.

Encontrar el mejor alineamiento global o local entre las dos secuencias utilizando la
matriz de sustitucion y considerando los parametros de penalizacion por apertura o

extension de huecos considerados como mutaciones a lo largo del tiempo.
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4. Se utiliza el mejor alineamiento y se identifican las regiones conservadas y las

diferencias entre ellas.

El alineamiento de secuencias es una técnica estandarizada en bioinformatica para visualizar
las relaciones entre residuos en una coleccién de proteinas relacionadas estructural o
evolutivamente. Los algoritmos cominmente utilizados son los de programacion dinamica
(Needleman-Wunsch, Smith-Waterman) y los métodos heuristicos (BLAST, FASTA), estos

altimos son mas rapidos que los primeros por disminuir su precision.

3.3.2. Alineamiento multiple de secuencias proteicas (ASMs)

El alineamiento de secuencias de proteinas multiple es un método computacional utilizado

para comparar y alinear mas de dos secuencias de proteinas relacionadas entre si. [66].

Como primer paso se seleccionan varias secuencias de proteinas relacionadas entre si,
posteriormente se asignan puntuaciones a cada posible alineamiento entre los aminoacidos
basadas en la similitud quimica entre los aminoacidos y para ello se necesita una matriz de
puntuacion. Por ultimo, se utiliza el mejor alineamiento identificado para resaltar las regiones

conservadas Y las diferencias entre ellas.

Existen dos métodos para llevar a cabo los alineamientos multiples, los métodos exhaustivos
y los métodos heuristicos. Con los métodos exhaustivos la precision es mejor, pero el costo
computacional es demasiado alto, por lo que en la practica los métodos heuristicos son mas

utilizados.

Los algoritmos de los programas de alineamiento de secuencias constan de dos elementos

para llevar a cabo dicho proceso:

1. La funcién objetivo: Se evalla la calidad de un alineamiento candidato de un juego de
secuencias de entrada.
2. Elprocedimiento de optimizacién: Se identifica el puntaje de alineamiento mas alto con

respecto a la funcién de puntuacion que utiliza cada funcion objetivo.
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Si bien todos los algoritmos de alineamiento de secuencias multiples tienen estos dos
elementos, la arquitectura de los programas es distinta. Los métodos mas comunes son los

siguientes:

Modelado de puntaje de suma de pares
Técnicas de optimizacion global
Alineamiento progresivo

Extensiones de alineamiento progresivo
Alineamiento local

Modelos probabilisticos

N o g s~ 0D e

Métodos intensivos computacionales

La validacion de los resultados de un alineamiento multiple utiliza datos de referencia para
comparar con los alineamientos generados. Un alineamiento producido por el programa
comparado con un alineamiento de referencia da un puntaje de qué tan preciso es el
alineamiento. Los métodos para evaluar el desempefio del alineamiento se basan en
demostrar la efectividad de un programa de alineamiento basado en una estrategia heuristica,
comparando su exactitud con respecto a alineamientos referencia de proteinas reales o
simuladas. Por dar algunos ejemplos se tienen referencias como BAliBase, que es de las mas
utilizadas, OXBENCH, PREFAB, SABmark, IRMBASE, etc. [67].

3.4. Acoplamiento molecular

La metodologia de acoplamiento molecular es un enfoque computacional utilizado para
predecir la estructura tridimensional de complejos formados por dos 0 mas moléculas. Esta
metodologia es ampliamente utilizada en el disefio de farmacos y en estudios de interacciones
moleculares. Esta técnica se utiliza para modelar la interaccion entre una molécula pequefia
(ligante) y una estructura proteica o de acido nucleico como ADN o ARN, o incluso la
interaccidn proteina-proteina, la cual permitira caracterizar el comportamiento de la molécula
pequefia en el objetivo diana y de esa forma dilucidar el proceso bioquimico fundamental por

el cual se lleva a cabo dicha unién.
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Los algoritmos de basqueda tienen parametros y métodos de busqueda especificos, utilizados
para explorar la superficie de energia libre y encontrar las mejores poses y asi obtener el
mejor ajuste entre las moléculas interactuantes con base en pardmetros que se obtienen de las
coordenadas del receptor y el ligante, como complementariedad geomeétrica, interacciones de
van der Waals, flexibilidad ligante-receptor o consideraciones interatomicas como puentes

de hidrégenos o contactos hidrofdbicos.

Si las consideraciones termodinamicas del sistema se modelan correctamente, las funciones
de puntaje de energia evaltan la superficie energética. Desafortunadamente, tomar en cuenta
las consideraciones termodindmicas no es una tarea sencilla, por lo que no se garantiza que
el minimo global asociado a la superficie energética corresponda al acoplamiento nativo
[68,69]

De forma general los algoritmos de busqueda que ubican a las moléculas en el sitio activo y
las funciones de puntaje de energia elucidan poses correctas de poses incorrectas evaluando
las interacciones entre compuestos y los objetivos potenciales con calculos de aproximacion
e interacciones electrostaticas, de van der Waals, términos de solvatacion o efectos

entropicos [70].

Los programas de acoplamiento molecular tienen distintos algoritmos que utilizan diversas
estrategias computacionales, como el muestreo de conformaciones, el analisis de energia y
la optimizacion de la geometria molecular, para predecir las interacciones entre las moléculas

de manera precisa y eficiente busqueda como son:

1. Los basados en estructuras, que utilizan informacion detallada sobre las estructuras
tridimensionales de las moléculas involucradas en la interaccion. Ejemplos de
programas que lo incluyen son AutoDock, DOCK, y GOLD.

2. Los basados en ligandos se centran en el ligando y buscan predecir su conformacion
Optima para encajar en el sitio de union del receptor. Ejemplos incluyen FlexX, Glide,
y Surflex.

3. Y los basados en receptores, los cuales se centran en el receptor y buscan predecir
la orientacion optima del ligando en su sitio de unién. Ejemplos incluyen AutoDock
Vina, GOLD, y Glide.
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Por otro lado, las funciones de puntuacion de energia evalian (no calculan) las diferentes
tomando en cuenta las interacciones entre compuestos y los objetivos potenciales con
aproximaciones e interacciones electrostaticas o interacciones de van der Waals, términos de

solvatacion o efectos entropicos

Al realizar un acoplamiento molecular se debe tomar en cuenta la flexibilidad que tienen los
ligantes y los receptores, es decir, el acoplamiento se puede realizar rigido, semiflexible o
flexible.

En un acoplamiento rigido, se asume que tanto el ligando como el receptor mantienen sus
estructuras tridimensionales fijas durante todo el proceso de acoplamiento, es decir, no se
permite ningin movimiento o cambio conformacional en ninguna de las moléculas durante

la formacion del complejo ligando-receptor.

Los acoplamientos rigidos son adecuados cuando se espera que tanto el ligando como el
receptor mantengan una estructura rigida durante la interaccion, como en el caso de
moléculas pequefias que se unen a sitios de union bien definidos en proteinas. Sin embargo,
en muchos casos, especialmente cuando se consideran proteinas grandes o flexibles, los
acoplamientos flexibles o semiflexibles pueden proporcionar predicciones mas precisas al
tener en cuenta los posibles cambios conformacionales en el ligando, el receptor o ambos
durante la formacién del complejo. Los acoplamientos rigidos son mas simples
computacionalmente, lo que los hace mas rapidos de calcular, pero no toman en cuenta los
posibles cambios conformacionales que pueden ocurrir en el ligando, el receptor o ambos
durante la formacién del complejo. Esto puede llevar a predicciones menos precisas de las

interacciones ligando-receptor.

Por otro lado, un acoplamiento semirrigido es una variante intermedia entre un acoplamiento
rigido y uno flexible. En este tipo de acoplamiento se permite cierto grado de flexibilidad o
movimiento en una o ambas moléculas (ligando y/o receptor), mientras que al menos una de

las moléculas se mantiene rigida durante el proceso de acoplamiento.

Por ultimo, el acoplamiento flexible brinda mayor refinamiento de especificidad por un costo

computacional mayor. El acoplamiento flexible puede considerar varias conformaciones
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posibles tanto de ligante como del receptor, asi como para ambas moléculas al mismo tiempo
[67].

En la implementacion del programa AutoDock Vina se cuenta con un algoritmo de busqueda
de tipo estocastico, algoritmos genéticos con procedimientos para optimizaciones locales. En
este algoritmo los pasos son elementos de mutacién y posteriormente una optimizacion local.
Mientras que la funcidn de puntuacién es una suma de todos los pares de &tomos que pueden
moverse respecto a los otros. Aqui cada atomo i se le asigna un tipo tiy se define como un

conjunto simétrico de funciones de interacciones ftit]. de distancias interatomicas definidas

pOI‘ Tij:
¢ = di<j ftitj (rij) (6)

donde C es la suma de interacciones intra e intermoleculares. La funcion de puntuacion del
AutoDock Vina esta basada en la suma de interacciones atomicas, como interacciones

estéricas, hidrofobicas e interacciones de puente de hidrogeno [70, 71]:

C = Cinter T Cintra (7)
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CAPITULO IV. METODOLOGIA
4.1. Célculo de la estructura molecular de los inhibidores de HIF-1

Se seleccionaron los compuestos 0X3 (CID: 71575231) [73], PT2385 (CID: 91754484) [74],
PT2399 (CID 91663289) [75] y PT2377 (belzutifan) (CID: 117947097) [76], ya que se ha
reportado previamente que tienen actividad anticancerigena por la inhibicion de la actividad

del factor HIF-1 mediante el bloqueo de la dimerizacion de las subunidades o y 3 [44].

Se realizaron célculos de optimizacion y frecuencias vibracionales en los niveles de teoria
B3LYP/6-31+G(d) y B3LYP/6-311+G(d,p) [59, 61] en el programa Gaussianl6 [77] para
obtener las estructuras de minima energia. Los calculos de frecuencias vibracionales se
realizaron para corroborar que las estructuras correspondieran a minimos locales en la
superficie de energia potencial. Los resultados se visualizaron en el programa GaussView
6.0 [78]. Finalmente se calcularon los valores de RMSD de las estructuras optimizadas en
ambos niveles de teoria respecto a las estructuras 3D obtenidas en la base de datos de
PubChem utilizando el programa VMD [79].

4.2. Modelado de HIF-1
4.2.1. Alineamiento de secuencias.

Se realiz6 la busqueda de la estructura cristalina del complejo HIF-1a/p de humano en la
base de datos Protein Data Bank, PDB (https://rcsb.org) y en otras bases de datos. Al no
disponer de datos cristalograficos de esta proteina, se llevo a cabo el modelado de proteinas
por homologia. Esta técnica se realiz6 mediante un alineamiento por pares de secuencias
contra la base de datos PDB en el programa BLAST de NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Posteriormente, se ejecutd un alineamiento
multiple de secuencias de la proteina que se desea modelar, (target u objetivo) con una serie
de secuencias de proteinas homologas con estructuras cristalinas resueltas (template o
molde). Esto se llevo a cabo en el programa Clustal Omega a través de la interfaz de JalView
[80, 81].

4.2.2. Modelado por homologia
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Una vez alineadas las secuencias, se llevé a cabo el modelado por homologia con el programa
Modeller [82]. Este programa utiliza las secuencias homologas alineadas, para construir un
modelo tridimensional de la proteina objetivo basado en la estructura tridimensional
conocida de las proteinas homélogas. Posteriormente, optimiza el modelo utilizando métodos
de optimizacion molecular como la minimizacion de energia o la dindmica molecular para
mejorar la geometria y la estabilidad del modelo. Se evalua la calidad del modelo utilizando
diversos criterios, como la energia potencial, la geometria de enlace y la orientacion de
residuos, se realizan ajustes adicionales para mejorar la calidad y precision y, para finalizar,

se valida el modelo.

Las estructuras cristalizadas que se utilizaron como molde para llevar a cabo el modelado de

la estructura de HIF-1a/p fueron las siguientes:

1. Parael modelado de la estructura HIF-1a se utilizaron las estructuras con PDB ID: 4ZP4
[83], 4ZPR [84] y 6E3T [85]. pertenecientes a las estructuras HIF-1a y HIF-2a, aisladas
de raton (Mus musculus).

2. Parael modelado de la estructura HIF-1 se utilizaron las estructuras con PDB ID: 4ZP4
[86], 7V7L [87], 5Y7Y [88] y 5VOL [89] pertenecientes a las estructuras de HIF-2 y

HIF-3p pertenecientes a Mus musculus y Homo sapiens, respectivamente.

Ademas, se llevo a cabo el modelado de las estructuras de HIF-1a/p utilizando los tres y

cuatro templates respectivamente, para realizar un modelado que llamaremos “multiple”.

4.3. Acoplamiento molecular de los inhibidores con HIF-1

Una vez obtenidas las estructuras optimizadas de las moléculas con actividad inhibitoria de
HIF-1 y las estructuras tridimensionales de las subunidades del complejo HIF-10/f de
humano modeladas, se realiz6 el acoplamiento molecular entre cada mondmero proteico
modelado y los inhibidores para obtener la descripcion de un posible mecanismo de accion

por el cual estas moléculas ejercen su actividad anticancerigena.

Los célculos de acoplamiento molecular se llevaron a cabo en el programa Autodock Vina 'y

se obtuvieron distintas poses con sus respectivas energias de afinidad [90].
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El diagrama general de la metodologia para el acoplamiento molecular de los inhibidores con

las subunidades de HIF-1a/p de humano modeladas se muestra en la Figura 12.

2 OPTIMIZACION DE
:{}{ L GEOMETRIA

Belzutifan
PT2399 BaLYR
P12385 6-31+G(d) y 6-311+G(d.p)
4204 fflsyry Clustal Omega
azerf L JalView Y
Modeller
6E3T  syoL MODELADO POR

HOMOLOGIA HIF-1

ALINEAMIENTO DE oL, BY MULTIPLE
SECUENCIAS

DOCKING
MOLECULAR

Figura 12. Diagrama general de la metodologia para el acoplamiento molecular de los

inhibidores con las proteinas HIF-1a/B modeladas.
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Estructura molecular de los inhibidores de HIF-1

Las estructuras moleculares optimizadas de los inhibidores 0X3, PT2399, PT2385y PT2977
(Belzutifan) se obtuvieron usando los niveles de teoria B3LYP/6-31+G(d) y B3LYP/6-
311+G(d,p). En la Figura 13 se muestran las estructuras optimizadas en el nivel de teoria
B3LYP/6-311+G(d,p), asi como la numeracion utilizada. En la Tabla 2 se muestran los
pardmetros optimizados seleccionados de las cuatro moléculas inhibidoras en ambos niveles
de teoria B3LYP/6-31+G(d) y B3LYP/6-311+G(d,p), asi como la energia total y el valor del
RMSD respecto a los parametros reportados en las bases de datos [73-76].

0X3

PT2977

Figura 13. Estructuras optimizadas de las moléculas inhibidoras de HIF-1a/p en el nivel de

teoria B3LYP/6-311+G(d,p).
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Tabla 2. Pardmetros optimizados seleccionados (distancias de enlace en A y angulos en

grados) y energias absolutas (u.a.) de las moléculas inhibidoras de HIF-1a/f calculados en
los niveles de teoria B3LYP/6-31+G(d) y B3LYP/6-311+G(d,p).

0X3

Parametros Experimental B3LYP/6-31+G(d) B3LYP/6-311+G(d, p)
N8-03 1.385 1.386 1.38
N9-03 1.385 1.358 1.35
C12-N7 1.416 1.428 1.43
N7-04 1.257 1.258 1.25
N7-05 1.258 1.230 1.22
N6-H25 1.014 1.020 1.02
N6-C10 1.422 1.349 1.35
N6-C11 1.423 1.465 1.46
C20-CI1 1.721 1.752 1.75
C21-F2 1.340 1.354 1.35
N8-03-N9 111.84 113.20 113.12
04-N7-05 121.66 122.69 122.88
H25-N6-C10 117.53 114.66 114.60
H25-N6-C11 119.99 119.11 119.23
Cl1-C20-C18 119.98 119.38 119.35
Cl1-C20-C22 120.01 119.10 119.07
C19-C21-F2 120.03 118.71 118.77
C22-C21-F2 119.98 118.29 118.36
C14-N8-03-N9 0.00 0.00 0.00
C14-C12-N7-05 89.99 -0.01 0.01
C10-C12-N7-04 89.95 0.02 0.01
C12-C10-N6-H25 0.26 -0.36 -0.37
C12-C10-N6-C11 179.98 -179.94 -179.82
N6-C11-C13-C18 -76.29 -93.75 —93.55
Cl1-C20-C18-C13 180.00 179.76 179.74
Cl1-C20-C22-C21 -180.00 -179.82 -179.80
C13-C19-C21-F2 -179.99 -179.74 -179.70
C20-C22-C21-F2 179.97 179.74 179.72
Energia (u.a.) — —1504.7634 —1505.0330

PT2385
Pardmetros Experimental B3LYP/6-31+G(d) B3LYP/6-311+G(d, p)
C24-F4 1.340 1.352 1.347
C26-N9 1.161 1.163 1.155
06-C20 1.387 1.381 1.380
06-C16 1.357 1.379 1.377
Cl2-F2 1.350 1.372 1.368
Cl12-F3 1.355 1.373 1.370
C10-05 1.414 1.404 1.401
05-H32 0.973 0.977 0.970
C15-S1 1.745 1.805 1.806
S1-07 1.457 1.472 1.465
S1-08 1.457 1.484 1.477

34



S1-C19 1.778 1.808 1.806

C22-C24-F4 120.00 118.31 118.37
C23-C26-N9 179.97 179.72 179.76
C22-C20-06 119.99 116.58 116.77
C20-06-C16 117.82 121.39 121.25
06-C16-C18 120.39 123.53 123.60
06-C16-C14 121.32 116.25 116.23
F2-C12-F3 107.40 106.47 106.44
F2-C12-C13 110.73 112.42 112.50
F3-C12-C13 109.46 109.58 109.61
F2-C12-C10 110.84 111.79 111.81
F3-C12-C10 110.73 109.86 109.92
C12-C10-05 111.37 110.99 111.08
C10-05-H32 107.44 106.33 106.51
C15-S1-07 108.96 107.71 107.69
C15-S1-08 107.94 108.15 108.07
C15-S1-C19 104.47 104.85 104.66
07-S1-08 119.69 119.67 119.74
F4-C24-C22-C20 -179.92 -180.00 179.98
C21-C20-06-C16 45.02 47.92 50.28
C22-C20-06-C16 —-134.99 -136.62 -134.13
C14-C16-06-C20 -120.00 -152.62 -154.08
C16-06—-C20-C22 -134.99 -136.62 -134.13
C18-C16-06-C20 60.06 31.113 29.41
06-C16-C18-C17 179.34 176.95 177.26
06-C16-C14-C11 -179.39 -177.01 -177.33
C14-C13-C12-F2 148.85 149.37 149.55
C14-C13-C12-F3 -92.93 —92.45 -92.24
F2-C12-C10-C11 —-149.28 -151.13 -151.36
F3-C12-C10-C11 91.63 90.89 90.66
C12-C10-05-H32 -59.23 -162.59 -161.41
C11-C10-05-H32 -171.94 80.75 81.72
H27-C10-05-H32 64.44 —44.38 -43.30
C17-C15-S1-07 23.96 18.42 17.87
C17-C15-S1-08 155.39 149.07 148.54
C17-C15-S1-C19 —90.00 —96.38 —96.95
Energia (u.a.) — —1708.3625 —-1708.7076
PT2399
Pardmetros Experimental B3LYP/6-31+G(d) B3LYP/6-311+G(d, p)
C26-F6 1.340 1.352 1.346
C28-N11 1.160 1.163 1.155
08-C22 1.387 1.383 1.385
08-C18 1.358 1.375 1.371
Cl4-F2 1.358 1.386 1.386
Cl14-F3 1.351 1.367 1.353
Cl12-07 1.416 1.418 1.409
O7-H34 0.972 0.971 0.969
C17-S1 1.745 1.796 1.788
S1-09 1.455 1.469 1.471
S1-010 1.457 1.466 1.458

S1-C21 1.775 1.885 1.888



C21-F4 1.357 1.349 1.343
C21-F5 1.356 1.357 1.350
C24-C26-F6 119.99 118.27 118.43
C25-C28-N11 179.93 179.96 179.89
C24-C22-08 119.95 121.10 117.72
C22-08-C18 117.81 121.34 120.92
08-C18-C20 120.39 123.86 124.06
08-C18-C16 121.23 116.02 115.78
F2-C14-F3 106.98 106.32 106.58
F2-C14-C15 109.55 109.58 108.83
F3-C14-C15 110.90 113.66 113.44
F2-C14-C12 109.40 108.07 106.95
F3-C14-C12 111.44 112.10 113.23
Cl4-C12-07 111.24 110.69 109.12
C12-07-H34 107.37 109.04 106.56
C17-S1-09 107.79 110.13 108.57
C17-S1-010 108.89 108.58 109.19
Cl7-s1-C21 104.52 102.21 103.72
010-S1-09 119.94 122.56 121.73
F5-C21-F4 106.80 109.07 109.33
F6-C26-C24-C22 -179.91 -179.96 179.91
C23-C22-08-C18 134.97 129.25 69.28
C24-C22-08-C18 —-45.06 —-55.58 -115.18
C16-C18-08-C22 120.08 159.30 -168.22
C20-C18-08-C22 -59.86 —24.09 13.28
08-C18-C20-C19 -179.62 -178.12 179.01
08-C18-C16-C13 179.51 177.52 -178.64
C16-C15-C14-F2 94.73 89.20 89.41
C16-C15-C14-F3 -147.41 -152.01 -152.13
F2-C14-C12-C13 —94.90 —87.45 —89.48
F3-C14-C12-C13 147.01 155.70 153.43
C14-C12-07-H34 -59.27 —84.59 -174.99
C13-C12-07-H34 -170.11 166.17 74.07
H29-C12-07-H34 63.89 39.72 —54.67
C19-C17-S1-09 —-135.40 -164.10 -150.80
C19-C17-S1-010 -3.81 -27.40 -16.01
C19-C17-S1-C21 109.99 85.56 98.33
S1-C21-F4-H35 -121.65 -120.07 -119.86
S1-C21-F5-H35 122.02 121.41 120.75
Energia (u.a.) — —1906.8236 -1907.2278
PT2977
Pardmetros Experimental B3LYP/6-31+G(d) B3LYP/6-311+G(d, p)
C24-F4 1.340 1.352 1.348
C26-N9 1.161 1.163 1.155
06-C20 1.387 1.378 1.376
06-C16 1.357 1.376 1.374
Cl2-F2 1.367 1.391 1.388
C13-F3 1.354 1.391 1.387
C10-05 1.412 1.404 1.402
05-H32 0.973 0.978 0.971
C15-S1 1.745 1.806 1.807

36



S1-07 1.457 1.471 1.465

S1-08 1.456 1.484 1.478
S1-C19 1.779 1.807 1.805
C22-C24-F4 119.95 118.28 118.35
C23-C26-N9 179.98 179.64 179.67
C22-C20-06 119.990 116.11 116.10
C20-06-C16 117.859 121.27 121.26
06-C16-C18 120.476 122.37 122.34
06-C16-C14 121.367 117.73 117.77
F2-C12-H28 107.15 107.36 107.55
F3-C13-H29 109.12 106.54 106.84
F2-C12-C13 108.08 108.27 108.36
F3-C13-C12 110.07 111.33 111.43
F2-C12-C10 108.52 109.07 109.14
F3-C13-Cl14 115.61 113.31 113.42
C12-C10-05 111.53 110.57 110.66
C10-05-H32 107.44 106.64 106.79
C15-S1-07 108.92 107.69 107.66
C15-51-08 107.96 108.03 107.95
C15-S1-C19 104.44 104.84 104.66
07-51-08 119.70 119.58 119.64
F4-C24-C22-C20 -179.94 -179.90 -179.92
C21-C20-06-C16 45.04 35.75 34.86
C22-C20-06-C16 -134.94 -148.02 -148.73
C14-C16-06-C20 -120.01 ~137.60 -136.87
C18-C16-06-C20 60.27 47.09 47.82
F2-C12-C13-F3 40.86 37.40 37.67
F2-C12-C10-C11 81.48 82.05 81.93
F3-C13-C14-C16 42.03 43.33 43.14
C12-C10-05-H32 -59.65 -166.71 -166.01
C11-C10-05-H32 -171.93 76.09 76.64
H27—-C10-05-H32 64.67 -47.96 —47.27
C17-C15-S1-07 23.89 16.73 16.40
C17-C15-S1-08 155.33 147.17 146.84
C17-C15-S1-C19 -90.00 -98.23 -98.59
Energia (u.a.) — —1708.3440 -1708.6894

De los resultados se observa que en general para las moléculas inhibidoras no hubo cambios
significativos en las distancias de enlace ni en los angulos de enlace, Gnicamente en los
angulos diedros. Para 0X3, derivado de hidroxibenzaldehido, se observaron los mayores
cambios en los valores calculados respecto a los valores reportados experimentalmente en
los 4ngulos diedros C14-C12—-N7-05, C10-C12-N7-04 y N6—-C11-C13-C18. Los dos
primeros corresponden a la torsion del grupo NO:z sobre el anillo 2,1,3-benzoxadioazol y el

tercero corresponde a la torsidn del anillo aromatico que contiene a los sustituyentes CI1 y
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F2 en las posiciones meta, ver Figura 13. Se puede observar en la Tabla 2 que en ambos

niveles de teoria los valores calculados son similares.

Para los compuestos derivados de inden-flurobenzonitrilo, en PT2385 se observaron cambios
significativos en los é&ngulos diedros C14-C16-06-C20, C18-C16—06-C20,
C12-C10-05-H32, C11-C10-05-H32 y H27-C10-05-H32. Los angulos diedros
C14-C16-06-C20 y C18-C16-06-C20 corresponden a la torsion entre el anillo 5-
benzofluoronitrilo y el anillo dihidroindenilo a través de los enlaces C16—06 y 0O6—C20 del
grupo éter, mientras que los angulos diedros C12-C10-05-H32, C11-C10-05-H32 y
H27-C10-05-H32 involucran el cambio en la posicion del grupo hidroxilo O5-H32
respecto al anillo dihidroindenilo, ver Figura 13. Los angulos diedros que involucran al
grupo SO, como son C17-C15-S1-07, C17-C15-S1-08 y C17-C15-S1-C19, presentan
cambios pequefios respecto a los valores de la base de datos. En ambos niveles de teoria los

valores son similares variando Unicamente de 1 a 2° aproximadamente, ver Tabla 2.

De la misma manera, para PT2399, los angulos diedros que involucran la torsion de los
anillos 5-benzofluoronitrilo y dihidroindenilo a través de los enlaces C18—-08 y 08-C22 del
grupo éter son los que presentan los mayores cambios, como son los angulos diedros
C23-C22-08-C18, (C24-C22-08-C18, C16-C18-08-C22 y (C20-C18-08-C22.
También los angulos diedros involucrados en la posicion del grupo hidroxilo O7—H34 varian
significativamente en las estructuras calculadas. Estos angulos diedros corresponden a los
atomos C14-C12-0O7-H34, C13-C12-07-H34 y H29-C12-07-H34. Para PT2399, a
diferencia de PT2385, se observan cambios mas significativos en la torsion del grupo SO>
respecto a la estructura de la base de datos, lo cual se observa en los valores de los angulos
diedros C19-C17-S1-09, C19-C17-S1-010 y C19-C17-S1-C21, ver Tabla 2. Cabe
mencionar que en este caso, los valores obtenidos para estos angulos diedros si varian en el
nivel de teoria B3LYP/6-31+G(d) respecto a los valores obtenidos en el nivel de teoria
B3LYP/6-311+G(d,p). Esto se puede atribuir al efecto del grupo (difluorometil)sulfonilo en
PT2399, el cual no lo contienen las moléculas de PT2385 y PT2977.

Finalmente, la estructura de PT2977 (belzutifan) es muy similar a PT2385, variando

Unicamente la posicion de los &tomos de F2 y F3 en el anillo dihidroindenilo. En este caso,
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también cambia la posicion de los anillos 5-benzofluoronitrilo y dihidroindenilo, respecto a
los enlaces C16—06 y 06—C20 del grupo éter central, como se puede observar en los valores
de los &ngulos diedros C21-C20-06-C16, C22-C20-06-C16, C14-C16-06-C20 y
C18-C16-06—-C20. Los é&ngulos diedros C12-C10-0O5-H32, C11-C10-0O5-H32 vy
H27-C10-05-H32 que involucran el cambio en la posicion del grupo hidroxilo O5-H32
respecto al grupo dihidroindenilo, cambian significativamente respecto a los valores
experimentales de forma similar a PT2385. Los angulos diedros que involucran al grupo SOz,
C17-C15-S1-07, C17-C15-S1-08 y C17-C15-S1-C19, presentan cambios pequefios
respecto a los valores de la base de datos, al igual que PT2385. Ambos niveles de teoria dan

valores similares al igual que para las moléculas de 0X3 y PT2385.

Se puede concluir que el efecto del cambio de posicion del atomo F3 unido a C12 en PT2977,
a diferencia de PT2385, no tiene un efecto significativo en la estructura molecular de ambos
compuestos, los cuales son bastante similares. Mientras que en PT2399 tiene mayor efecto
el grupo (difluorometil)sulfonilo el cual no lo contienen PT2385 y PT2977, y es donde se
observan las mayores diferencias entre las estructuras optimizadas y la obtenida de la base

de datos.

Por otro lado, en la Tabla 3, en el analisis de RMSD de las moléculas reportadas
experimentalmente respecto a las moléculas optimizadas, para 0X3, PT2385 y PT2977 se
obtuvieron valores similares al compararlos con ambos niveles de teoria B3LYP/6-31+G(d)
y B3LYP/6-311+G(d,p), lo que indica que no hubo una variacion significativa en las
estructuras de las moléculas como se puede observar en la Figura 14. En el caso de PT2399
se obtuvo el valor més grande de RMSD (1.00 A) al compararlo con el nivel de teoria més
grande B3LYP/6-311+G(d,p). Como se menciono anteriormente se debe al efecto del grupo
(difluorometil)sulfonilo en PT2399, el cual no contienen las moléculas de PT2385y PT2977.
Finalmente, se observa que comparando las estructuras optimizadas en ambos niveles de
teoria B3LYP/6-31+G(d) y B3LYP/6-311+G(d,p) se obtienen valores pequefios de RMSD,
menores a 0.1 A, para las moléculas 0X3, PT2385 y PT2977, mientras para PT2399 se

obtiene un valor de 0.75 A.
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Tabla 3. Valores de RMSD (A) de las estructuras de las moléculas inhibidoras calculadas y

reportadas en las bases de datos.

Ligantes Exp/B3LYP/6-31+G(d) Exp/B3LYP/6-311+G(d,p) B3LYP/6-31+G(d)/B3LYP/6-311+G(d,p)

0X3 0.5137 0.5121 0.00837
PT2385 0.5941 0.6009 0.0237
PT2399 0.5365 1.0028 0.7529
PT2977 0.4818 0.4788 0.0137

0X3 PT2385
RMSD: 0.51 A RMSD: 0.60 A

PT2399 PT2977
RMSD: 1.00 A RMSD: 0.474

Figura 14. Comparacidn de las estructuras optimizadas de las moléculas inhibidoras de HIF-
1o/ calculadas en el nivel de teoria B3LYP/6-311+G(d,p) (color azul) con las estructuras

obtenidas en la base de datos PubChem [73-76] (color rojo).

5.2. Modelado de HIF-1

En la Figura 15 se muestra el esquema de los pasos a seguir para realizar el modelado de las

estructuras HIF-1o/B de humano. El procedimiento comienza con la obtencion de la
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secuencia de aminoacidos de HIF-1o y HIF-1p de humano en las bases de datos hasta la
construccion de sus estructuras 3D necesarias para llevar a cabo los acoplamientos
moleculares con los distintos inhibidores. Estos pasos de describen detalladamente en las

siguientes secciones.

Obtenci6n de las secuencias de amimoacidos de HIF-1a/p
a modelar de la base de datos www.ncbi.nlm nih gov.

Alineamiento de las secuencias de aminoacidos HIF-1o/p
mediante BLAST y obtencion de estructuras 3D
(templates) homologas.

Alineamiento de las secuencias de aminoacidos HIF-10/p
con las secuencias de aminoacidos de los templates en el
programa JalView.

Obtencion del archivo (_pir) a partir del alineamiento
realizado en el programa JalView y construccion del script
(.py) en Python.

.‘

Interpretacion de los archivos (_pir y _py) por el programa
Modeller para la construccion de las estructuras HIF-1o/p
de humano.

Obtencion de las estructuras 3D de HIF-1o/p de humano.

CJOICIOI0I0

L o

Figura 15. Pasos para realizar el modelado de las estructuras HIF-1a/p de humano.

5.2.1. Alineamiento de secuencias

En la Tabla 4 se muestran los distintos parametros estimados en el alineamiento de las
secuencias modeladas respecto a las secuencias de las bases de datos de raton (Mus musculus)
utilizando la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para la obtencién y

seleccion de las secuencias homdlogas de HIF-1a/p de humano.

De los parametros mostrados, la identidad expresa el porcentaje en que dos secuencias de
aminodacidos (secuencia a modelar contra secuencias de la base de datos) tengan los mismos
residuos con la misma posicion dentro del alineamiento. EI parametro de cobertura indica el

porcentaje de superposicion de la secuencia a modelar contra las secuencias de la base de
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datos. El pardmetro mas importante para seleccionar las estructuras molde o template es el
parametro de valor esperado, que indica el nimero de alineamientos que se han realizado por
azar, y cuanto mas cercano esté de cero mas significativo es el alineamiento y por ende se
pueden seleccionar estructuras homdlogas. Por lo anterior, se seleccionaron las tres primeras

estructuras para HIF-1a y las cuatro primeras para HIF-1 como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Pardametros de los alineamientos de las secuencias de aminoacidos de las estructuras

homdlogas de HIF-10/B de humano obtenidas mediante la herramienta BLAST.

Organismo Puntaje Puntaje Cobertura Valor Identidad PDB ID
maximo total esperado
HIF-1a
Mus musculus 679 679 37% 0.0 97.52% 4ZPR_B
Mus musculus 474 474 38% 4x10-161 65.76% 47P4 B
Mus musculus 474 474 38% 5x10-162 65.76% 6E3T B
HIF-1p
Mus musculus 801 801 48% 0.0 97.91% 4ZP4 A
Mus musculus 735 735 48% 0.0 91.64% TVTL_A
Bos taurus 603 603 48% 0.0 79.22% 5Y7Y_B
Mus musculus 580 580 35% 0.0 99.64% 5VOL_A

Posteriormente, a partir de los alineamientos obtenidos por BLAST se obtienen las
secuencias de aminoacidos de las estructuras resueltas por rayos-X de los templates en el
programa JalView, para realizar un nuevo alineamiento que el programa Modeller utiliza
como archivo de entrada (.pir) para construir las estructuras objetivo. Los alineamientos por
pares con cada uno de los templates asi como el alineamiento multiple, obtenidos en Jalview,
para el modelado de la estructura de HIF-1a/p de humano se muestran en las Figuras 16 y

17, para HIF-1a y HIF-1p, respectivamente.
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Modelado multlple HIF- la
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Figura 16. Alineamiento por pares de la secuencia de aminoacidos de HIF-1o de humano
con la secuencia de aminoacidos de las estructuras de los templates 4ZP4, 4ZPR, 6E3T y el
alineamiento multiple. Se muestra el codigo de colores para representar a los aminoacidos y

sus propiedades fisicoquimicas.

44



: 20 . 30 50 : 60
i I I LR
HIF-1p Hum AY | THL CSALA LU MAV LKHL | LEA F
1) 70 1
o '“I°-W*“I"Iz -: E :Iv-xl I -
LF IV VVYV FlC
! 180
EEERE I e I T
FVVVHC 1 FCLVAI F CVA
200 , :
FoRE W A RY NS
o LL | v@FC LL FRAVY L vur F
1 20 1 3Io ) 6|0
i IR R T
HIF-1p Hum AY | THL LTI LRMAV L (B H FLFIV
8‘0 a0 100 110 : 120
O
VIBVL F L L L c Fl
. 130 . 160 1|7° 180
I:I-J l: i :-"“*'l“l"-:l”-' f |
c c FVV FCLVAIBRLAY Ve Fl
100 ‘ - 220 230 240
(% S N E W AR AT
CVA LL FRRVvVKL LSVM

260
I-::ﬂllilli ¥

. 20 ) . 50 60

L e
HIF-1B Hum AY | TEL CSALA
= y
I“‘I::I“‘ '“I°-W“I L Vo -Z k. :I“.xl I
LIL FLFIVSC VVYV
130 160 170

R R
L CLVAIGRL Fl 188 I FTF

FIC

Iic
ric

FIC
FlC

cval
CVA

200 210 : 220 : 230 . 2
A O R
(EiE FQaQvVvKL VLSVMF RF LwWM

250 260

THELE

45



5VOL HIF-IB

10 20 i 50
S5Y7Y LA | u AY | ALA L u.
HIF-1p Hum AYI ALA

1
F 1 YR AWE Y T A
L L FICRMRC FVVV FCLVAI

Modelado multiple HIF-1a

30 40

ALA 1 LAmAY
ALA I LRMAV
I LRMAV
I LRMAV
------- I LRMAV

HIF-18 Hum

Vv
Modelado multiple Vi

LiL FLF IV
LiL FLFIV
LiL FLF IV
LIL FLFIV

LiL FLF IV

130

WI -chm

I!I““lzll- .3I

CVA

------- =i

FHEvEN ¢ Fi 1B FTF CVA LL 1| vElF ¢ LL
280 290

250
ol e
VVEL VLSVMF Yll1c

SRR A L
FaavviKL VLSVMFRF L FTF IgY1ic

Alifstico/hidrofébico  [IRDIVAINE
Aromatico FEW)Y

Positivo _

Negativo -
Hidrofilico

Conformacion especial -

Cisteina €

60
Lo

120

WL “““I-W”I-:I:l-
LIL FLFIV VVYV
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Los principales pardmetros de puntuacion de los alineamientos obtenidos por JalView son
conservacion y calidad. Por un lado el parametro de conservacion evalGa el niUmero de
aminoécidos que conservan las mismas propiedades fisicoquimicas por cada columna del
alineamiento, siendo los residuos idénticos los que muestran el méas alto puntaje, en este caso
11, mientras que el valor de 10 indica mutaciones donde las propiedades fisicoquimicas no
han cambiado. Por ejemplo, en el alineamiento de 4ZP4/HIF-1a en el aminoacido 60 se
observa al acido glutamico (D) y &cido aspartico (E), que si bien no son amino&cidos iguales,
su propiedad fisicoquimica de ser acidos es la misma (poseen carga negativa), asignando un
valor de 10. Por otro lado, un puntaje de calidad alto sugiere que no hay mutaciones o que la
mayoria de las mutaciones observadas son favorables. En este caso el valor asignado es a

partir de cero.

En la Tabla 5 se muestran los promedios de los parametros de conservacion y calidad que se
obtuvieron en el alineamiento de las secuencias de los templates y las secuencias de las
estructuras a modelar. Se observa que a pesar de que los valores de calidad no fueron altos,
los promedios de conservacion se encontraron dentro del intervalo entre 10 y 11, lo que
indica que si bien hubo mutaciones, las propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos se

conservaron.

Tabla 5. Parametros de los alineamientos de las secuencias de aminoacidos de las estructuras

homologas de HIF-10/B de humano obtenidas mediante el programa JalView.

HIF-1a HIF-1p

4ZP4 4ZPR 63ET M_M 4ZP4  TVTL  5Y7Y 5V0L M_M

Conservacion 10.10 10.9 10.10 9.03 1095 10.94  10.96 10.98 5.9
Calidad 0.39 0.24 0.39 1.65 015  0.15 0.082 0.02 2.5

5.2.2. Modelado por homologia.

A partir de los archivos .pir que contienen todos los alineamientos de las secuencias objetivo
contra las secuencias de los templates y del script .py que contiene las lineas de cddigo

necesarias, se construyen los modelos con el programa Modeller.
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Las instrucciones relevantes que se escriben en la linea de cddigo para la construccion de los

modelos 3D por Modeller son:
1. La generacion de cinco estructuras por template.
2. Optimizacién de las moléculas con alto refinamiento.

3. Seleccionar la mejor estructura respecto al estadistico DOPE (Discrete Optimized Protein

Energy).

La eleccién de estas tres instrucciones asegura que el nimero de estructuras indicadas (en
este caso del 1 al 5) sean las de mayor calidad, ademas que el programa Modeller selecciona
entre ellas a la estructura modelada con mayor calidad de acuerdo al mejor puntaje del
estadistico DOPE (Discrete Optimized Protein Energy). Asi, de las 55 estructuras modeladas
solo se seleccion6 un modelo por cada template, ver Tabla 6. De esta forma se obtuvieron
cuatro estructuras modeladas de HIF-1a de humano (Figura 18) y cinco estructuras de HIF-
1B de humano (Figura 19), teniendo asi los receptores necesarios para llevar a cabo el
acoplamiento molecular con los inhibidores optimizados. En las Tablas 7 y 8 se muestra la
numeracion correspondiente a los aminoacidos que conforman a cada dominio de cada

estructura modelada de HIF-1a y HIF-1p, respectivamente.

Tabla 6. Puntaje estadistico DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) de las estructuras

modeladas de HIF-1a/p de humano obtenidas mediante el programa Modeller.

HIF-1a HIF-1p
4ZP4 4ZPR 63ET M_M 47P4 7V7L 5Y7Y 5VOL M_M
1 -31840.21 -28322.63 -30211.01 -29624.59 -27339.91 -14052.81 -25562.28 -29079.86 -28612.09
2 -31680.71 -28127.79 -30294.72 -29394.41 -27271.70 -14274.11 -25739.12 -29028.60 -25599.28
3 -31668.08 -28128.21 -29631.25 -29893.15 -26635.18 -14664.96 -25315.35 -29367.25 -28704.61
4 -31402.97 -28371.27 -29919.87 -29870.30 -27362.33 -14501.22 -25531.24 -29398.82 -28687.25
5 -31421.70 -27835.78 -30076.79 -28721.89 -27150.22 -14131.34 -25481.81 -29673.82 -28117.24
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6E3T Modelado multiple

Figura 18. Estructuras homologas de HIF-1o de humano modeladas a partir de los templates
4ZP4, 4ZPR, 6E3T y con modelado multiple.
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4ZP4 7V7L SY7Y

5V0L Modelado multiple

Figura 19. Estructuras homologas de HIF-1 de humano modeladas a partir de los templates
4ZP4, TVT7L, 5Y7Y, 5VOL y con modelado maltiple.
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Tabla 7. Dominios de las estructuras modeladas de la subunidad HIF-1a.

HIF-1o 47P4 4ZPR 6E3T M_M
- 85-158 57-130 71-144 53-126 | 56-129
Dominio PAS-A | 125191 142-163 156-177 | 138-159 | 141-162
Zona inactiva 159-169 131-141 145-155 | 127-137 | 130-140
Dominio PAS-B | 228-208 200-270 214279 | 196-266 | 199-269

Tabla 8. Dominios de las estructuras modeladas de la subunidad de HIF-1.

HIF-1p 47P4 7VT7L SY7Y 5VOL M_M
Dominio PAS-A | 161-235 46-138 64-138 49-141 63-155 46-138
Dominio PAS-B 349-419 252-261 | 252-280 | 255-263 — 252-280

5.3. Acoplamiento molecular

5.3.1. Acoplamiento molecular con los templates 4ZP4, 4ZPR y 6E3T, y el template mixto
de HIF-1la

Los resultados de los acoplamientos moleculares de las estructuras modeladas de HIF-1o con
los distintos inhibidores se muestran en las Figuras 20-23, para 4ZP4, 4ZPR, 6E3T vy el

template mixto, respectivamente.

La estructura HIF-1 se encuentra conformada por la dimerizacion de las unidades o/f, estas
estructuras se unen a través de los dominios PAS-A (85-158, 170-191) y PAS-B (228-298)
con los que cuentan ambas estructuras. Para cada template modelado se usa la numeracion
correspondiente de los aminoacidos en cada dominio obtenida de los alineamientos como se

muestra en la Tabla 7.

En la Figura 20A1 se muestran los acoplamientos semiflexible y rigido del complejo HIF-
10/4ZP4 con 0X3. Un aspecto importante es que en ambos acoplamientos se observan poses
similares y el ligante se encuentra dentro del dominio de PAS-A (57-130 y 142-163) para

4ZP4, ver Figura 18 y Tabla 7 (color amarillo), indicando que se puede inhibir la
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dimerizacion del complejo HIF-1. En la Figura 20B1 del diagrama de interacciones 2D, en
el acoplamiento semiflexible se observa una interaccion de tipo m-c y m-alquilo con el
aminoécido Val-63, de puente de hidrégeno con Tyr-74, de puente de halégeno y w-alquilo
con Val-158 y w-alquilo con Ile-160. En el acoplamiento rigido, ademas de las interacciones
n-o y n-alquilo con Val-63 y de puente de hidrégeno con Tyr-74, se observa un puente de
hidrégeno adicional con la Ser-76. En el acoplamiento semiflexible se obtiene una energia
de interaccién menor (-9.0 kcal/mol) respecto a la energia del acoplamiento rigido (-7.6
kcal/mol). Se observa una conformacién similar del ligante 0X3 con algunos cambios

conformacionales, con un valor de RMSD de 1.79 A, ver Figura 20C1.

En la Figura 20A2 se muestran los acoplamientos semiflexible y rigido con el ligante
PT2385. Tanto en el acoplamiento semiflexible como en el rigido, el ligante esta dentro de
la region correspondiente a PAS-A (amarillo), mostrando que se puede llevar a cabo la
inhibicion de la formacion del complejo HIF-1, aunque se obtuvieron poses diferentes. En el
diagrama de interacciones 2D de la Figura 20B2, en el acoplamiento semiflexible se observa
una interaccion de puente de hidrogeno con Ser-76, mientras que en el acoplamiento rigido
se observan interacciones de tipo m-alquilo con Leu-59, Val-63 y lle-160. Estas interacciones
le confieren una mejor energia de interaccion a PT2385 en el acoplamiento rigido (-8.6
kcal/mol) respecto al acoplamiento semiflexible (-7.1 kcal/mol). La conformacién del ligante
dentro de HIF-10/4ZP4 presenta cambios, sobre todo en la orientacion del grupo
metilsulfonil. Esto se puede observar en el valor del RMSD de los ligantes en ambos
acoplamientos (3.36 A), mostrando diferencias conformacionales como se muestran en la
Figura 20C2.

En la Figura 20A3 se muestran los acoplamientos semiflexible y rigido de HIF-10/4ZP4-
PT2399. En este caso, las mejores poses en cada acoplamiento son idénticas y el ligante
interactlia con aminoacidos de ambos dominios, PAS-A (57-130 y 142-163) y PAS-B (200-
270), ver Tabla 7. En el diagrama de interacciones 2D de la Figura 20B3, se observan
interacciones idénticas del ligante con los aminoacidos de la proteina. Existe una interaccion
de puente de hidrogeno con Arg-123 del dominio PAS-A, una interaccién de puente de
halogeno con GIn-236 y de tipo m-alquilo con Tyr-262 del dominio PAS-B. Se obtuvo una

energia de interaccién de -8.8 kcal/mol en ambos casos. El ligante no sufri6 cambios
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conformacionales en el acoplamiento semiflexible respecto al acoplamiento rigido y su valor
de RMSD es de 0.00072 A.

En la Figura 20A4 se muestran los acoplamientos semiflexible y rigido de HIF-10/4ZP4 con
el ligante PT2977. Se observan poses diferentes, en el acoplamiento semiflexible, el ligante
se encuentra dentro del dominio PAS-A, mientras que en el acoplamiento rigido interactla
con aminoacidos de ambos dominios, PAS-A y PAS-B. En el diagrama de interacciones 2D
de la Figura 20B4, se muestra que en el acoplamiento semiflexible existe una interaccion de
tipo m-c con Val-63, dos interacciones de puente de hidrogeno con Ser-76 e His-152, y n-
alquilo con Val-158 en el dominio PAS-A. Mientras que en el acoplamiento rigido se
observan dos interacciones de puente de hidrégeno con Cys-126 y Val-144, una interaccion
de tipo puente de haldgeno con Trp-142 y una interaccion n-cation con Lys-143 en el dominio
PAS-A, ademas de otra interaccion de puente de halogeno con GIn-236 en el dominio PAS-
B. En el acoplamiento semiflexible existen interacciones de tipo n-c y w-alquilo respecto al
acoplamiento rigido, proporcionando una energia mas baja (-8.7 kcal/mol) que en el
acoplamiento rigido (-7.9 kcal/mol). En la Figura 20C4 se observa que el ligante tiene

algunos cambios conformacionales con un valor de RMSD de 1.72 A.

En general, de la Figura 20 se puede observar que en los acoplamientos con HIF-1a/4ZP4,
los ligantes 0X3 y PT2385 interactuaron con aminoacidos del dominio PAS-A en ambos
acoplamientos; y PT2399 y PT2977 interactuaron con ambos dominios, PAS-A y PAS-B,
excepto PT2977 en el acoplamiento semiflexible. En la mayoria de los casos se observaron
interacciones de puente de hidrogeno, puente haldégeno y n-alquilo. De los cuatro complejos
con 4ZP4, se obtuvieron mejores energias de interaccion con el acoplamiento semiflexible,
excepto para el caso 4ZP4/PT2385. La mejor energia de interaccion se obtiene en los
complejos 4ZP4/0X3, 4ZP4/PT2399 y 4ZP4/PT2977 (-9.0, -8.8 y -8.7 kcal/mol),
respectivamente, con acoplamiento semiflexible, y 4ZP4/PT2399 y 4ZP4-PT2385 (-8.8 y -

8.6 kcal/mol), respectivamente, con acoplamiento rigido, como se observa en la Tabla 9.
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HIF-1a (4ZP4)/PT2977

Semiflexible

HIS
A:150
A48 59
VAL
A:158 N

ASN
A:52

2 \T : LEY
P : A5

TYR
A:74

TYR
A:55

LEU
: LEU
&35 A:59

-8.7 kcal/mol
() van der Waals

@ Puente de hidrogeno
() Halogeno

-

[ #-alquilo

C4

Rigido

TRP
A142
ARG
Al123
1l LYS
o A234
TYR
A262 A2

-7.9 kcal/mol

(") carbono-hidrogeno

() van der Waals

@ Puente de hidrogeno
D Halogeno
@ a-cation

Ligante flexible

Ligante rigido

Figura 20. Representacion grafica 3D y diagrama de interacciones 2D del acoplamiento
molecular de los inhibidores con HIF-1a de humano con el template 4ZP4.
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En la Figura 21A1 se muestran los acoplamientos semiflexible y rigido de 0X3 con HIF-
la/4ZPR. Se puede observar que aunque se obtienen poses diferentes en ambos
acoplamientos, con la orientacién de los sustituyentes haloégeno (cloruro y fluoruro) de forma
contraria, ambas se encuentran en el dominio de PAS-A (71-144 y 156-177) para 4ZPR, ver
Figura 18 y Tabla 7. En el diagrama de interacciones 2D de la Figura 21B1, se observa que
en el acoplamiento semiflexible existen interacciones de tipo n-alquilo con Val-71, Val-73 y
Val-157. Mientras que en el acoplamiento rigido se observan interacciones de tipo m-m con
Tyr-82 y las mismas interacciones m-alquilo con Val-71, Val-73 y Val-157 que en el
acoplamiento semiflexible. Estas diferencias en las interacciones no les confiere un cambio
de energia de interaccion significativa, ya que ambas energias son practicamente la misma,
con una diferencia de sdlo -0.1 kcal. EI RMSD del ligante tiene un valor de 1.63 A, indicando
que las conformaciones del ligante son similares con ligeros cambios conformacionales,

como se observa en la Figura 21C1.

Los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2385 con HIF-1a/4ZPR se muestran en la
Figura 21A2. Se puede observar que se obtienen poses diferentes. Por un lado, en el
acoplamiento semiflexible PT2385 se ubica dentro del dominio PAS-A (71-144 y 156-177),
mientras que en el acoplamiento rigido interactia con ambos dominios PAS-A (71-144 y
156-177) y PAS-B (214-279), ver Tabla 7. En el diagrama de interacciones 2D de la Figura
21B2, se observa que en el acoplamiento semiflexible existe una interaccion m-n con Tyr-82
y w-alquilo con Val-157 en PAS-A. Por otro lado, en el acoplamiento rigido se observa una
interaccion de tipo m-m con His-108 y =m-cation con Arg-128 del domino PAS-A y dos
interacciones de puente de hidrégeno con GIn-229 y Tyr-255 del domino PAS-B. Estas
interacciones le confieren al acoplamiento rigido una mejor energia de interaccion
ligeramente menor (de -8.7 kcal/mol) respecto a -8.4 kcal/mol del acoplamiento semiflexible.
En la Figura 21C2 se observan estructuras diferentes del ligante PT2385, con un RMSD de
3.36 A.

Los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2399 con HIF-a/4ZPR se muestran en la
Figura 21A3. Se observa que tienen poses idénticas en ambos acoplamientos, con el ligante
interactuando con el dominio de PAS-A. En el diagrama de interacciones 2D de la Figura

21B3 se observan interacciones idénticas. Se observan dos interacciones de tipo m-alquilo
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con Val-71 y Val-157, y una interaccién de puente de halégeno con Leu-158. Se obtiene la
misma energia de acoplamiento en ambos casos de -9.8 kcal/mol. En la Figura 21C3 se
observa que la conformacion de PT2399 no sufre cambios conformacionales y se obtiene un
valor de RMSD de 0.00072A.

En la Figura 21A4 se muestran los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2977 con HIF-
lo/4ZPR. Igual que en el caso anterior, se obtienen poses idénticas en ambos acoplamientos.
En ambos casos, la interaccion de PT2977 se lleva a cabo con aminoacidos de los dos
dominios, PAS-A y PAS-B. En la Figura 214B, en el diagrama de interacciones 2D, en
ambos casos se observan una interaccion de tipo n-m con His-108 de PAS-A. También se
observan tres interacciones de puente de hidrégeno con GIn-229 y Tyr-255 de PAS-B en el
acoplamiento semiflexible y dos en el acoplamiento rigido con los mismos aminoéacidos. La
diferencia en la energia de interaccion es de solo 0.1 kcal/mol. En la Figura 214C, se obtuvo
un valor de RMSD de 0.00067A, debido a que no hay cambios conformacionales en el

ligante.

En general, de la Figura 21 se puede observar que en los acoplamientos con HIF-1a/4ZPR,
todos los ligantes interactuaron con aminoacidos del dominio PAS-A en ambos
acoplamientos; y PT2977 en ambos acoplamientos y PT2385 en el acoplamiento rigido, con
ambos dominios PAS-A y PAS-B. En la mayoria de los casos se observaron interacciones de
tipo n-nt y m-alquilo, de puente de hidrogeno para PT2385y PT2977, y de puente de haldgeno
para PT2399. En los cuatro complejos con 4ZPR, se obtuvieron energias de interaccion
similares con ambos acoplamientos. La mejor energia de interaccion se obtuvo en el
complejo 4ZPR-PT2399 en ambos acoplamientos (-9.8 kcal/mol), como se observa en la
Tabla 9.
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Figura 21. Representacion grafica 3D y diagrama de interacciones 2D del acoplamiento

molecular de los inhibidores con HIF-1a de humano con el template 4ZPR.
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Los acoplamientos semiflexible y rigido de 0X3 con HIF-10/6E3T se muestran en la Figura
22A1. Se observan poses idénticas y el ligante se posiciona dentro del dominio de PAS-A
(53-126 y 138-159) para 6E3T, en ambos casos, ver Figura 18 y Tabla 7. En el diagrama de
interacciones 2D de la Figura 22B1, se observa Unicamente una interaccion de tipo n-alquilo
con Pro-154. Tambien existe una interaccion desfavorable donador-donador con Asn-158 en
el dominio de PAS-A. La energia de acoplamiento es de -8.2 kcal/mol en ambos casos. La
Figura 22C1 muestra que no hubo cambios conformacionales en el ligante, obteniendo un
valor de RMSD de 0.00068 A.

En la Figura 22A2 se muestran los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2385 con HIF-
10/6E3T. Se obtienen poses diferentes dentro del dominio de PAS-A. En la Figura 22B2 del
diagrama de las interacciones 2D, se observa en el acoplamiento semiflexible interacciones
n-alquilo con Pro-152 y Pro-154, y de puente de hidrogeno con Asn-158. Mientras que en
el acoplamiento rigido se observan interacciones de puente de hidrogeno con Lys-73, Tyr-74
y Asn-158, y un puente de halogeno con lle-153. Estas interacciones adicionales de puente
de hidrégeno y de halégeno le confieren al acoplamiento rigido una energia de interaccion
mejor de -9.1 kcal/mol, respecto al acoplamiento semiflexible con energia de interaccion -
8.1 kcal/mol. En la Figura 22C2 se muestran varias diferencias conformacionales en el
ligante, con un valor de RMSD de 2.28 A.

Los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2399 con HIF-10/6E3T se muestran en la
Figura 22A3. Las mejores poses son identicas para ambos acoplamientos y sitdan al ligante
interactuando ambos dominios, PAS-A (53-126 y 138-159) y PAS-B (196-266), ver Tabla
7. En el diagrama de las interacciones 2D de la Figura 22B3, se observan dos interacciones
de puente de halégeno con Leu-119 y Asn-158, y un puente de hidrégeno con His-155 en el
dominio de PAS-A, mientras que en el dominio de PAS-B se observa un puente de halégeno
con Val-249. La energia de acoplamiento es de -9.5 y -9.4 kcal/mol, para el acoplamiento
semiflexible y rigido, respectivamente. La conformacién del ligante se mantiene sin sufrir
cambios conformacionales con un valor de RMSD de 0.00066 A, como se muestra en la
Figura 22C3.

En la Figura 22A4 se muestran los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2977 con HIF-

1a/6E3T. Las mejores poses son diferentes en ambos casos, con el ligante orientado de forma
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diferente, sobre todo en la disposicion del grupo metilsulfonil. Ambas poses se encuentran
dentro del dominio de PAS-A. En el diagrama de interacciones 2D de la Figura 22B4, se
observa que en el acoplamiento semiflexible hay interacciones de tipo puente de hidrégeno
con Lys-73 y Tyr-74, de puente de halégeno con lle-153, y de tipo w-alquilo con Pro-154.
Mientras que en el acoplamiento rigido son de tipo n-m con Tyr-74, de puente de halégeno
con Lys-73 y Pro-152, de puente de hidrogeno con Ser-121 y w-alquilo con Pro-154. La
diferencia de energia es unicamente de -0.5 kcal/mol, con -9.1 kcal/mol en el acoplamiento
semiflexible y -8.6 kcal/mol en el acoplamiento rigido. En la Figura 22C4 se observan

ligeros cambios conformacionales de PT2977, con un valor de RMSD de 1.82 A,

En general, de la Figura 22 se puede observar que en los acoplamientos con HIF-1a/6E3T,
los ligantes 0X3, PT2385 y PT2977 interactuaron con aminoacidos del dominio PAS-A en
ambos acoplamientos, mientras que PT2399 interactio con ambos dominios, PAS-A 'y PAS-
B en los dos acoplamientos semiflexible y rigido. En la mayoria de los casos se observaron
interacciones de tipo tipo m-alquilo, y de puente de hidrogeno y de haldégeno excepto para
0X3. En los complejos con 6E3T las energias de interaccion fueron variables para ambos
acoplamientos. La mejor energia de interaccion se obtuvo en los complejos 6E3T-PT2399 (-
9.5y 9.4 kcal/mol) en ambos acoplamientos, 6E3T-PT2385 (-9.1 kcal/mol) y 6E3°T-PT2977
(-9.1 kcal/mol), con acoplamiento rigido y semiflexible, respectivamente, como se observa
en la Tabla 9.
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Figura 22. Representacion grafica 3D y diagrama de interacciones 2D del acoplamiento

molecular de los inhibidores con HIF-1a de humano con el template 6E3T.
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Los acoplamientos semiflexible y rigido de 0X3 con HIF-1a. M_M del modelado maltiple se
muestran en la Figura 23A1. Se obtienen diferentes poses con el grupo cloro del grupo
clorofluorofenilo del 0X3 en posiciones contrarias en ambos acoplamientos. En el
acoplamiento semiflexible la pose caen en la regién del dominio de PAS-A (56-129 y 141-
162), mientras que en el acoplamiento rigido también se observa interaccion en el dominio
de PAS-B (199-269) para el modelado multiple, M_M, ver Figura 18 y Tabla 7. En el
diagrama de interacciones 2D de la Figura 23B1, en el acoplamiento semiflexible se
observan tres interacciones de tipo m-alquilo con Leu-119, Pro-152 y Pro-154, una Unica
interaccion de tipo m-m con Tyr-74 y un puente de halégeno con Asn-158. En el acoplamiento
rigido se observan dos interacciones de tipo n-alquilo con Tyr-74 y Cys-117, el mismo puente
de haldégeno con Asn-158 y un puente de hidrégeno con His-155 en el dominio de PAS-A,
mientras que en el dominio de PAS-B se observa otro puente de hidrégeno con GIn-225. La
diferencia en la energia de interaccion es de solo -0.2 kcal/mol, con -7.8 y -8.0 kcal/mol, para
el acoplamiento rigido y semiflexible, respectivamente. En la Figura 23C1, el valor de

RMSD de 1.40A indica que hubo ligeros cambios conformacionales del ligante.

La Figura 23A2 muestra los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2385 con HIF-1a
M_M. Las mejores poses obtenidas son diferentes. En el acoplamiento semiflexible, el
ligante interactia con aminoacidos del dominio PAS-B (199-269), mientras que en el
acoplamiento rigido, solamente lo hace con aminoacidos del dominio PAS-A (56-129 y 141-
162), ver Tabla 7. En el diagrama de interacciones 2D de la Figura 23B2, en el acoplamiento
semiflexible se observa una interaccion de puente de haldgeno con Lys-223, una de puente
de hidrégeno con GIn-225 y una interaccion de tipo n-n en el dominio PAS-B. Mientras que
en el acoplamiento rigido se muestran interacciones de tipo m-alquilo con Pro-154, dos
puentes de haldégeno con lle-153 y Glu-160, y un puente de hidrégeno con Asn-158 en el
dominio PAS-A. La mayor cantidad de interacciones de puente de halégeno en el
acoplamiento rigido le confieren una mejor energia de interaccion de -8.4 kcal/mol respecto
al acoplamiento semiflexible con una energia de interaccion de -7.4 kcal/mol. La Figura
23C2 muestra que el ligante tiene conformaciones distintas en ambos acoplamientos, con un
valor de RMSD de 1.79 A.
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Los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2399 con HIF/1oo M_M se muestran en la
Figura 23A3. En este caso las mejores poses obtenidas son idénticas. En ambos casos existe
interaccion del ligante con aminoécidos de ambos dominios, PAS-A y PAS-B. En el
diagrama de interacciones 2D de la Figura 23B3, se observan que las interacciones mas
relevantes son dos puentes de hidrégeno con Ser-121e Hiss-155, y tres puentes de halégeno
con Leu-119, Thr-120 y Asn-158, en el dominio PAS-A, mientras que en el dominio PAS-B
se observa una interaccién mas de puente de halégeno con Val-249. La energia de interaccién
es de -9.3 y -9.2 kcal/mol para el acoplamiento semiflexible y rigido, respectivamente. La
conformacion del ligante no cambia, como se observa en la Figura 23C3, obteniéndose un
valor de RMSD de 0.0 A,

En el caso de los acoplamientos de PT2977 con HIF-1oo M_M mostrados en la Figura 23A4,
al igual que para PT2399, son idénticas. En ambos acoplamientos las poses obtenidas estan
dentro del dominio de PAS-A. En el diagrama de interacciones 2D de la Figura 23B4 se
observan interacciones dos interacciones de tipo =m-alquilo con lle-161 y Pro-154, una
interaccion de puente de haldogeno con Pro-152 y una interaccion n-cation con Glu-160. La
energia de interaccion es de -8.5 kcal/mol. En la Figura 23C4, al igual para el ligante

PT2399, no se observaron cambios conformacionales obteniéndose un valor de RMSD de

0.0 A

En general, de la Figura 23 se puede observar que en los acoplamientos con el template del
modelado mdaltiple, HIF-1a/M_M, los ligantes 0X3 (semiflexible), PT2385 (rigido) y
PT2977 (ambos) interactuaron con aminoacidos del dominio PAS-A, mientras que 0X3
(rigido) y PT2399 (ambos) lo hicieron con ambos dominios, y finalmente PT2385
(semiflexible) sélo interactio con el dominio PAS-B. En todos los casos se observaron
interacciones de puente de hidrogeno y halégeno, ademas de w-alquilo y -7 en algunos casos.
En los complejos con el template de modelado mdltiple se obtuvieron en la mayoria de los
casos mejores energias de interaccion para el acoplamiento rigido. La mejor energia de
interaccion se obtuvo en los complejos M_M-PT2399 (-9.3 y -9.2 kcal/mol) para los
acoplamientos semiflexible y rigido, respectivamente, con interacciones de puente de

hidrogeno y halégeno en ambos dominios, PAS-A y PAS-B, como se observa en la Tabla 9.
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Figura 23. Representacion grafica 3D y diagrama de interacciones 2D del acoplamiento

molecular de los inhibidores con HIF-1a de humano con el template mixto.
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En la Tabla 9 se resumen las energias de interaccién obtenidas en los calculos de
acoplamientos semiflexible y rigido para todos los complejos ligante-receptor con HIF-1a.
En general, se observa que las mejores energias de interaccién se obtuvieron con el ligante
PT-2399 en la mayoria de los casos. Los mejores valores de energias de interaccion son de
los complejos 4ZPR-PT2399 (-9.8 kcal/mol), 63ET-PT2399 (-9.5 kcal/mol) y M_M-
PT2399 (-9.3 kcal/mol), obtenidas en los acoplamientos semiflexibles. Esto se puede deber
a que el inhibidor PT2399 forma mas interacciones de puente de haldgeno con las diferentes
estructuras modeladas de HIF-1a, ya que tiene cinco atomos de fldor en su estructura a
comparacion de PT2385 y PT2977 que tienen 3 atomos de flior, 0 0X3 que tiene un atomo

de fldor y uno de cloro.

Tabla 9. Energias de interaccion (kcal/mol) entre las moléculas inhibidoras y las diferentes

estructuras modeladas de HIF-1a de humano usando acoplamiento semiflexible y rigido.

Complejo Acoplamiento Acoplamiento
ligante-receptor semiflexible rigido
47P4-0X3 -9.0 -7.6
4ZP4-PT2385 -7.1 -8.6
4ZP4-PT2399 -8.8 -8.8
4ZPA-PT2977 -8.7 -7.9
4ZPR-0X3 -8.4 -8.5
4ZPR-PT2385 -8.4 -8.7
4ZPR-PT2399 -9.8 -9.8
4ZPR-PT2977 -8.0 -7.9
63ET-0X3 -8.2 -8.2
63ET-PT2385 -8.1 -9.1
63ET-PT2399 -9.5 -9.4
63ET-PT2977 -9.1 -8.6
M_M-0X3 -7.8 -8.0
M_M-PT2385 -7.4 -8.4
M_M-PT2399 -9.3 -9.2
M_M-PT2977 -8.5 -8.5
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5.3.2. Acoplamiento molecular con los templates 4ZP4, 7V7L, 5Y7Y y5VOL, y el template
mixto de HIF-1p3

Los resultados de los acoplamientos moleculares de las estructuras modeladas de HIF-1§

con los distintos inhibidores se muestran en las Figuras 24-28.

En la Figura 24A1 se muestran los acoplamientos semiflexible y rigido de 0X3 con HIF-
1B/4ZP4. En ambos casos se obtienen poses distintas. En el acoplamiento semiflexible el
ligante interactia con aminoacidos del PAS-A (46-138), mientras que en el acoplamiento
rigido lo hace con ambos dominios, PAS A (46-138) y PAS-B (252-261). En el diagrama de
interacciones 2D de la Figura 24B1, en el acoplamiento semiflexible se observa una
interaccion de tipo m-cation con His-135 en PAS-A. Mientras que en el acoplamiento rigido,
ademas de esta misma interaccion mt-cation con His-135, se observan interacciones de tipo -
alquilo con lle-121, n-o con Val-133 en PAS-A, y en PAS-B se observa una interaccion de
puente de hidrégeno con Asn-260 y de puente de halégeno con Val-261. Este mayor nimero
de interacciones en el acoplamiento rigido le confiere una mejor energia de -8.0 kcal/mol,
respecto a la energia del acoplamiento semiflexible de -7.5 kcal/mol. En la Figura 24C1 se
observa que el ligante tuvo algunos cambios conformacionales en su estructura, con un valor
de RMSD de 1.48 A.

En la Figura 24A2 se muestran los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2385 con HIF-
1B-4ZP4. Se observan poses distintas, en ambos casos las interacciones mas relevantes con
el ligante se llevan a cabo con aminoacidos del dominio PAS-A. En la Figura 24B2 del
diagrama de interacciones 2D, se observa que en el acoplamiento semiflexible existen
interacciones m-c con Leu-63, dos interacciones de tipo m-alquilo con Lys-52 y tres
interacciones de puente de hidrogeno con GIn-49, Lys-52 y Tyr-75. Mientras que en el
acoplamiento rigido se observan las interacciones n-cation con Arg-123 y de puente de
hidrogeno con Lys-107. A pesar de que en el acoplamiento semiflexible se observa un mayor
namero de puentes de hidrogeno, en el acoplamiento rigido se obtuvo una energia de
acoplamiento mas baja (-7.7 kcal/mol) respecto al acoplamiento semiflexible (-7.0 kcal/mol),
esto se puede deber a otras interacciones relevantes de puente de hidrégeno y de haldégeno,

que aungue no caen en los dominios de PAS-A y PAS-B estabilizan al complejo. En la
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Figura 24C2 se observan cambios conformacionales importantes en la conformacién del

ligante, con un valor de 3.32 A.

La Figura 24A3 muestra los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2399 con HIF-
1p/4ZP4. Ambos acoplamientos muestran poses idénticas, donde el ligante interactGa con
aminoécidos de ambos dominios, PAS-A y PAS-B. En el diagrama de interacciones 2D de
la Figura 24B3, se observa que las interacciones mas relevantes son de tipo n-o con Val-133
en el dominio PAS-A y dos interacciones de puente de halégeno con Asn-260 y Val-261en
el dominio PAS-B. Se obtuvo una energia de interaccién de -8.6 kcal/mol en ambos
acoplamientos. En la Figura 24C3 se observa que el ligante no tuvo cambios

conformacionales, con un valor de RMSD de 0.0006 A.

En la Figura 24A4 se muestran los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2977 con HIF-
1B/4ZP4. Al igual que para PT2399, se obtuvieron poses idénticas, pero en este caso la
interaccion del ligante es Gnicamente con amino&cidos del dominio PAS-A. En el diagrama
de interacciones 2D, se observa que las interacciones més relevantes son de tipo w-alquilo
con Lys-52 y de tipo n-c con Leu-63. En la Figura 24C4 se observa que no hubo cambios

conformacionales en el ligante, obteniéndose un valor de RMSD de 0.0006 A.

En general, de la Figura 24 se puede observar que en los acoplamientos con HIF-13/4ZP4,
los ligantes 0X3 (semiflexible), PT2385 (ambos acoplamientos) y PT2977 (ambos
acoplamientos) interactuaron con aminoacidos del dominio PAS-A, mientras 0X3 (rigido) y
y PT2399 (ambos acoplamientos) interactuaron con ambos dominios, PAS-A y PAS-B. En
la mayoria de los casos se observaron interacciones de puente de hidrégeno o halégeno,
excepto en PT2977. De los cuatro complejos con HIF-1B/4ZP4, la mejor energia de
interaccién se obtuvo en el complejo 4ZP4-PT2399 (-8.6 kcal/mol) en ambos acoplamientos,

como se observa en la Tabla 10.
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En la Figura 25A1 se muestran los acoplamientos semiflexible y rigido de 0X3 con HIF-
1B/7TVTL. Se obtienen poses muy similares dentro de los dominios de PAS-A (64-138) y
PAS-B (252-280), ver Figura 19y Tabla 8. En el diagrama de interacciones 2D de la Figura
25B1, en el acoplamiento semiflexible se observa una interaccién de tipo puente de
hidrégeno con Asn-81 en PAS-A ¢ interacciones de tipo n-n y n-alquilo con Phe-262 en PAS-
B. Mientras que en el acoplamiento rigido, se observaron dos interacciones de tipo w-alquilo
con Pro-78 y una interaccion de puente de hidrégeno con Asn-81, en PAS-A, e interaccion
n-alquilo con Phe-262 del dominio PAS-B. Se obtuvo el mismo valor de energia de
interaccion de -7.7 kcal/mol. En la Figura 25C1 se observa que el ligante no varia

conformacionalmente, con un valor de RMSD de 0.0007 A.

En la Figura 25A2 se muestran los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2385 con HIF-
1B/7VTL. Se observan poses diferentes, pero ambas con el ligante interactuando en ambos
dominios de PAS-A y PAS-B. En el diagrama de interacciones 2D de la Figura 25B2, en el
acoplamiento semiflexible se observan principalmente interacciones de tipo m-alquilo con
Pro-78 y m-amida con Thr-77 en el dominio de PAS-A, mientras que en el dominio de PAS-
B se observa una interaccion de puente de hidrogeno con GIn-263 y m-anién con Asp-268.
Por otro lado, en el acoplamiento rigido, las interacciones mas relevantes son de tipo tipo =-
alquilo con Pro-78 y de puente de haldégeno con Val-79, ambas en PAS-A, mientras que en
PAS-B se observan tres interacciones mas de puente de halégeno con Asn-264, Pro-265 y
Asp-268. Estas interacciones de puente de haldégeno en el dominio PAS-B le confieren al
sistema una mayor estabilidad en el acoplamiento rigido con una energia de interaccion de -
8.8 kcal/mol, respecto a la energia de -7.9 kcal/mol obtenida en el acoplamiento semiflexible.
En la Figura 25C2 se observa que el ligante tiene un valor de RMSD de 3.3584 A, debido a

las diferencias conformacionales del ligante.

Los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2399 con HIF-1p 7V7L se muestran en la
Figura 25A3. En este caso se observan poses idénticas para ambos acoplamientos. El ligante
interactla con aminoacidos de ambos dominios, PAS-A y PAS-B. En el diagrama de
interacciones 2D de la Figura 25B3, se observan dos interacciones de halégeno con Pro-78
y Val-79, una interaccién n-azufre con Cys-127 y una interaccion de tipo w-alquilo con Val-

136 en el dominio de PAS-A, mientras que en PAS-B se observan tres interacciones de
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puente de hal6geno con Thr-261, GIn-263 y Asp-268. En ambos cosas se obtuvo una energia
de -8.7 kcal/mol. En la Figura 25C3 se observa que el ligante no sufrié cambios

conformacionales, con un valor de RMSD de 0.0005 A.

Un comportamiento similar a PT2399, se observa para los acoplamientos semiflexible y
rigido de PT2977 con HIF-1B/7V7L, como se muestra en la Figura 25A4, donde las poses
de ambos acoplamientos son idénticas y de igual forma interactian con amino&cidos de
ambos dominios, PAS-A y PAS-B. En el diagrama de interacciones 2D de la Figura 25B4,
se observan una interaccion de puente de hidrégeno con Asn-81 y una interaccion de puente
de halégeno con Pro-78, ambas en el dominio de PAS-A, adicionalmente, se observan tres
interacciones mas de puente de halégeno con Asn-264, Pro-265y Asp-268 del dominio PAS-
B. La energia de interaccion es de -8.5 kcal/mol en ambos acoplamientos. En la Figura 25C4
se observa que al igual que para PT2399 no hubo cambios conformacionales del ligante, con
un valor de RMSD de 0.0008 A.

En general, de la Figura 25 se puede observar que en los acoplamientos con HIF-1B/7V7L,
todos los ligantes interactuaron con aminoacidos de ambos dominios PAS-A y PAS-B, tanto
en el acoplamiento semiflexible como rigido. En la mayoria de los casos se observaron
interacciones de puente de hidrogeno o haldégenoy de tipo w-alquilo. Con el ligante PT2399
se observo una interaccion m-azufre que no habia sido observada en los casos anteriores. De
los cuatro complejos con HIF-1B/7V7L, se obtuvieron las mejores energias de interaccion
los complejos 7V7L-PT2385 (rigido) con -8.8 kcal/mol, 7V7L-PT2399 (ambos
acoplamientos) con -8.7 kcal/mol y 7V7L-PT2977 (ambos acoplamientos) con -8.5

kcal/mol, como se observa en la Tabla 10.
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Figura 25. Representacion grafica 3D y diagrama de interacciones 2D del acoplamiento
molecular de los inhibidores con HIF-1f de humano con el template 7V7L.
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La Figura 26 A1 muestra los acoplamientos semiflexible y rigido de 0X3 con HIF-1B/5Y7Y.
En ambos acoplamientos se obtienen poses idénticas con interacciones en el dominio de PAS-
A (49-141) para 5Y7Y, ver Figura 19 y Tabla 8. En el diagrama de interacciones 2D de la
Figura 26B1, se observan tres interacciones de tipo w-alquilo con Lys-64, lle-67 y Leu-75.
Se obtuvo una energia de interaccion de -7.7 kcal/mol en ambos acoplamientos. En la Figura
26C1 se observa que no hubo cambios conformacionales en el ligante, con un valor de RMSD
de 0.0006 A.

En la Figura 26A2 se muestran los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2385 con HIF-
1B/5YT7Y. Se obtienen poses diferentes, aunque ambas caen dentro de la misma region del
dominio PAS-A. En el diagrama de interacciones 2D de la Figura 26B2, en el acoplamiento
semiflexible se observan dos interacciones de puente de hidrogeno con Leu-75 y Ser-89, y
dos interacciones de tipo m-alquilo con Lys-64 e lle-67. Mientras que en el acoplamiento
rigido, se observa una interaccion de puente de hidrégeno con Leu-75, dos interacciones de
puente de haldogeno con Asp-60 y Leu-63, una interaccion m-cation con Lys-64 y una
interaccion m-m con Tyr-87. Este mayor numero de interacciones en el dominio PAS-A,
observadas en el acoplamiento rigido, le confiere una mejor energia de interaccion de -8.2
kcal/mol, respecto al acoplamiento semiflexible con energia de -7.4 kcal/mol. En la Figura
26C2 se observan cambios conformacionales significativos en el ligante, con un valor de
RMSD de 2.6097A.

Los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2399 con HIF-1B/5Y7Y se muestran en la
Figura 26A3. Se observan poses similares y se encuentran dentro del dominio de PAS-A.
En el diagrama de interacciones 2D de la Figura 26B3, se observa una interaccion de tipo m-
alquilo con Lys-64 y dos interacciones de puente de hidrogeno con Ser-89 y Leu-75. Se
observan otras interacciones relevantes de puente de halégeno e hidrégeno pero que no
involucran a los aminoacidos del domino PAS-A. La energia de interaccion calculada es de
-9.4 kcal/mol en ambos casos. En la Figura 26C3 se observan ligeros cambios

conformacionales en el ligante, con un valor de RMSD de 1.7287 A.

En la Figura 26A4 se muestran los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2977 con HIF-
1B/5YTY. Se observan poses idénticas en ambos casos. Las interacciones relevantes de

PT2977 se llevan a cabo con aminoacidos del dominio PAS-A. En el diagrama de
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interacciones 2D de la Figura 26B4, se observan interacciones de tipo n-cation con Lys-64,
n-m con Tyr-87 y de puente de hidrogeno y m-alquilo Leu-75. Se obtiene una energia de
interaccion de -8.0 kcal/mol en ambos casos. En la Figura 26C4 se observa que el ligante no

sufre cambios conformacionales como lo indica el valor de RMSD de 0.0006 A.

En general, de la Figura 26 se puede observar que en los acoplamientos con HIF-1B/5Y7Y,
todos los ligantes interactuaron con aminoacidos del dominio PAS-A, tanto en el
acoplamiento semiflexible como rigido. En la mayoria de los casos se observaron
interacciones de puente de hidrogeno o hal6geno, excepto para el ligante 0X3. De los cuatro
complejos con HIF-1B/5Y7Y, se obtuvo las mejor energia de interaccion en el complejo
5Y7Y-PT2399 con -9.4 kcal/mol en ambos acoplamientos, como se observa en la Tabla 10.
En este complejo aunque solamente se observan dos interacciones de puente de hidrégeno y
una interaccion n-alquilo con aminoacidos del dominio PAS-A, existen otras interacciones

de hidrégeno y halogeno que estabilizan al complejo.
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Figura 26. Representacion grafica 3D y diagrama de interacciones 2D del acoplamiento

molecular de los inhibidores con HIF-13 de humano con el template 5Y7Y.
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Los acoplamientos semiflexible y rigido de 0X3 con HIF-1p/5VOL se muestran en la Figura
27A1. Se observa que tienen poses idénticas y que en ambos casos el ligante interactla con
aminoécidos del dominio PAS-A (63-155) y con un aminoécido del dominio bHLH (1-62),
para 5VOL, ver Figura 19 y Tabla 8. Si bien el dominio bHLH no tiene ninguna relacion
reportada en el proceso de dimerizacion para la formacion del complejo HIF-1, es importante
debido a que activa los genes del elemento de respuesta a hipoxia (HRE), convirtiéndola en
una via interesante de explorar. En el diagrama de interacciones 2D de la Figura 27B1, se
observa que el aminodacido perteneciente al dominio bHLH es Lys-60, el cual interactta con
0X3 mediante una interaccion de tipo m-alquilo. Las interacciones mas relevantes que
involucran a aminoacidos del dominio PAS-A son 5 interacciones de tipo n-alquilo con Lys-
73, lle-76 y Leu-84, w-anion con Asp-69 y de puente de hidrégeno con Leu-84. Se obtiene
una energia de interaccion de -7.7 kcal/mol en ambos acoplamientos. En la Figura 27C1 se
observa que el ligante no tuvo cambios conformacionales, con un valor de RMSD es de 0.01

A

En la Figura 27A2 se muestran los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2385 con HIF-
1B/5VOL. Se observan poses similares, donde el ligante esta interactuando con aminoacidos
del dominio PAS-A y también se observa una interaccion con el dominio bHLH, al igual que
con el complejo con 0X3, sélo que en este caso es una interaccion debil de tipo van der
Waals. Para las interacciones que involucran al dominio de PAS-A, en el diagrama de
interacciones 2D de la Figura 27B2, en el acoplamiento semiflexible se observa una
interaccion de tipo w-alquilo con Lys-73, un puente de halégeno con Gly-82, un puente de
hidrogeno con Leu-84 y una interaccién m-azufre con Tyr-155. Mientras que en el
acoplamiento rigido se observan dos interacciones n-alquilo con Lys-73 y Leu-84, y la misma
interaccion m-azufre con Tyr-155 que en acoplamiento semiflexible. Se obtienen energias de
interaccion de -8.0 kcal/mol y de -8.8 kcal/mol, para los acoplamientos semiflexible y rigido,
respectivamente, a pesar de que en el acoplamiento semiflexible se observa una interaccion
de puente de halégeno y de hidrégeno. En la Figura 27C2 se observan cambios

conformacionales importantes en el ligante, con un valor de RMSD de 3.26 A.

Los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2399 con HIF-1p/5V0L se observan en la

Figura 27A3. Se observan poses idénticas, que se encuentran en el dominio de PAS-A 'y
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bHLH. La interaccion en el dominio bHLH, al igual que para PT2385 es una interaccion
débil de tipo van der Waals. Para las interacciones que involucran al dominio de PAS-A, en
el diagrama de interacciones 2D de la Figura 27B3, se observan interacciones de tipo con 7-
alquilo con Lys-73, de puente de hidrogeno con Leu-84 y r-azufre con Tyr 155. También se
observan puentes de halégeno con Val-170 y Ala-171, no son aminoacidos que pertenecen
al dominio de PAS-A, sin embargo estas interacciones estabilizan al complejo, obteniéndose
una energia de interaccion de -9.8 kcal/mol en ambos casos. En la Figura 27C3 se observa
que el ligante no presenta cambios conformacionales y se obtuvo un valor de RMSD de
0.0005 A.

En la Figura 27A4 se muestran los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2977 con HIF-
1B/5VOL. Se muestran poses idénticas con interacciones formadas con amino&cidos del
dominio de PAS-A. En el diagrama de interacciones 2D de la Figura 27B4, en el
acoplamiento semiflexible se muestran dos interacciones de tipo w-alquilo con Lys-73 y Leu-
84, y un puente de hidrégeno con Leu-84. Mientras que en el acoplamiento rigido, ademas
de las mismas interacciones observadas en el acoplamiento semiflexible, se observa un
puente de halégeno con Asp-69. Sin embargo, esta interaccion no afecta el valor de la energia
de interaccion, ya que es muy similar en ambos casos, con valor de -7.9 kcal/mol y -8.0
kcal/mol, para los acoplamientos semiflexible y rigido, respectivamente. En la Figura 27C4

no se observaron cambios en la conformacion del ligante, con un valor de RMSD de 0.0006

A

En general, de la Figura 27 se puede observar que en los acoplamientos con HIF-1p/5VOL,
el cual solamente tiene dominio PAS-A, todos los ligantes mostraron interaccion con
aminodcidos de este dominio en ambos acoplamientos, ademas en el caso de los ligantes 0X3,
PT2385 y PT2399, mostraron interaccion con el dominio de bHLH, sin embargo estas
interacciones fueron de tipo m-alquilo con 0X3 y de van der Waals con PT2385 y PT2399.
En todos los casos se observaron interacciones de tipo m-alquilo y de puente de hidrdgeno,
excepto para el ligante PT2385 en el acoplamiento rigido. De los cuatro complejos con HIF-
1B/5VOL, se obtuvo las mejor energia de interaccion en el complejo 5VOL-PT2399 con -9.8

kcal/mol en ambos acoplamientos, como se observa en la Tabla 10. En este complejo las
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interacciones de puente de hidrégeno y la n-azufre le confieren una gran estabilidad al

complejo.
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Figura 27. Representacion grafica 3D y diagrama de interacciones 2D del acoplamiento

molecular de los inhibidores con HIF-1f3 de humano con el template 5VOL.
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En la Figura 28A1 se muestran los acoplamientos semiflexible y rigido de 0X3 con el
modelado multiple de HIF-1p/M_M. Se observa que se encontraron poses diferentes en los
dos acoplamientos, pero ambas dentro del dominio de PAS-A (46-138) para el template de
modelado maltiple, M_M, ver Figura 19 y Tabla 8. En la Figura 28B1 en el diagrama de
interacciones 2D, en el acoplamiento semiflexible se observa una sola interaccion de tipo n-
n con Phe-88. Mientras que en el acoplamiento rigido, se observan interacciones dos
interacciones de tipo m-alquilo con Pro-83 y Pro-133. Con este modelo se obtuvieron las
energias mas altas con valores de -4.7 kcal/mol y -5.1 kcal/mol, para los acoplamientos
semiflexible y rigido, respectivamente. En la Figura 28C1 se observan ligeros cambios

conformacionales del ligante 0X3, con un valor de RMSD de 1.2447 A.

Los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2385 con el modelado multiple de HIF-
1B/M_M se muestran en la Figura 28A2. Se observan poses diferentes, interactuando con
aminodcidos del dominio PAS-A. En el diagrama de interacciones 2D de la Figura 28B2, se
observa que en el acoplamiento semiflexible existen dos interacciones de puente de
hidrogeno con Val-70 y Ser-85, dos interacciones de tipo n-n con Phe-88 y una interaccion
de tipo m-azufre con Tyr-71. En el acoplamiento rigido, también se observan dos
interacciones de puente de hidrogeno pero con aminoacidos diferentes, Arg-68 y Gly-89,
ademas de un puente de haldgeno con Val-69. En este caso no se observa interaccion de tipo
n-azufre como en el acoplamiento semiflexible. Como en el caso anterior, también se
obtuvieron energias de interaccidn altas en ambos acoplamientos con valor de -5.6 kcal/mol,
a pesar de presentar interacciones de puente de hidrogeno, halégeno o wn-azufre. El ligante
sufre cambios conformacionales relevantes, como se observa en la Figura 28C2, con un
valor de RMSD de 3.3443 A

Los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2399 con el modelado multiple de HIF-1p/
M_M se muestran en la Figura 28A3. Se observan poses idénticas que se encuentran dentro
del dominio de PAS-A. En el diagrama de interacciones 2D de la Figura 28B3, se observan
dos interacciones de tipo puente de hidrégeno con Arg68 y Gly-89, dos de puente de
halogeno con Val-70 y GIn-84, y una interaccion de tipo 7-m con Phe-88. A pesar de presentar
estas interacciones relevantes de puente de hidrdégeno y halégeno dentro del dominio de PAS-

A, se obtuvo una energia de interaccion alta de -6.1 kcal/mol en ambos casos. En la Figura
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28C3 no se observaron cambios conformacionales en el ligante, con un valor de RMSD de
0.0007 A.

Finalmente, los acoplamientos semiflexible y rigido de PT2977 con el modelado maltiple de
HIF-1B/M_M se muestran en la Figura 28A4. Se observan poses similares interactuando con
aminoacidos del dominio PAS-A. El diagrama de interacciones 2D de la Figura 28B4,
muestra en el acoplamiento semiflexible Unicamente interacciones de tipo carbono-
hidrégeno y van der Waals. Mientras que en el acoplamiento rigido, ademas de las
interacciones carbono-hidrégeno y van der Waals observadas en el acoplamiento
semiflexible, también existe una interaccion de puente de halégeno con Ser-130. Sin
embargo, esta diferencia en las interacciones observadas, no afecta el valor de la energia de
interaccion, la cual es de -5.5 kcal/mol, en ambos acoplamientos. En la Figura 28C4, se
observa que el ligante presenta cambios conformacionales importantes, como lo indica el
valor de RMSD de 3.1302 A.

En general, de la Figura 28 se puede observar que en los acoplamientos con el template de
modelado multiple HIF-1p/M_M, todos los ligantes interactian con aminoacidos del
dominio PAS-A en ambos tipos de acoplamiento. Unicamente se observaron interacciones
de puente de hidrogeno o halégeno con los ligantes PT2385 y PT2399. La interaccion =-
azufre solo se observd en el acoplamiento semiflexible con PT2385. A pesar de que en
algunos casos se observaron estas interacciones relevantes, en los cuatro complejos con HIF-
1B/M-M, se obtuvieron los valores de energia de interaccién mas altos en un intervalo de -

4.7 a-6.1 kcal/mol en ambos acoplamientos, como se observa en la Tabla 10.
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Figura 28. Representacion grafica 3D y diagrama de interacciones 2D del acoplamiento

molecular de los inhibidores con HIF-13 de humano con el template mixto.
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En la Tabla 10 se resumen las energias de interaccién obtenidas en los céalculos de
acoplamientos semiflexible y rigido para todos los complejos ligante-receptor con HIF-1p.
En general, se observa que las mejores energias de interaccién se obtuvieron con el ligante
PT-2399, al igual que en los acoplamientos con HIF-1a. Los mejores valores de energias de
interaccién son de los complejos 5VOL-PT2399 (-9.8 kcal/mol) y 5Y7Y-PT2399 (-9.4
kcal/mol), obtenidas en ambos acoplamientos semiflexible y rigido. En este caso, los
acoplamientos con el template de modelado maultiple dieron las peores energias de

interaccion, con valores muy altos con todos los ligantes en ambos acoplamientos.

Tabla 10. Energias de interaccion (kcal/mol) entre las moléculas inhibidoras y las diferentes

estructuras modeladas de HIF-1p de humano usando acoplamiento semiflexible y rigido.

Complejo Acoplamiento Acoplamiento
ligante-receptor semiflexible rigido
47P4-0X3 -71.5 -8.0
47P4-PT2385 -7.0 -7.7
47P4-PT2399 -8.6 -8.6
4ZP4-PT2977 -7.6 -7.6
7V7L-0X3 -7.7 -7.7
7V7L-PT2385 -7.9 -8.8
7V7L-PT2399 -8.7 -8.7
7V7L-PT2977 -8.5 -8.5
5Y7Y-0X3 -7.7 -7.7
5Y7Y-PT2385 -7.4 -8.2
5Y7Y-PT2399 -9.4 -9.4
5Y7Y-PT2977 -8.0 -8.0
5V0OL-0X3 -7.7 -7.7
5VOL-PT2385 -8.0 -8.8
5VOL-PT2399 -9.8 -9.8
5VOL-PT2977 -7.9 -8.0
M_M-0X3 -4.7 -5.1
M_M-PT2385 -5.6 -5.6
M_M-PT2399 -6.1 -6.1
M_M-PT2977 -5.5 -5.5
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En la Tabla 11 se resumen los resultados de los célculos de acoplamiento molecular de los
cuatro inhibidores (0X3, PT2385, PT2399 y PT2977) con las estructuras modeladas de HIF-
lo/B. Es importante mencionar que en los acoplamientos con todos los modelos de HIF-1a y
de HIF-1B, todas las poses se encontraron tanto en el dominio de PAS-A, en PAS-B 0 en
ambos dominios. Esto indica que la interaccion de los ligantes con aminoacidos de estos
dominios de la proteina es el mecanismo mas probable por el cual acttan para inhibir la
dimerizacién de HIF-1. Se observa que en los acoplamientos con las estructuras modeladas
de HIF-1a, las interacciones se realizaron en PAS-A o bien en PAS-A y PAS-B, mientras
que en los acoplamientos con las estructuras de HIF-1 las interacciones se llevaron a cabo
mayoritariamente en el dominio de PAS-A. En algunos casos de los acoplamientos con HIF-
1B, también se observaron interacciones débiles con el dominio bHLH. Los valores de
energia de interaccion en la mayoria de los casos fueron similares o iguales tanto en el
acoplamiento semiflexible como en el rigido. En general, se obtuvieron mejores energias de
interaccion en los acoplamientos con HIF-1a que con HIF-1B. Las mejores energias de
interaccion se obtuvieron con el ligante PT2399 que contiene cinco &tomos de flior en su
estructura. En los acoplamientos con mejores energias de interaccion estan involucradas

mayoritariamente interacciones de puente de hidrégeno y de halégeno.
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Tabla 11. Resumen del andlisis de resultados de acoplamiento molecular de las moléculas

de las moléculas inhibidoras y las diferentes estructuras modeladas de HIF-1a/p de humano.

Complejo Poses 3D RMSD Energia Dominios Interacciones Energia Dominios Interacciones
ligante-receptor (A) (kcal/mol) (kcal/mol)
4ZP4-0X3 Similares 1.79 -9.0 PAS-A n-c, n-Alq(3), Hid, -7.6 PAS-A n-c,n-Alg(2), Hid(2)
Hal
4ZP4-PT2385 Diferentes 3.36 -7.1 PAS-A Hid -8.6 PAS-A n-Alg(3)
4ZP4-PT2399 Idénticas 0.0 -8.8 PAS-A/B Hid, Hal, =-Alq -8.8 PAS-A/B Hid, Hal, =-Alg
4ZP4-PT2977 Diferentes 1.72 -8.7 PAS-A n-c, Hid(2), n-Alg -7.9 PAS-A/B Hid(2), Hal, n-cat
47ZPR-0X3 Diferentes 1.63 8.4 PAS-A n-Alg(3) -8.5 PAS-A n-1, T-Alq(3)
4ZPR-PT2385 Diferentes 3.36 -8.4 PAS-A n-m, ©-Alg -8.7 PAS-A/B n-n, m-cat, Hid(2)
4ZPR-PT2399 Idénticas 0.0 9.8 PAS-A n-Alg(2), Hal 9.8 PAS-A n-Alg(2), Hal
4ZPR-PT2977 Idénticas 0.0 -8.0 PAS-A/B n-n, Hid(3) -7.9 PAS-A/B n-n, Hid(2)
63ET-0X3 Idénticas 0.0 -8.2 PAS-A n-Alg, desfav -8.2 PAS-A n-Alg, desfav
63ET-PT2385 Diferentes 2.28 -8.1 PAS-A n-Alg, Hid -9.1 PAS-A Hid(3), Hal
63ET-PT2399 Idénticas 0.0 -9.5 PAS-A/B Hid(2), Hal(2), -9.4 PAS-A/B Hal(2), Hid
63ET-PT2977 Diferentes 1.82 -9.1 PAS-A Hid(2), Hal, n-Alg -8.6 PAS-A n-x, Hid, Hal(2), =t
Alg
M_M-0X3 Diferentes 1.40 -7.8 PAS-A n-Alq(3), n-n, Hal -8.0 PAS-A/B n-Alq(2), Hal, Hid(2)
M_M-PT2385 Diferentes 1.79 -74 PAS-B Hal, Hid, n-nt -8.4 PAS-A n-Alg, Hal(2), Hid
M_M-PT2399 Idénticas 0.0 -9.3 PAS-A/B Hid(2), Hal(4) -9.2 PAS-A/B Hid(2), Hal(4)
M_M-PT2977 Idénticas 0.0 -8.5 PAS-A n-Alg(2), Hal, n-cat -8.5 PAS-A n-Alq(2), Hal, n-cat
Complejo Poses 3D RMSD Energia Dominios Interacciones Energia Dominios Interacciones
ligante-receptor (A) (kcal/mol) (kcal/mol)
4ZP4-0X3 Diferentes 1.48 -7.5 PAS-A n-cat -8.0 PAS-A/B n-cat, n-Alg, t-c,
Hid, Hal
4ZP4-PT2385 Diferentes 3.32 -7.0 PAS-A n-c, n-Alg, Hid(3) =17 PAS-A n-cat, Hid
4ZP4-PT2399 Idénticas 0.0 -8.6 PAS-A/B n-c, Hal(2) -8.6 PAS-A/B n-o, Hal(2)
47P4-PT2977 Idénticas 0.0 -7.6 PAS-A n-Alqy n-o -7.6 PAS-A n-Algy n-c
7V7L-0X3 Idénticas 0.0 =17 PAS-A/B Hid, nt-n, ©-Alq =17 PAS-A/B n-Alq(3), Hid
7V7L-PT2385 Diferentes 3.36 -7.9 PAS-A/B n-Alg, n-Amid, Hid, -8.8 PAS-A/B n-Alg, Hal(4)
n-Anién
7V7L-PT2399 Idénticas 0.0 -8.7 PAS-A/B Hal(5), n-S, n-Alg -8.7 PAS-A/B Hal(5), n-S, n-Alg
TVTL-PT2977 Idénticas 0.0 8.5 PAS-A/B Hid, Hal(4) 8.5 PAS-A/B Hid, Hal(4)
5Y7Y-0X3 Idénticas 0.0 7.7 PAS-A n-Alg(3) 1.7 PAS-A n-Alq(3)
5Y7Y-PT2385 Diferentes 2.6 74 PAS-A Hid(2), =-Alg(2) -8.2 PAS-A Hid, Hal(2), n-cat, n-
T
5Y7Y-PT2399 Similares 1.73 -9.4 PAS-A n-Alg, Hid(2) -9.4 PAS-A n-Alg, Hid(2)
5Y7Y-PT2977 Idénticas 0.0 -8.0 PAS-A n-cat, -m, T-Alg, -8.0 PAS-A n-cat, n-w, ©-Alg, Hid
Hid
5V0L-0X3 Idénticas 0.0 7.7 PAS-A n-Alg(5), n-Anién, -1.7 PAS-A n-Alq(5), m-Anién,
Hid Hid
5V0L-PT2385 Similares 3.26 -8.0 PAS-A n-Alg, Hal, Hid, ©-S -8.8 PAS-A n-Alg(2), =-S
5VOL-PT2399 Idénticas 0.0 -9.8 PAS-A n-Alg, Hid, ©-S -9.8 PAS-A n-Alg, Hid, ©-S
5VOL-PT2977 Similares 0.0 -7.9 PAS-A n-Alg(2), Hid -8.0 PAS-A n-Alg(2), Hid, Hal
M_M-0X3 Diferentes 1.25 -4.7 PAS-A T-T 5.1 PAS-A n-Alg(2)
M_M-PT2385 Diferentes 3.34 56 PAS-A Hid(2), n-n(2), n-S 5.6 PAS-A Hid(2), Hal
M_M-PT2399 Idénticas 0.0 -6.1 PAS-A Hid(2), Hal(2), n-n -6.1 PAS-A Hid(2), Hal(2), n-n
M_M-PT2977 Similares 3.13 -55 PAS-A C-H, vdW -55 PAS-A C-H, vdw, Hal
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CONCLUSIONES

Se realizaron célculos de optimizacion de los inhibidores 0X3, PT2399, PT3485 y PT2977
(Belzutifan) usando dos niveles de teoria, B3LYP/6-31+G(d) y B3LYP/6-311+G(d, p). Se
analizo el valor de RMSD de las moléculas optimizadas respecto a los valores reportados
experimentalmente, donde se observo que no hubo variacion significativa, con la mayor
diferencia de 1 A entre la estructura de PT2399 optimizada con el nivel de teoria B3LYP/6-
311+G(d,p) y la estructura reportada experimentalmente. La comparacion entre las
estructuras moleculares optimizadas entre ambos niveles de teoria dieron valores menores a
un 0.1 A en la mayoria de los casos y con la mayor diferencia de 0.75 A para PT2399,
indicando que ambos niveles de teoria dan resultados similares en las estructuras

optimizadas.

Los alineamientos de las estructuras de HIF-1a con los templates 4ZP4, 4ZPR y 6E3T y de
HIF-1pB con los templates 4ZP4, 7V7L, 5Y7Y y 5VOL, mostraron buenos resultados en los
estadisticos de conservacion y calidad, lo que indica que aunque hay modificaciones en las
secuencias de aminoacidos las propiedades fisicoquimicas no cambian, por lo que no se
espera un cambio estructural y funcional significativo de la estructura modelada. Por otro
lado, en la estructura obtenida con los tres templates para HIF-1a y cuatro templates para
HIF-1B en el modelado multiple, se observaron valores mas altos en los estadisticos de
conservacion y calidad, puesto que se utilizan todos los templates para generar el modelo

final.

El complejo HIF-1 se forma a partir de la dimerizacion de los monémeros HIF-1o y HIF-1f3
mediante la interaccion de los dominios de PAS-A 'y PAS-B, responsables para la formacion
del complejo que da respuesta a la condicién de hipoxia en las células cancerigenas. Por lo
que se propone que la interaccion de los ligantes con aminoacidos de estos dominios de la
proteina es el mecanismo por el cual actian para inhibir la dimerizacion de HIF-1. Las
mejores poses obtenidas de todos los acoplamientos moleculares, tanto con las estructuras
modeladas de HIF-1a como de HIF-1, mostraron interacciones con el dominio de PAS-A,
PAS-B o0 en ambos dominios. En algunos casos, en los acoplamientos con HIF-1p, también
se observaron interacciones en el dominio bHLH. Se realizaron acoplamientos semiflexibles

y rigidos, obteniendo valores de energia de interaccion similares en la mayoria de los casos.
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En general, se obtuvieron mejores energias de interaccion en los acoplamientos con HIF-1a
que con HIF-1B. En ambos casos, el ligante PT2399 que contiene cinco atomos de fluor en
su estructura, fue el que dio mejores resultados en los acoplamientos moleculares,
especialmente con las estructuras modeladas de HIF-1a con los templates 4ZPR, 63ET y el
modelado multiple, y con las estructuras modeladas de HIF-1pB con los templates 5VOL y
5Y7Y. Las interacciones mas relevantes observadas en los complejos ligante-proteina fueron

de puente de hidrégeno y de halégeno.

Es importante resaltar que si bien la literatura menciona que los inhibidores tienen actividad
para bloquear la dimerizacion de los mondémeros de HIF-1a/B, y pueden hacerlo
interactuando en los dominios de PAS-A/B, también la unién de los inhibidores en residuos

pertenecientes al dominio de bHLH puede evitar la formacion del complejo de HIF-1.

Como perspectivas de este proyecto, es de interés realizar estudios de acoplamiento
molecular proteina/proteina de los monémeros o/f, ademas de realizar simulaciones de
dinamica molecular para conocer si hay alguna modificacion conformacional que haga que
los mondmeros no se puedan dimerizar o si simplemente exista un impedimento estérico por
parte de los ligantes al estar dentro de los bolsillos de PAS-A/B. También es de intereés utilizar
otros inhibidores modelados mediante tecnicas de busqueda virtual para probar que se dirijan

a los dominios de PAS-A/B y se obtengan mejores energias de interaccion.
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