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ABSTRACT

Cancer is a group of diseases that has become a central problem and a priority in public health,
since it represents the major cause of mortality and morbidity worldwide. Described as a
pathogenic process of uncontrolled growth and dissemination of cells resulting in a disease with
the ability to infiltrate, destroy normal body tissue and spread throughout the body, cancer
caused approximately 10 million deaths and 19.3 million new cases in 2020. The principal
clinical challenge in therapeutic development for cancer is the ability of this disease to develop
resistance, therefore, conventional cancer treatment methods are usually useful for specific types
of malignant tumor. In this context, not only finding new therapies that stop or eliminate the
progression of cancer disease but also understanding in detail the current ones is a central

problem in public health.

The main goal of this research work lies in characterizing the interaction formed by the
antagonist ligand Motixafortide and the receptor CXCR4 in a physiological medium. This
characterization will provide relevant information at the molecular level on the different
segments of the peptide involved in stabilizing the inactive conformations of the human receptor
of CXCR4. For this, the computational technique of atomistic simulation of molecular dynamics
(MD) will be used. The results obtained will allow a better understanding of the pharmacology

of Motixafortide and its possible antineoplastic activity.



RESUMEN

El cancer es un grupo de enfermedades que se ha convertido en un problema central en la salud
publica, ya que representa la mayor causa de morbilidad, mortalidad e incidencia a nivel
mundial. El cancer se describe como un proceso patogénico de crecimiento y diseminacién de
células anormales con la habilidad de infiltrarse, destruir el tejido corporal sano y esparcirse por
todo el organismo, causando aproximadamente 10 millones de muertes y 19.3 millones de casos
nuevos tan solo en 2020. El principal desafio clinico en el desarrollo terapéutico para el cancer
es la habilidad que tiene para desarrollar resistencia, por ello, los tratamientos convencionales
como la quimioterapia o radioterapia se pueden utilizar cominmente para el caso particular de
algunos tumores malignos. En este contexto, no solamente es encontrar nuevas terapias que
eliminen o detengan al cancer sino tener un entendimiento detallado de las terapias actuales es

un tema prioritario de salud publica.

El principal objetivo de esta investigacion es caracterizar la interaccion formada por el ligante
antagonista Motixafortide y el receptor celular CXCR4 en un ambiente fisioldgico. Esta
caracterizacion proveera informacion relevante a nivel molecular sobre diferentes caracteristicas
quimicas y estructurales del ligante involucradas en la estabilizacion de conformaciones
inactivas del receptor humano CXCRA4. Para lograr este objetivo, se utilizd la técnica
computacional de simulaciones atomisticas de dinamica molecular (MD). Los resultados
obtenidos permitiran un mejor entendimiento de la farmacologia de Motixafortide y su actividad

antineoplasica.



INTRODUCCION

El cancer es un proceso patogénico de crecimiento y diseminacion incontrolado de células
que resulta en una enfermedad con capacidad de infiltrarse, destruir el tejido corporal normal
y propagarse por todo el cuerpo. Es la primera causa de mortalidad y morbilidad a nivel
mundial causando aproximadamente 10 millones de muertes y 19.3 millones de casos nuevos
en 2020. En este contexto, encontrar nuevas terapias que eliminen o detengan la progresion
de dicha enfermedad resulta un problema central de salud puablica. Por otro lado, los
receptores acoplados a proteinas G (GPCR por sus siglas en inglés) son proteinas integrales
de la membrana con una gran importancia farmacoldgica ya que representan un tercio de

los medicamentos existentes en la actualidad en el mercado.

En particular, el receptor CXCR4 es un receptor de quimiocinas —pequefias proteinas de
sefializacion que inducen el movimiento direccional de varios tipos de células— cuyo ligante
nativo es el factor 1 derivado de células estromales (SDF-1a, también llamado CXCL12). El
receptor CXCR4 se encuentra en la mayoria de las células hematopoyéticas y su
sobreexpresion contribuye de manera significativa a la migracion celular, angiogénesis,
metastasis, crecimiento tumoral y resistencia a la quimioterapia. Debido a que el receptor
CXCR4 se expresa en mas de 20 tipos de canceres, es considerado como un blanco

farmacol6gico muy atractivo con un gran potencial terapéutico.

Estudios recientes han demostrado el potencial de diferentes ligantes para inhibir la activacion
del receptor CXCR4 (ligantes antagonistas) en el contexto de la enfermedad del cancer. Uno
de los ligantes mas prometedores para la modulacion del receptor CXCR4 es Motixafortide
(BL-8040), un péptido sintético ciclico que bloguea la sefializacion del receptor CXCR4,

evitando asi su union con SDF-1a Yy la subsiguiente activacion del receptor.

El objetivo principal de mi trabajo de investigacion radica en caracterizar el modo de
interaccion del complejo formado por el ligante antagonista Motixafortide y el receptor

CXCR4 en un medio fisiologico. Dicha caracterizacion proveera de informacion relevante a

nivel molecular sobre los distintos segmentos del péptido involucrados en estabilizar las
conformaciones inactivas del receptor humana CXCR4. Para esto, se utilizara la técnica

computacional de simulaciones atomisticas de dindmica molecular. Los resultados
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obtenidos permitiran entender de una mejor manera la farmacologia de Motixafortide y su

posible actividad antineoplésica.

La preparacion del sistema molecular consiste en embeber al complejo ligante/receptor en una
membrana lipidica hidratada utilizando una concentracion salina de NaCl de 0.15 M, con el
fin de simular un medio fisiologico. Para contextualizar los resultados, también se estudio al
sistema CXCL12 (agonista)/CXCR4. La construccion de los sistemas se realiza con ayuda
del programa VMD (Visual Molecular Dynamics) mientras que las simulaciones se realizan
con el programa NAMD (Nanoscale Molecular Dynamics). EI campo defuerza utilizado para
el describir al sistema molecular es CHARMM3G6.

Los resultados conseguidos después de 500,000,000 de pasos (1000 ns) de simulacién se

resumen en:

® Trayectorias del complejo. Evolucion temporal de las posiciones y velocidades de

los atomos.

®" RMSD (raiz de la desviacion media cuadratica). A través de este parametro se
determina si tanto el complejo Motixafortide/CXCR4 como el CXCL12/CXCRS3 han
Ilegado a un equilibrio estructural.

® Cambios  conformacionales. Interacciones  directas  importantes  de

Motixafortide/CXCR4 tomando en cuenta una distancia de 4 A.



Capitulo |

ANTECEDENTES, HIPOTESIS Y OBJETIVOS



ANTECEDENTES

1.1 CANCER

El cancer es un proceso patogénico de crecimiento y diseminacion incontrolado de
células que resulta en una coleccién de enfermedades con la capacidad de infiltrarse, destruir el
tejido corporal normal y propagarse por todo el cuerpo. Las mutaciones celulares que provocan
cancer son el resultado de la combinacion entre los factores genéticos de un individuo y factores
externos como carcindgenos fisicos (radiacion UV vy ionizante), quimicos (humo de tabaco,
ingesta de alcohol y arsénico, contacto con asbesto) o bioldgicos (infecciones por virus,
bacterias o parasitos) (Ferlay et al., 2021; World Health Organization, 2022).

El cancer puede formar masas anormales de tejido corporal (tumores malignos) que pueden
crecer de forma desproporcionada e invadir y dafiar tejidos adyacentes o ganglios linfaticos.
Este crecimiento tumoral se realiza mediante el proceso de angiogénesis que consiste en la
generacion de vasos sanguineos que alimentan a la masa tumoral. La propagacién del cancer

hacia otros sitios u érganos mediante el sistema linfatico se denomina metastasis.

La mayoria de los canceres tiene cuatro etapas y conocer la etapa del cancer es fundamental
para planificar el mejor tratamiento. En la Etapa I, el cancer se encuentra en un area pequefia y
no se ha diseminado a tejidos adyacentes; se le denomina cancer en estado temprano. Durante
las Etapas |1y Il hay un crecimiento considerable en tejidos adyacentes y en ganglios linfaticos.
En la Etapa IV el cancer se ha esparcido a otras areas, por lo que se le denomina metastésico o

cancer avanzado. (American Cancer Society, 2018; Cleveland Clinic, 2021)

Esta enfermedad es una de las mayores causas de mortalidad, morbilidad e incidencia a nivel
mundial que causo aproximadamente 10 millones de muertes y 19.3 millones de casos nuevos
en 2020. Desafortunadamente se espera que la incidencia aumente afio con afio y se estima que
en 2040 existan 27 millones de casos nuevos de cancer. Por lo anterior mencionado, estudiar el
cancer resulta como una prioridad en las politicas de salud mundial (Cancer Research UK, 2018;
World Health Organization, 2020).



1.1.1 Tipos de cancer y tasa de supervivencia

Los tipos de cancer mas comunes a nivel mundial, en términos de incidencia (de mayor a
menor), son el cancer de mama, pulmédn, colorrectal y préstata (Tabla. 1) (World Health
Organization, 2022).

Tabla 1. Estadisticas de los tipos de cancer mas comunes

Tipo de céancer Incidencia (millones de casos) Tasa de supervivencia
Mama 2.26 84%!
Pulmon 2.21 23%
Colorrectal 1.93 67%
Prostata 1.41 98%
Piel 1.20 98%?
Estémago 1.09 31%

1 Cancer de mama invasivo no metastéasico
Z Cancer de piel de tipo melanoma

Gracias al avance de la ciencia, muchos tipos de cancer estan asociados con una alta tasa de
supervivencia, incluidos el cancer de mama, colorrectal y prostata (Tabla 1). La tasa de
supervivencia del cancer indica el porcentaje de personas que sobreviven a un determinado tipo
y etapa de cancer en un tiempo aproximado de 5 afios después del diagnoéstico. Para calcular el
porcentaje de supervivencia se incluye a personas de todas las edades y afecciones médicas

(tempranas o tardias) con las que se diagnosticé el cancer (Pruthi, 2022).

Sin embargo, el cancer de pancreas, especialmente el Adenocarcinoma Pancreatico, esta
asociado con la peor tasa de supervivencia, pues debido a las dificultades del diagndstico
(deteccion en Etapa V), la agresividad de la enfermedad y la ausencia de tratamiento sistémico
efectivo, menos del 5% de los pacientes sobreviven a los 5 afios tras el diagnostico. Incluso si
los tumores son extirpados, el promedio de vida después de la cirugia es de 17 a 23 meses. En
la actualidad el adenocarcinoma pancreéatico causa 331,000 muertes al afio (Aier et al., 2019;
Khosravi-Shahi & Diaz Mufioz de la Espada, 2005; Mayo Clinic, 2020; Tan et al., 2019).



1.1.2 Terapias Actuales

Hoy en dia un diagnostico correcto de cancer es fundamental para elegir la mejor terapia, ya que
cada tipo de cancer requiere un tratamiento en especifico. Los tratamientos incluyen cirugia,

radioterapia, y/o terapia sistémica (Mayo Clinic, 2022) .

En el caso de la cirugia, su objetivo principal es extirpar totalmente el tumor maligno o la mayor
cantidad posible de él; si el procedimiento se realiza con éxito y en una etapa adecuada, la cirugia
puede ser curativa. Para la radioterapia, se utilizan altas dosis de Rayos X con el fin de eliminar
las células cancerigenas y reducir el tamafio de los tumores. Para finalizar, dentro de las terapias
sistémicas se encuentran la quimioterapia, tratamientos hormonales y terapias bioldgicas
dirigidas, en donde se utilizan farmacos u hormonas para destruir células cancerigenas y/o

disminuir el tamafio de los tumores.

Sin embargo, no todas las terapias son efectivas para detener o eliminar la enfermedad, ya que
dependen de la etapa y agresividad del cancer que se estudie, es por ello por lo que se buscan
nuevas alternativas que proporcionen mejores resultados a los pacientes. Por esta razén se
realizan estudios clinicos de nuevos medicamentos, dispositivos y/o terapias, en donde se
investiga y prueba su eficacia y seguridad para ser utilizados en pacientes, ademas de que se

comparan con los mejores tratamientos conocidos hasta el momento.

Para que un estudio clinico sea aprobado debe de cumplir con tres fases. La fase | consiste en
estudiar si el nuevo tratamiento es seguro o causa alguna reaccion secundaria y se busca la mejor
dosis para administrar el tratamiento. En la fase Il se evalGa si un tipo especifico de cancer
responde al tratamiento y para ello se monitorea el tamafio los tumores y el estado del paciente.
La fase Il compara el tratamiento nuevo con el tratamiento convencional para determinar si el

nuevo es mejor, causa menores efectos secundarios o ambos (American Cancer Society, 2020).

1.2 RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs por sus siglas en inglés) constituyen la familia
de proteinas de membrana mas grande y diversa en el genoma humano con alrededor de 800

miembros identificados. Los GPCRs participan en funciones fisiol6gicas como la vision, olfato,



gusto, dolor, neurotransmision y respuestas enddcrinas e inmunitarias, pero también son
responsables de diversas enfermedades si se encuentran sobre expresados. Es por tal razén que
los GPCRs son un importante blanco de desarrollo farmacoldgico ya que aproximadamente un
tercio de los medicamentos existentes en el mercado actual se encuentran dirigidos hacia ellos
(Nieto Gutierrez & McDonald, 2018; Zhou et al., 2019).

Los GPCRs reciben su nombre porque interactian con proteinas G (Fig. 1), una familia de
proteinas heterotriméricas formadas por subunidades alfa, beta y gamma, que tienen la
capacidad de unir e hidrolizar guanosin trifosfato (GTP). Estos receptores al recibir sefiales
extracelulares a través de ligantes (neurotransmisores, hormonas, proteinas, iones) sufren
cambios conformacionales que transmiten a las proteinas G, desencadenando en ellas un proceso

de activacion-inactivacion asociado a la hidrolisis de GTP (Garcia-Sainz, 2011; Hilger, 2021).

“ga ny’
O

. Receptor acoplado a proteina G

\\Y) Bicapa lipidica
¥

Figura 1. Interaccion ligante-GPCR-proteina G

Los ligantes son moléculas que se unen a los receptores causando una respuesta biologica
(activacion o inactivacion del receptor) y pueden ser ligantes enddgenos (compuestos que
naturalmente se producen en el cuerpo y se une al receptor para despues activarlo) o exdgenos
(medicamentos). Los medicamentos que se unen a los GPCRs pueden promover o bloquear la
respuesta fisioldgica pues modulan sefiales intracelulares. Cuando un ligante se une al receptor
y lo activa se le llama agonista, mientas que, si un ligante bloquea la accion del ligante agonista

y el receptor permanece inactivo, se le llama antagonista.
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La clasificacion de los GPCR se divide en seis subfamilias, siendo la mas grande y diversa en
humanos la clase A (rodopsina). La clase B pertenece a la familia secretina, la clase C a los
receptores metabotropicos de glutamato, la clase D a los receptores de feromonas fungicas, la

clase E a los receptores de AMP ciclico y la clase F a los Frizzled/gusto (Isberg et al., 2015).

1.2.1 Caracteristicas y funcion

La estructura de todos los receptores acoplados a proteinas G se compone por una cadena de
aminoacidos cuyo extremo amino-terminal (N-ter) se localiza en la parte extracelular y el
extremo carbonilo (C-ter) se encuentra en el citoplasma de la célula; ademas cuenta con siete
hélices transmembranales con un sitio de union a ligante que atraviesan la bicapa lipidica y que
se encuentran unidas por tres asas extracelulares (ECL) y tres asas intracelulares (ICL) (Figura
2).

Nter
ECL2

ECL1 ECL3
77N 7K

TM1| |TM2| |[TM3| |TM4| |TMS| |TM6| |TM7

Figura 2. Estructura general de los receptores acoplados a proteinas G

Los GPCR comparten la mayor homologia dentro de los segmentos transmembranales, sin
embargo, las estructuras con mayor variabilidad dentro de estos receptores son el extremo
carbonilo-terminal (C-ter), el asa intracelular 3 (ICL3) y el extremo amino-terminal (N-ter),

siendo este Ultimo el segmento que muestra una mayor diversidad (Kobilka, 2007).
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Existen distintos grupos de GPCRs, siendo en la actualidad los receptores de quimiocinas uno
de los receptores més estudiados por sus implicaciones en enfermedades como el cancer y el
VIH. Los receptores de quimiocinas son proteinas integrales de la membrana que se unen e
interacttan con ligantes especificos llamados citocinas, las cuales se clasifican en las varias
subfamilias CXC, CC, CX3C y XC, dependiendo de la conservacién de un motivo estructural

en su region N-terminal.

1.2.2 Activacion de los receptores acoplados a proteinas G

Entender el mecanismo de activacion de los receptores acoplados a proteinas G es de gran
relevancia farmacoldgica para el desarrollo de nuevos medicamentos. La activacion de los
GPCRs implica cambios conformacionales en las hélices transmembranales que conllevan al
reclutamiento de diferentes proteinas G; dicho fendmeno es generalmente debido a la union de
ligantes agonistas, es decir, la activacion de las GPCRs es clasificada como un proceso alostérico
que transforma estimulos externos en respuestas en el interior de la célula. Se han identificado
mecanismos comunes en la activacion de los GPCRs en donde se involucran grupos de
aminoéacidos conservados evolutivamente asi como sitios de unién a iones (Hilger, 2021; Zhou
etal., 2019).

Los aminoacidos que conectan el sitio de unién del ligante a la regidén de acoplamiento de la
proteina G estan significativamente mas conservados y con motivos particulares de secuencia
identificados. De acuerdo con la notacion de Ballesteros-Weinstein los motivos mas
conservados en las hélices transmembranales son DR3*Y en la transmembrana 3 (TM3),
VWOV, VW4OLT o0 VW4SOFT en la TM4, PIF (P%%, 1340, F844) CWXP (C8%47, We48 X,
P850 en TM6 y por ultimo NP"5°XXY en la TM7, donde X representa a cualquier aminoacido
(Zhou et al., 2019).

El cambio conformacional mas importante asociado con la activacion en los GPCR ocurre en la
transmembrana 6 (TM6) ya que se mueve y rota hacia afuera del receptor aproximadamente 10
A, acompariada por otra rotacion menor hacia afuera en la TM5 y un movimiento hacia adentro

de los extremos intracelulares de TM7 respectivamente. Estas alteraciones conformacionales
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crean una cavidad en la parte intracelular del receptor que permite el acoplamiento con las

proteinas G heterotriméricas y la posterior sefializacion (Hilger, 2021; Zhou et al., 2019).

El movimiento hacia afuera de la parte intracelular de la TM®6 tras la activacion del receptor se
ve facilitado por la flexion de la hélice (aproximadamente 35°) cerca del motivo P®*° que, para
algunos receptores como los receptores de quimiocinas, va acompafiado por cambios en el
estado rotamérico del residuo W848 en 1a TM6. Lo anterior es conocido como “toggle switch”,
y son residuos que actian como “interruptor” para la activacion de la proteina; si los residuos
cambian de conformacidn, entonces, cambian las propiedades del receptor. Los aminoéacidos
P850 y W848 son parte del motivo altamente conservado CWXP. (Filipek, 2019; Hilger, 2021;
Olivella et al., 2013).

Después de la activacion del receptor, los cambios provocados por el agonista en el sitio de
union al ligante provocan cambios rotacionales de las cadenas laterales de los residuos
hidrofébicos del motivo PIF (P>, 1340, F844y cerca del sitio ortostérico de union a ligante. En
el caso del motivo NPXXY, que se encuentra localizado cerca del final extracelular de la TM7,
contiene a una tirosina altamente conservada en la posicion Y’% que actlla como un
“microswitch” y cuando el receptor se encuentra activado la cadena lateral de Y3 cambia su
conformacién rotamérica y apunta hacia la parte central de la TM7 formando una interaccién
con las cadenas laterales de TM3'y TM6 (Isberg et al., 2015; Katritch et al., 2013).

Un bolsillo de sodio se encuentra entre la cadena lateral de D**° rodeando algunos residuos de
la TM3 y TM7. Se ha demostrado que el ion Na* puede actuar como un modulador alostérico
negativo para la union de agonistas al estabilizar las TM3 y TM7 en conformaciones inactivas,
mientras que la activacion del receptor inducido por agonistas conduce a un colapso del bolsillo
de union de sodio y la liberacién del cation (Zhou et al., 2019).
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1.3 RECEPTOR CXCR4 Y SU RELEVANCIA EN EL CANCER

El receptor de quimiocinas tipo 4 (CXCR4) es un receptor acoplado a proteinas G clase A
(rodopsina) que contiene 352 aminodcidos (Fig. 3). CXCR4 se expresa en tejidos
hematopoyéticos que regulan procesos importantes como la respuesta inmunitaria, desarrollo,
hematopoyesis, renovacion y regeneracion de tejidos, por lo tanto, no es de sorprender que la
regulacion defectuosa de este receptor sea responsable de varias enfermedades inflamatorias,
inmunodeficientes o de cancer. CXCR4 esta formado por una region N-terminal localizada en
la parte extracelular, siete hélices transmembranales que atraviesan a la bicapa lipidica y que se
encuentran unidas por asas (loops) y una region C-terminal en la parte intracelular que contiene
residuos de serina y treonina, importantes para la regulacién del receptor (Bockorny et al., 2020;
Cancilla et al., 2020; Sokkar et al., 2021).

EC

TMD

IC

Figura 3. Estructura del receptor de quimiocina tipo 4 (CXCR4)

El ligante enddgeno de CXCR4 es el factor 1 derivado de células estromales (SDF-
10/CXCL12), que es una quimiocina de la familia CXC con propiedades importantes dirigidas
a linfocitos y monocitos. El ligante SDF-1a/CXCL12 (Fig. 4) esta principalmente expresado en
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la médula dsea, ganglios linfaticos, pulmones e higado; tejidos donde se produce la metéstasis
primaria. Ademas, posee actividad angiogénica, regula la quimiotaxis de leucocitos y la
diferenciacion de células T y es esencial para el desarrollo del sistema nervioso (Huynh et al.,
2020; Teixido et al., 2018).
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Figura 4. Estructura de la quimiocina CXCL12/SDF1-a

La unién de SDF-1a/CXCL12 a CXCR4 provoca cambios conformacionales en el receptor. Uno
de estos cambios es en la segunda asa intracelular (ECL2) de CXCR4, donde el motivo DRY,
altamente conservado en la familia de los GPCR, esta implicado en la activacion de la
sefializacion intracelular, de tal forma que el residuo de tirosina del motivo DRY, originalmente
orientada hacia el interior del complejo, queda expuesta hacia el citoplasma para iniciar la
sefializacion. Ademas, en la parte extracelular de CXCR4 se encuentra D972 en el extremo
superior de la TM2y D187ECL2 en el asa extracelular, los cuales estan posicionados para unirse
con SDF-10/CXCL12. Otros residuos importantes que inician la transmision de sefiales se
encuentran en el extremo inferior del receptor, justo en el bolsillo de union son W942%, que es
un motivo altamente conservado entre los receptores de quimiocinas, junto con Y4513 y116%%
y E2887-3 (Wescott et al., 2016).

En el receptor CXCR4 existen “microswitches” que controlan el acoplamiento a las proteinas
G: S131347, Y219>%8 y Y3027, donde Y302"°3es la tltima posicion del motivo NPXXY que,

al cambiar de conformacion en el estado activo, forma un soporte estructural para la interfaz de
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la proteina G. En el caso de S131347 y Y219°%8 se han reportado en estudios de rodopsinas que
la interaccion directa de residuos homdlogos estabiliza el estado activado (Goncalves et al.,
2010; Wescott et al., 2016).

La sobreexpresion del complejo SDF-10/CXCR4 ha sido asociada con mas de 20 tipos de cancer
contribuyendo a la migracion celular, angiogénesis, crecimiento y progresion tumoral metéstasis
y resistencia mediada por hipoxia a la quimioterapia. Investigaciones recientes sugieren que
CXCR4 y su ligante SDF-1/CXCL12 modulan el microambiente inmunitario en modelos
preclinicos de cancer de pancreas, y la inhibicion del complejo mejord el acceso de las células
T al microambiente tumoral (TME).

1.4 MOTIXAFORTIDE

En la actualidad se han descrito e investigado antagonistas potentes y selectivos con blanco en
distintos receptores acoplados a proteinas G, incluyendo a CXCR4. Motixafortide (BL-
8040/BKT140) es un péptido sintético conformado por 14 aminoacidos que se une con gran
afinidad (1Cs0 0.54-4.5 nM) a CXCR4, inhibiendo su funcidn, pues la sobreexpresion de CXCR4
juega un papel clave en el cancer contribuyendo al crecimiento tumoral, angiogénesis,
metéstasis y resistencia a las terapias. Hasta el momento no se conoce la estructura
tridimensional de Motixafortide, pero si se tiene conocimiento de su estructura primaria (Fig.
5).

|
4F-benzoyl=-RR-NPA-CY-HCT-KKPYRC-HCT-R-NH2

| ] S . L .U

|
Capping Residuo no Citrulina Capping
group natural group

Figura 5. Estructura primaria del antagonista Motixafortide (BL-8040/BKT140)
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Motixafortide tiene como particularidades un capping group sintético en el extremo amino-
terminal llamado grupo 4F-benzoilo, un capping group NH: en el extremo carbonilo,
aminoacidos no esenciales como la citrulina (HCT) y un aminoacido derivado de naftaleno
Ilamado NPA. Las caracteristicas antes mencionadas pueden hacer de Motixafortide un buen
antagonista del receptor CXCR4, pues su eficacia ha sido documentada en estudios clinicos de
mieloma madltiple, leucemia linfoblastica aguda, leucemia mieloide y adenocarcinoma
pancreatico, donde el CXCR4 bloqueado promovio la movilizacién de células T, B y NK
(natural killer) (Bockorny et al., 2020; Crees et al., 2021).

En el mercado farmacoldgico existen diversos inhibidores del receptor CXCR4 ademés de
Motixafortide. En el caso de Plerixafor/Mozobil/AMD3100, que fue el primer antagonista de
CXCR4 aprobado por la FDA (Food and Drug Administration), su aplicacion a tumores sélidos
es limitada por su baja farmacocinética y los efectos toxicos (fibrosis pulmonar y renal)
generados después de una prolongada administracion. En el caso de BPRCX, es un antagonista
disefiado experimentalmente y ha sido probado en modelos de cancer de higado, no obstante,

sigue en vias de desarrollo (Domanska et al., 2012; Oum et al., 2020; Song et al., 2021).

En comparacion con los inhibidores antes mencionados, Motixafortide demostré mayor afinidad
y estadia del receptor CXCR4 (mayor a 48 horas), proveyendo un mejor efecto en el equilibrio
de retencion-movilizacion de las células madre de la médula 6sea en estudios con ratones,
ademas ha sido probado en distintos tipos de cancer en humanos ampliando los beneficios de la
quimioterapia y actualmente se encuentra en las Fases Il y 11l en Estudios clinicos para su

posterior aprobacion por la FDA (BioLineRx, 2022b; Bockorny et al., 2020).

1.4.1 Estudios clinicos de Motixafortide

Motixafortide (BL-8040/BKT140) se ha utilizado para el tratamiento de distintos tipos de cancer
bloqueando al receptor CXCR4 y ampliando los beneficios de la quimioterapia. A continuacion,

en la Tabla 2 se describen los estudios clinicos en donde se ha implementado:
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Tabla 2. Estudios clinicos de Motixafortide

Tipo de cancer Intervencion/tratamiento Fase clinica
) . 1.25 mg/Kg de BL-8040 + G-CSF
Mieloma multiple Il
G-CFS + placebo
1.25 mg/Kg de BL-8040 +
Adenocarcinoma pancreatico ~ Pembrolizumab + quimioterapia con I
ONYVIDE

S BL-8040 + quimioterapia con Ara-C

Leucemia mieloide aguda I
(1.5-3 g/m?/d)

Leucemia linfoblastica aguda BL-8040 + Neralabina I

En el caso de Mieloma Mdltiple (MM), que se encuentra en fase Il del estudio clinico, se
utilizaron 207 pacientes en quienes se emplearon dos combinaciones de forma aleatoria: la
primera de Motixafortide (BL-8040/BKT140) con G-CSF (farmaco estimulador de globulos
blancos) y la segunda de G-CSF con placebo. Los resultados obtenidos en ambos casos fueron
comparados para determinar la eficacia, seguridad y tolerabilidad de Motixafortide (BioLineRX,
2022a).

Para el Adenocarcinoma Pancreético Metastasico se evalud en 40 pacientes en etapa terminal la
eficacia y seguridad de Motixafortide (BL-8040/BKT140) en combinacion con Pembrolizumab
(agente anticancerigeno) y quimioterapia con el medicamento liposomal ONYVIDE
(irinotecan). La terapia combinada continuara durante 2 afios y posteriormente se evaluara el

estado de salud de los participantes (BioLineRx, 2022c).

En el caso de la Leucemia Mieloide Aguda (LMA) el objetivo del estudio clinico fue investigar
si Motixafortide (BL-8040/BKT140) en combinacion con el medicamento antineoplasico Ara-
C (citarabina) puede controlar la enfermedad en 42 pacientes con LMA que no respondieron a
tratamientos convencionales. Por ultimo, para la Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) en
adultos, se utiliz6 una combinacién de Motixafortide (BL-8040/BKT140) y el antineoplasico

Neralabina con la finalidad de crear una terapia que permita la mejoria de los pacientes y un
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posible trasplante de células hematopoyéticas (BioLineRx, 2016; Washington University
School of Medicine, 2022).

1.5 SIMULACION DE DINAMICA MOLECULAR

La dindmica molecular es un tipo de simulacién computacional que permite analizar el
comportamiento o evolucion de un sistema ya sea fisico, quimico o bioldgico a través del
tiempo, calculando las fuerzas entre los a&tomos que lo conforman mediante ecuaciones de
movimiento de Newton. Uno de sus usos mas frecuentes es en sistemas bioldgicos, ya que
permite medir la fuerza de interaccion entre posibles farmacos y sus receptores, incluyendo la
identificacion de sitios de union y las interacciones moleculares asociadas (Lozano-Aponte &
Scior, 2014).

La estructura tridimensional de las proteinas y sus complejos proveen informacion valiosa, no
solo para entender los fundamentos moleculares del cuerpo humano, sino también para
investigar y disefiar nuevos medicamentos para tratar distintas enfermedades como el cancer.
Sin embargo, obtener una estructura proteica de alta resolucion de manera experimental es
costoso y consume mucho tiempo. Es por ello que las simulaciones de dindmica molecular son
una opcion viable pues han ampliado el alcance de la quimica y otros campos al proporcionar
una resolucién espacial y temporal que no esta disponible por medio de experimentacion
(Durrant & McCammon, 2011; Geng et al., 2019).

1.5.1 Fundamentos tedricos

Las simulaciones de dindmica molecular pueden predecir cbmo cada atomo en una proteina se
movera en el tiempo, basado en el modelo general de interaccion interatomicas fisicas. Estas
simulaciones pueden capturar una amplia variedad de procesos biomoleculares importantes,
incluyendo cambios conformacionales, union de ligantes, plegamiento de proteinas. La técnica
de dindmica molecular, en general, consta de tres pasos importantes (Hollingsworth & Dror,
2018):
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Paso 1: Construccion del estado inicial

Se establece o se elige la configuracion inicial del sistema de N atomos a utilizar. Ademas, se
asignan los parametros de la simulaciéon que consisten en todas las posiciones y velocidades
iniciales, necesarios para realizar el calculo con Dinamica Molecular. Mediante esquemas de
simulacion se lleva el sistema al equilibrio y se pueden definir constates de temperatura, presion

y/o energia.
Paso 2: Simulacion de dindmica molecular

Se define el tiempo de ejecucion (nimero de pasos) e inicia la simulacion de dindmica
molecular. Dentro de la simulacion se calculan las fuerzas de cada &tomo mediante la resolucién
de las ecuaciones de Newton asociadas al movimiento como funcion del tiempo, En este paso

se registran las trayectorias obtenidas y se obtienen las propiedades fisicoquimicas de interés.
Paso 3: Analisis de resultados

Se procesa la informacidn obtenida de la simulacion de dinamica molecular (RMSD, radio de
giro, interacciones importantes) e incluso se puede analizar el comportamiento del sistema por

medio de animaciones.

1.5.2 Campos de Fuerza

Los campos de fuerza son una coleccién de expresiones matematicas y constantes asociadas,
disefiadas para reproducir la geometria molecular y propiedades selectivas de estructuras
probadas. Consiste en una forma analitica a la forma de la funcién y los pardmetros utilizados
para calcular la energia potencial de un sistema de &tomos mediante dindAmica molecular (ec. 1).

Los campos de fuerza son potenciales interatomicos (Gonzélez, 2011).

U= Zhl—mt Y Tka@—0)2+ Y T[1+ cos(ng - o]

enlace angulos torsion

6
+ Z Vlmp+24eu< —r—‘;>+ %
ij

impropio Y elec

(1)
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Los resultados de una simulacion de dindmica molecular sélo pueden ser buenos si se elige
correctamente el campo de fuerza. Estos expresan cdmo los atomos se estiran, vibran, rotan y
giran alrededor de los enlaces en respuesta a fuerzas intramoleculares e intermoleculares. Los
campos de fuerza frecuentemente utilizados en simulaciones de biomoléculas (proteinas, acidos
nucleicos, etc.) son CHARMM, AMBER, GROMOS, OPLS y COMPASS, siendo CHARMM
en su version 36 (C36) el mejor parametrizado para proteinas (Gonzalez, 2011; Huang et al.,
2016).

1.5.3 Aplicaciones en sistemas bioldgicos
- Simulacién de dindmica molecular de Doxorubicin

Los sistemas de liberacion de farmacos basados en nanotecnologia han logrado mejorar los
métodos farmacéuticos pues su tamafio permite a travesar las barreras bioldgicas, entregar los
medicamentos y aumentar la durabilidad de estos en el torrente sanguineo sin causar efectos
secundarios. En esta simulacién se utilizo el medicamento anticancerigeno Doxorubicin (DOX)
para determinar su carga con el portador termosensible de nanotubos (CNT) de N-
isopropilacrilamida de carbono (NIP). Se realizaron tres simulaciones de 30 ns con 5 moléculas
de DOX, 1 molécula de CNT y 15 pentdmeros, 8 decdmeros y 5 pentadecameros de NIP

respectivamente (Maleki et al., 2020).

Se utilizé el campo de fuerza OPLSAA, el modelo de agua TIP3P y el programa Gromacs. Los
pardmetros utilizados para determinar la mejor de carga de DOX fueron el radio de giro, el
namero de puentes de hidrdégeno polimero-polimero y polimero-DOX, y las energias de
interaccion. Después de la simulacion se concluyé que al utilizar pentameros de NIP se redujo
el radio de giro, lo que indica que es el polimero mas comprimido y estable. Ademas, se
determind que los pentameros formaron méas puentes de hidrégeno con el agua, lo que sugiere
una alta hidrofilia que permitird una mejor distribucion de los polimeros en agua. En este
contexto, los pentamero de NIP compuestos con CNT son los mejores portadores de DOX
(Maleki et al., 2020).

- Simulacion de dinamica molecular del gen humano STK11
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La serina-treonina quinasa 11 (STK11) es un gen supresor de tumores que juega un papel clave
en la regulacion del crecimiento celular y la apoptosis. Las mutaciones de aminoacidos
individuales en regiones altamente conservadas en STK11 estan asociadas con el sindrome
Peutz-Jeghers, que es un trastorno hereditario autosémico y dominante. El objetivo de esta

simulacion de dindmica molecular fue entender la funcion del gen STK11 (Islam et al., 2019).

Se realizé una simulacion de 150 ns a 310 K, una concentracion de 0.9% de NaCl y un paso de
2.5 fs para estudiar la desviacion de las proteinas nativas (STK11) y mutantes (W239R, W308C)
en ambientes fisiologicos. Se evalué el RMSD, radio de giro, puentes de hidrogeno y la
estructura secundaria utilizado el campo de fuerza AMBER14. Los resultados mostraron
desviaciones en regiones importantes de las estructuras mutadas en comparacion con la
estructura nativa. Estas desviaciones pueden interrumpir la confirmacion de la estructura

secundaria, y por lo tanto, la estabilidad de la proteina puede verse alterada (Islam et al., 2019).
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HIPOTESIS

A través de métodos computacionales, especificamente simulaciones atomisticas de dinamica
molecular, se puede caracterizar el mecanismo de interaccion del ligante antagonista
Motixafortide (BL-8040) y el receptor CXCR4. Motixafortide puede proveer la inhibicién de la
via de sefializacion CXCR4/SDF-1, promoviendo cambios en el microambiente tumoral (TME)

que puedan facilitar la inmunoterapia.

OBJETIVOS

General

Caracterizar a través de simulaciones de dinamica molecular el complejo Motixafortide/

CXCR4 en un medio fisioldgico.

Particulares

= Construir la estructura terciaria de Motixafortide.

= Construir las estructuras de los complejos Motixafortide/CXCR4 y SDF-10/CXCRA4.

» Analizar con dinamica molecular los complejos Motixafortide/CXCR4 y CXCR4/SDF-
10/CXCR4.

= Comparar los resultados de los complejos Motixafortide/CXCR4 y SDF-1a/CXCR4 y
determinar las diferencias conformacionales en el receptor debidas a la presencia del
ligante agonista y ligante antagonista.

= |dentificar las interacciones mas importantes del receptor y el antagonista.
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La estructura tridimensional del receptor CXCR4 unido tanto a su ligante endégeno SDF-
1a/CXCL12 como al antagonista Motixafortide son aun desconocidas. Con la idea de obtener
informacién detallada a nivel molecular de los complejos Motixafortide/CXCR4 y SDF-
1a/CXCR4, y en ausencia de informacion experimental, se recurrira a modelado computacional
y a simulaciones atomisticas de dinamica molecular. A través de los resultados de ambos
complejos se determinara si las interacciones establecidas entre Motixafortide/CXCR4 hacen
de este antagonista una alternativa para tratar la enfermedad del cancer. De manera paralela, se
investigaran los detalles de la interaccion entre SDF-1a/CXCR4. La metodologia utilizada en

este trabajo se muestra en la Figura 6.

Debido a la importancia de CXCR4 en procesos fisioldgicos y patoldgicos se han determinado
algunas estructuras del receptor en complejo con diferentes ligantes antagonistas como la
quimiocina viral vMIP-11'y el péptido ciclico CXV15. Dada la similitud de dichos ligantes con
los ligantes de nuestro interés, se utilizaré su informacion tridimensional durante la construccién
de las conformaciones iniciales de los complejos SDF-10/CXCR4 y Motixafortide/CXCR4 (Wu
etal., 2010).

'd )

Construccion de los
complejos

'd N\
Preparacion de los
sistemas

Simulacion de
Dinamica Molecular
\

Analisis de datos

. J

Figura 6. Metodologia utilizada para las Simulaciones de Dinamica Molecular

25



2.1 CONSTRUCCION DEL COMPLEJO SDF-1a/CXCR4

Con la finalidad de obtener una conformacién inicial del complejo SDF-1a/CXCR4 se utilizo
la estructura depositada en la base de datos PDB con el codigo de acceso 4RWS que contiene
la estructura de rayos X del receptor humano CXCR4 enlazado a una quimiocina viral
denominada vMIP-II (importante para el VIH). Por su parte, la estructura del ligante SDF-1a

fue obtenida en la misma base de datos con el codigo de acceso 1SDF.

Para unir a las estructuras 4RWS y 1SDF se realizé un alineamiento estructural de todos los
atomos utilizando el programa PyMOL en donde la estructura de SDF1-a se traslapd con la
estructura del ligante vMIP-II en el contexto del receptor CXCR4. La estructura inicial se

observa en la Figura 7:

Figura 7. Conformacion inicial del complejo SDF1-a/CXCR4
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2.2 CONSTRUCCION DEL COMPLEJO MOTIXAFORTIDE/CXCR4

Para obtener la conformacion inicial del complejo Motixafortide/CXCR4 se reutilizo la
estructura 4RWS que contiene al receptor CXCR4. Por su parte, la secuencia conocida de
Motixafortide fue adaptada a la cadena principal de la estructura de Rayos X del péptido ciclico
CVX15 (codigo pdb 30EO0), que también posee propiedades antagonistas hacia CXCR4 y tiene
una secuencia similar a Motixafortide (Fig. 8).

Motixafortide|BL-8040
(antagonista)

| |
4F-benzoyl-RR-NPA-CY- -KKPYRC- -R-NH2

Motixafortide

CVX15

RR-ALN-CYQK (D) PPYR-HCT-CRG (D) P

Figura 8. Construccion del ligante Motixafortide

La estructura inicial de Motixafortide se construyd mapeando sus respectivas cadenas laterales
en la cadena principal de CVX15, y los estados rotaméricos elegidos dependieron de la cadena
principal de CVX15 ya que se utilizd la mayor cantidad de informacién de cada residuo,
evitando de esta manera cualquier traslape con CXCR4En el programa PyMOL se realizaron

las mutaciones relacionadas con los aminoacidos esenciales y en VMD (Visual Molecular
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Dynamics) se construyeron los aminoacidos sintéticos y no esenciales de Motixafortide. La

estructura inicial del complejo Motixafortide/CXCR4 se observa en la Figura 9.

Figura 9. Conformacion inicial del complejo Motixafortide/CXCR4

2.3 PREPARACION DE LOS COMPLEJOS

Para llevar a cabo la preparacion de los sistemas se utilizo el software VMD (Visual Molecular
Dynamics) con el objetivo de generar los archivos denominados PSF (protein structure file) y
PDB, los cuales contienen la conectividad y las coordenadas del sistema, respectivamente.
Ambos archivos son indispensables para poder realizar las simulaciones de dindmica molecular.

Los pasos detallados se describen a continuacion:
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I.  Se incorpord en los complejos SDF-1a/CXCR4 y Motixafortide/CXCR4 una bicapa
lipidica de 1-palmitol-2-oleoil-sn-glicero-fosfatidilcolina (POPC) con el fin de simular
la membrana celular.

1. Se removieron las moléculas de lipido que se traslapan con la estructura del complejo
proteico.

1. Ambos sistemas fueron solvatados utilizando el modelo de agua TIP3 y se disefid una
caja de agua con medidas de 16 x 16 A.

V. Los sistemas fueron ionizados afiadiendo solucion salina (NaCl) a una concentracion de
0.15 M para simular la concentracion salina del medio fisiologico.

V.  Se establecieron restricciones en los &tomos pesados para delimitar su movimiento con

la idea de realizar el proceso denominado pre-dinamica.

En la preparacion de los sistemas se utilizé el campo de fuerza CHARMMS36 para todos los
componentes del sistema, incluyendo proteina, ligante, lipidos, agua y iones. Los parametros
del campo de fuerza proveen informacion sobre el tipo de atomo, la masa atbmica y carga parcial
de cada atomo en cado uno de los elementos que componen al sistema molecular. La Figura 10
muestra el sistema Motixafortide/CXCR4 después de afadir los pasos descritos anteriormente;
el sistema cuenta con aproximadamente 80 mil &tomos. Ambos sistemas (Motixafortide/CXCR4
y SDF1-a) fueron investigados utilizando la infraestructura computacional del Laboratorio
Nacional de Supercomputo del Sureste de México (Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla).
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Figura 10. Sistema Motixafortide/CXCR4

2.4 PRE-DINAMICA MOLECULAR

Se llevaron a cabo seis fases preliminares para la preparacion de los sistemas
Motixafortide/CXCR4 y SDF1-o/CXCR4 utilizando el programa NAMD. Los pasos se

describen a continuacion:

Paso 1. Los sistemas fueron minimizados en 10,000 pasos para evitar posibles choques,
utilizando el algoritmo de gradiente conjugado. Posteriormente se realizaron 100,000 pasos de
dindmica molecular con un paso de tiempo de 0.5 fs en el ensamble NVT. Las posiciones de los
atomos en los sistemas se mantuvieron fijas a excepcion de las colas de los lipidos y los &tomos

de la cadena principal de la proteina.

Paso 2: Se realiz6 una minimizacion de los sistemas en 20,000 pasos con un paso de tiempo de
0.5 fs. A la minimizacion le siguieron 250,000 pasos de Dinamica Molecular en los que se
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fijaron los &tomos de la proteina y se aplicaron restricciones (potencial armonico con una fuerza
constante de 1 kcal/mol*A?) en los atomos de los lipidos fijados en el Paso 1. Ademas, se
aplicaron fuerzas externas a las moléculas de agua para evitar que penetren al interior de la

membrana lipidica.

Paso 3: Se llevan a cabo 250,000 pasos de Dinamica Molecular con fuertes restricciones
(potencial armonico con una fuerza constante de 1 kcal/mol*A?) en los atomos pesados de la
proteina utilizando un paso de tiempo de 1 fs. Se aplican fuerzas externas a las moléculas de

agua para evitar que entren en la membrana lipidica.

Paso 4: Se llevan a cabo 250,000 pasos de Dinamica Molecular con fuertes restricciones
(potencial armonico con una fuerza constante de 1 kcal/mol*A?) en los atomos pesados de la

proteina utilizando un paso de tiempo de 2 fs en el ensamble NTP.

Paso 5: Se llevan a cabo 250,000 pasos de Dinamica Molecular con restricciones moderadas
(potencial arménico con una fuerza constante de 1 kcal/mol*A?) en los atomos pesados de la
proteina utilizando un paso de tiempo de 2 fs en el ensamble NTP.

Paso 6: Se llevan a cabo 250,000 pasos de Dinamica Molecular con restricciones leves
(potencial armonico con una fuerza constante de 1 kcal/mol*A?) en los atomos pesados de la
proteina utilizando un paso de tiempo de 2 fs en el ensamble NTP.

2.5 DINAMICA MOLECULAR DE LOS SISTEMAS

El programa utilizado para realizar las simulaciones de los complejos SDF-10/CXCR4 y
Motixafortide/CXCR4 fue NAMD. En el contexto de las simulaciones de Dindmica Molecular
se debe definir la funcién del potencial y la descripcién de los términos que lo componen que
definird la manera en que las particulas interactuaran durante la simulacion, por ello, se
utilizaron los parametros del campo de fuerza CHARMM3G6, los cuales se ha observado que
describen adecuadamente a los sistemas biomoleculares aunado a que trabajan de manera
eficiente con NAMD. Las condiciones a las que fueron sometidas los sistemas fueron 310.15 K
y 1 atm de presion para simular un ambiente fisioldgico. Las interacciones electrostaticas se

evaluaron utilizando las técnicas de PME con un espaciado de <1A en cada dimension y una
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interpolacion de cuarto orden. Las longitudes de enlace que involucran a los tomos de
hidrdgeno se restringieron a sus valores de equilibrio mediante el algoritmo SHAKE.

Todas las simulaciones de dinamica molecular se realizaron con un tamafio de paso de 2 fs 'y
por un total de 500,000,000 pasos, lo que equivale a un tiempo de simulacion para cada complejo
de 1000 ns (1.0 us) (Fig. 11). Las simulaciones se llevaron a cabo en el Laboratorio Nacional
de Supercémputo del Sureste de México (LNS-BUAP), en la supercomputadora Cuetlaxcoapan

y Cholollan.

| INICIO I NAMD

CHARMM34
Inicializacion de todas las Calculo de las fuerzas que
posiciones y velocidades para los afectan a los dtomos a
atomos través del potencial
T Correcciones al termostatoy | 310 K 1atm
1000 ns () barostato

—

Analisis de datos Calculo de nugvas posiciones y
velocidades

Figura 11. Pasos de la Simulacion de dinamica molecular

2.6 ANALISIS DE DATOS

Se analizaron las trayectorias de cada atomo del sistema a lo largo del tiempo de simulacion
(1000 ns) utilizando parametros estructurales que incluyeron a la desviacion de la raiz cuadratica
media (RMSD) con la finalidad de identificar cambios estructurales e interacciones estables en
el sistema. Posteriormente se comparo la estructura tridimensional inicial de cada complejo con

las estructuras obtenidas durante la Simulacion de Dinamica Molecular.

32



Capitulo 111

RESULTADOS

33



Para investigar las interacciones importantes del antagonista Motixafortide y sus implicaciones
en el cancer, se construy su complejo con el receptor humano de quimiocinas CXCRA4, el cual
fue analizado mediante la técnica computacional de simulaciones de dindAmica molecular. Con
el fin de contextualizar los resultados obtenidos, también se generd e investigo el complejo SDF-
1o/CXCR4 (SDF-1a es el ligante endégeno de CXCR4). Dado que ambas simulaciones de
dinamica molecular comenzaron a partir de la misma estructura de CXCR4, los cambios
conformacionales en el receptor deberian ser consecuencia de la presencia de los ligantes. Con
esto en mente, primeramente, se evalud la confiabilidad de la caracterizacién computacional
analizando los cambios conformacionales del receptor provocados por la presencia del ligante
agonista (SDF-1a) y el antagonista (Motixafortide). Los resultados de la investigacion muestran
cambios especificos en diversos motivos estructurales altamente conservados que se han
asociado con la activacion de los GPCR. Mas aun, los resultados sugirieron que las interacciones
carga-carga contribuyen fuertemente a la formacién del complejo Motixafortide/CXCR4 y que
los grupos sintéticos son relevantes para determinar su actividad como ligante antagonista. Los

resultados se describen a continuacion:

3.1 RMSD DEL COMPLEJO MOTIXAFOTIDE/CXCR4

A través del estudio de la desviacion media cuadratica (RMSD) aplicado a proteinas y ligantes,
se pudo encontrar la estabilidad del complejo en las simulaciones de dinamica molecular. En la
Figura 12.A se puede observar una conformacién representativa del complejo
Motixafortide/CXCR4 después de 1000 ns de simulacion. El anélisis de los valores de RMSD
(root mean square deviation) indican que aproximadamente a los 500 ns de simulacion y a un
valor de 2 A, el receptor CXCR4 lleg6 a un equilibrio estructural. Las fluctuaciones que se notan
en la Figura 12.B indican la naturaleza dindmica del sistema ya que la simulacion se realiz6 en

un ambiente fisioldgico.
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Figura 12. Conformacion mas estable del complejo Motixafortide/CXCR4

3.2 MOTIVOS CONSERVADQOS

3.2.1 Motivo PIF

El motivo estructural altamente conservado denominado PIF estd formado en el receptor
humano CXCR4 por los residuos hidrofobicos P2115%0, V124340 y F248%44 Durante la
activacion del receptor GPCR causada por la presencia de un ligante agonista (SDF-
10/CXCR4), existe un reagrupamiento de PIF que contribuye al caracteristico movimiento hacia
afuera del segmento intracelular TM6, y también contribuye al movimiento hacia dentro de la
TM?7. El andlisis de las conformaciones adoptadas por el residuo F248%44 (PIF) en los complejos
Motixafortide/CXCR4 y SDF-1a/CXCR4 indican un comportamiento diferente en la cadena
lateral de dicho residuo (Fig.13).
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Durante la simulacion, en el complejo SDF1-0/CXCR4, se produjo un cambio en la orientacion
del residuo F248%%* hacia la hélice TM5, mientras que en el sistema unido a Motixafortide, la
cadena lateral aromatica oscila alrededor de la posicion inicial; la posicion inicial corresponde
a la posicion del receptor CXCR4 en su estado inactivo. En la figura 13 se observa las
conformaciones adoptadas por la cadena lateral del residuo F248%4* durante los Gltimos 200 ns
de simulacién en ambos complejos. Las conformaciones estan representadas por el carbono CZ,
el cual es el carbono localizado en la posicién méas externa respecto a la posicion del anillo. En
particular, las conformaciones exploradas en el sistema SDF-1a/CXCR4 estan asociadas a
estructuras activas del receptor, mientras que las exploradas en el sistema Motixafortide/ CXCR4

estan vinculadas a conformaciones inactivas del receptor.

\Motixaforti de/CXCR4
- /|CXCR4

Figura 13. Cambio conformacional del residuo F248544en ambos complejos (Rebolledo-
Bustillo et al., 2023)

36



3.2.2 Motivo NPXXY

El motivo NPXXY (N29874°, P299"°0y Y302"°%) se encuentra altamente conservado en los
receptores acoplados a proteinas G y juega un rol fundamental en su activacion. Se ha propuesto
que durante la activacion del GPCR, el residuo Y3027, perteneciente a NPXXY, permite
interacciones inter helicoidales que facilitan el caracteristico movimiento hacia afuera de la
parte intracelular de la hélice TM6. A través de las simulaciones de dindmica molecular se
observo que el residuo Y3027 muestra diferentes conformaciones en los complejos SDF-
1o/CXCR4 y Motixafortide/CXCR4 (Fig. 14).

En la Figura 14 se observa que, en el complejo Motixafortide/CXCR4, el residuo Y3027
apunta su cadena lateral hacia la regién intracelular donde forma interacciones polares con la
cadena lateral del residuo D7424°, En contraste, la cadena lateral de Y302'*3en el sistema SDF-
10/CXCR4 apunta hacia el centro del resto de las hélices, particularmente hacia la hélice TM3.
La conformacion de Y3023 en el sistema agonista es estabilizada por una interaccion pi-cation

con el residuo R77%® (linea morada en la figura 14).

Motixafortide/CXCR<¢
ICXCR4

| ,4 ’,
< :
N2987.49 ‘:"_‘/

Figura 14. Cambio conformacional del residuo Y30275% en ambos complejos
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3.2.3 Motivo W252°48 “Toggle switch”

Una caracteristica distintiva en la activacion de los GPCR es el cambio conformacional que
involucra un movimiento rotacional de la TM6, y que da como resultado una separacion de la
transmembrana relativo al resto de las hélices por aproximadamente 10 A. Este cambio
conformacional es necesario para el acoplamiento de la respectiva proteina G y es iniciado por
un estimulo intracelular, que en el caso de CXCR4, es debido a la union de la quimiocina SDF-

la (ligante endégeno).

Los cambios conformacionales que ocurrieron en la parte intracelular de CXCR4 se encuentran
fuertemente acoplados a los cambios rotacionales del residuo W252548, Este residuo aromatico
se conoce como “Toggle switch” y esta muy relacionado con la activacion de los GPCRs. El
residuo W252°48 en conjunto con el residuo P®*°, forma parte del motivo altamente conservado
denominado CWXP. EIl analisis de los estados rotaméricos de W252548, particularmente el
angulo diedro formado por los atomos N-CA-CB-CG, muestra un comportamiento diferente
entre el ligante agonista y antagonista. En la Figura 15 se observa que los valores explorados en
el complejo SDF-1a/CXCR4 presentan una distribucion bimodal, que asociamos a un
comportamiento mas diverso y dindmico que el observado en el complejo
Motixafortide/CXCR4. Cabe resaltar que los cambios conformacionales del “Toggle switch” se

han asociado con la presencia de un ligante agonista.
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Figura 15. Angulos diedros “Toggle switch” de ambos complejos

Dado que las simulaciones de dinamica molecular pudieron identificar correctamente las
diferencias conformacionales asociadas a los sistemas de CXCR4 (agonista y antagonista), se
prosiguio a caracterizaron a nivel molecular las interacciones que estabilizan a Motixafortide en

el sitio de union ortostérico de CXCR4.

3.3 INTERACCIONES CARGA-CARGA EN EL COMPLEJO MOTIXAFORITDE/CXCR4

Motixafortide es un péptido sintético que contiene 14 residuos donde seis de ellos son de tipo

cationicos, 4 argininas y 2 lisinas (R1, R2, K7, K8, R11 y R14). A lo largo de las simulaciones
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de dindmica molecular, se observd que estos residuos estan involucrados en interacciones de
tipo carga-carga con residuos en el receptor cargados negativamente (aspartatos y glutamatos),
mismas que se sugiere sean una de las causas principales de la gran afinidad de Motixafortide

por el receptor CXCR4. En la Tabla 3 y Figura 15, se muestran las interacciones importantes:

Tabla 3. Interacciones polares importantes del complejo Motixafortide/CXCR4

CXCR4 MOTIXAFORTIDE TIPO
D187 R1 Carga-Carga
D171 R2 Carga-Carga
D187 R11 Carga-Carga
E277 R14 Carga-Carga
D193 K7 Carga-Carga

D22 K8 Carga-Carga
W94 R1 Pi-cation
T117 R2 Polar

4F-Benzoyl-RR-NPA-CY-HCT-KKPYR-HCT-CR-NH2

YRS

D22Nter

Figura 16. Interacciones carga-carga del complejo Motixafortide/CXCR4
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La arginina R2M°T se encuentra insertada profundamente en el sitio de union al ligante (Fig.
16), donde forma interacciones carga-carga con el residuo D171 que se mantienen estables a
lo largo de los 1000 ns de simulacion (Fig. 17). Ademas de formar la interaccion carga-carga,
R2MOT forma una interaccion de tipo polar con el residuo T117%22 y otra de tipo Pi-cation con
el residuo Y116%32, ambos localizados en la hélice TM3; es importante notar que Y116%*2 juega
un papel importante en la activacion de los GPCRs (Chang et al., 2020).

14

D171-R2

12
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Figura 17. Gréfica de distancia de la interaccion D171-R2

Los residuos de lisina K7MOT y K8MOT interactiian con residuos de aspartato (D). El primer
residuo (K7MOT), interactdia con D193°>32 que se encuentra en el inicio de la hélice TM5. El
segundo residuo (K8MOT) involucra al aspartato D22 que se localiza en el segmento N-terminal
de CXCR4; esta interaccion no se encontraba presente en la conformacion inicial del complejo,
pero en aproximadamente 500 ns de simulacion ambos residuos formaron un puente salino y su

interaccion se mantuvo estable por el resto de la trayectoria.

De manera similar, la interaccion entre R11MOT y D1875L2 no se encontraba presente en la
estructura del complejo inicial, pero se formo relativamente rapido (aproximadamente a los 50
ns de simulacion) y permanecio estable a lo largo del resto de la trayectoria. (Fig. 18). Por

Gltimo, la interaccion entre R14MOT y E277728 se formd en la simulacion después de una fase de
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formacion-disrupcion que duré aproximadamente 400 ns. La interaccion se mantuvo estable

durante el resto de la simulacion (Fig. 19).
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Figura 18. Grafica de distancia de la interaccion D187-R11
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Figura 19. Graéfica de distancia de la interaccion E277-R14

Todos los residuos cargados positivamente en Motixafortide interactGan con su contraparte
negativa en el sitio de union del receptor CXCR4, y estas interacciones pueden ser la razon

detras de la alta afinidad del ligante antagonista (ICso 0.54—4.5nM) y de su larga permanencia
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(>48 horas) en el receptor. Gracias a las simulaciones de dinamica molecular se identificaron
interacciones que no se encontraban en la conformacion inicial del complejo
Motixafortide/CXCR4 y que permiten entender de manera detallada el funcionamiento del

farmaco.
3.4 RESIDUOS NO NATURALES DE MOTIXAFORTIDE

La secuencia de aminoacidos de Motixafortide contiene una serie de grupos quimicos que
difieren de los a-aminoacidos estandar (Fig. 20), entre los que se encuentran el capping group
no natural 4-fluorobenzoilo ubicado en la parte N-terminal de CXCR4, la presencia del o-
aminocido citrulina (HCT), y el residuo sintético derivado de naftaleno (NPA). Mediante las
simulaciones de dindmica molecular se investigd el papel de dichos grupos quimicos sintéticos
tanto en las posibles interacciones que establecen, como en su capacidad de mediar cambios

conformacionales en el receptor.

LYS PRO
LYS TYR
ARG
TYR
ARG
NH
ARG ‘
ARG
O
F

Figura 20. Esquema de la structura del antagonista Motixafortide
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3.4.1 Capping group 4-fluorobenzoilo

En la Figura 20 se observa que en el residuo RIMOT existe el grupo quimico sintético llamado
4-fluorobenzoilo. Las simulaciones de dinamica molecular indican que el grupo 4-
fluorobenzoilo se encuentra cerca de las hélices TM2 y TM3 donde establece interacciones
aromaticas con los residuos W94%° y Y1163, ambos residuos son importantes en la activacion
de los GPCRs. Ademas, este grupo sintético hidrofobico interactta con el residuo C186,
localizado en el segmento extracelular denominado por sus siglasn en inglés ECL2
(extracelullar loop 2). C186 es un residuo muy conservado en esta familia de receptores y forma
un puente de disulfuro con otra cisteina ubicada en la TM3; este puente de disulfuro esta
altamente conservado en los GPCRs de clase A (Zhou et al., 2019).

La presencia del anillo aromaético en el capping group 4-fluorobenzoilo de Motixafortide
estabiliza y restringe la posicion de los residuos W942% y Y116%% los cuales permanecen
relativamente cerca durante la simulacion. En particular, el espacio conformacional reducido
que tiene la cadena lateral de Y1163 posiciona su grupo hidroxilo cerca de E2777% donde

estos dos residuos pueden establecer una interaccion polar.

Por el contrario, en el complejo SDF-1a/CXCR4, los residuos W942%0 y Y116%32 se separan
debido a la ausencia de un “ancla aromatica” como el capping group 4-fluorobenzoilo de
Motixafortide. En este caso, el ligante SDF-1a posiciona su residuo N-terminal, K15°F-1¢ en
esta region, donde la cadena principal de K1°P¥1¢ que se encuentra cargada positivamente,
estable una interaccion carga-carga con E28872°. Ademas, la cadena lateral polar de Y116%3
forma interacciones con la cadena lateral de Y255%52, siendo este Gltimo el residuo que influye
fuertemente en las conformaciones exploradas por el “toggle switch” W252°%4¢ altamente
conservado en la TM6 de CXCRA4.

Hay que destacar que se ha reportado que Y1163 juega un papel importante en la activacion
de CXCR4 con SDF1-a y ha sido denominado un residuo inicializador de sefales. Algunos
estudios de mutagénesis del receptor CXCR4 han mostrado que la mutacion de la posicion del
residuo Y1163 por una serina o alanina (Y11633?S y Y116%3%?A) causa una disminucion en la
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activacion del receptor cuando es estimulado por su ligante enddgeno (Thiele et al., 2014;
Wescott et al., 2016).

Como se observa en la Figura 21.A, en el complejo SDF-1a/CXCR4 los residuos aromaticos
Y2558 y W252548 muestran un comportamiento dindmico en relacion con el complejo
Motixafortide/CXCR4, que puede atribuirse a la presencia del capping group 4-fluorobenzoilo
de Motixafortide.
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Figura 21. Aminoacidos sintéticos del antagonista Motixafortide

3.4.2 NPAS3 derivado de naftaleno

La posicion 3 de Motixafortide tiene una cadena lateral sintética Ilamada NPA (2-Naftil-
alanina). En relacién con el capping group 4-fluorobenzoilo, esta cadena lateral aromatica se
coloca en el lado opuesto del sitio de unidn ortostérico cerca de la hélice TM5 (Fig. 21.B). En
esta posicion, la cadena lateral de NPA3MOT establece interacciones aromaticas con los residuos
H203%42y Y1905C2, Ademas, NPA3MOT se encuentra en proximidad con el residuow252%4
comunmente conocido como “toggle switch”, que como se ha mencionado anteriormente, esta

directamente implicado en la activacion de los GPCR.
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Como se menciond anteriormente, algunos estudios de mutagénesis en CXCR4 revelan que las
posiciones mutantes Y11632S y Y116%%A disminuyen la activacion del receptor cuando se
encuentra unido a su ligante endégeno (SDF1-a). En el caso del “toggle switch” en la hélice
TMB6, cuando se muta el anillo aromatico por una alanina (W252548A), dicho cambio no afecta
significativamente la unién de SDF-1a, pero tiene un gran efecto en la potencia y eficacia de la
quimiocina. Las simulaciones de dinamica molecular identificaron el papel de NPA3MOT en |a
restriccion de las conformaciones de estos residuos importantes en la activacion de los GPCR.
Lo anterior nos dice que los dos grupos quimicos sinteticos de Motixafortide (4-fluorobenzoilo
y NPA3MOT) trabajan de manera conjunta para restringir las conformaciones importantes de los
residuos Y116%%2 y W252548 en el sitio de union ortostérico, los cuales se han asociado con la
activacion de CXCR4.
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CAPITULO IV

DISCUSION Y CONCLUSIONES
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4.1 DISCUSION

En la actualidad, las distintas enfermedades catalogadas como cancer son consideradas un tema
central de salud publica a nivel mundial ya que implican una de las mayores causas de muerte.
Entre los principales tipos de cancer se encuentra el de pulmon, colorrectal, higado, mama,

prostata y el cAncer pancreatico.

Debido a la naturaleza diversa que el cancer tiene, el hecho de estudiar la mayoria de sus
caracteristicas nocivas, incluyendo la mortalidad, morbilidad, la carga economica y la
resistencia a los medicamentos, requiere un enfoque multidisciplinario. Los métodos
computacionales permiten comprender los mecanismos funcionales de las biomoléculas
directamente involucradas con el cancer, tienen la capacidad de complementar varias técnicas
de caracterizacion experimental y ofrecen informacion detallada a nivel molecular que puede

ser crucial para resolver los problemas antes mencionados.

En este trabajo se utilizd el método computacional de simulaciones atomisticas de dinamica
molecular (MD) para caracterizar el mecanismo de interaccion de Motixafortide, que es un
compuesto prometedor actualmente involucrado en estudios clinicos para los diferentes tipos
cancer que regula la via de sefializacion SDF1-a—CXCR4. Motixafortide es un péptido ciclico
sintético que actualmente esta involucrado en diversos estudios clinicos relacionados con
terapias para varios tipos de cancer incluyendo mama, pulmén, melanoma y pancreas. En este
contexto, recientes avances terapéuticos han demostrado beneficios significativos de la
administracion de Motixafortide en conjunto con el antineoplasico Pembrolizumab y

guimioterapia para el adenocarcinoma pancreatico (PDCA).

El principal blanco farmacologico de Motixafortide es el receptor de quimiocinas CXCR4, que
se ha asociado directamente con la progresion tumoral, angiogénesis, metastasis y la
supervivencia celular. El receptor CXCR4 es un receptor de la clase A de la familia de GPCR,
los cuales estan compuesto por siete hélices transmembranales que atraviesan la bicapa lipidica

celular.

Utilizando la técnica de dindmica molecular (MD), se investigaron los cambios

conformacionales provocados por la presencia de los ligantes Motixafortide y SDF1-a, los
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cuales muestran caracteristicas antagonistas y agonistas respectivamente. En caso del sistema
Motixafortide/CXCR4, las conformaciones inactivas del receptor se estabilizaban, mientras que
en el segundo sistema estudiado (SDF1-a/CXCR4) se facilitaba la activacion del receptor. Cabe
recalcar que ambas simulaciones partieron de la misma estructura del receptor CXCR4. Los
resultados de la extensa simulacion de dindmica molecular (500,000,000 de pasos) indicaron
cambios conformacionales diferentes provocados por la presencia de los ligantes investigados
y estos resultados concuerdan con la informacion experimental conocida sobre CXCR4 unido a

diferentes ligantes.

Para el caso de Motixafortide se encontrd que los seis residuos cationicos (R1, R2, K7, K8, R11
y R14) estan involucrados en interacciones carga-carga con aminoacidos ubicados en el sitio de
unién ortostérico de CXCR4; lo anterior puede explicar por qué este antagonista tiene una alta
afinidad y permanencia en el receptor. Ademas, el analisis indico que los dos residuos sintéticos
(4-fluorobezoilo y NPA3) juegan un papel clave para mantener las conformaciones inactivas de
residuos importantes en la activacion de CXCR4 (Y116332, W942%0 y W252%48) Por (iltimo,
nuestros resultados indican que los dos residuos de citrulina (HCT) no desempefian un rol

importante en la mediacion de la interaccion de Motixafortide y CXCR4.

La técnica de Simulaciones Atomisticas de Dindmica Molecular aplicada a la caracterizacion
de farmacos como Motixafortide puede ayudar a entender el mecanismo de interaccion del
ligante y proveer de informacidn detallada sobre el papel que juegan diferentes grupos quimicos
en la efectividad del farmaco. Dicha informacidn es crucial para disefiar o redisefiar otros

medicamentos que conserven las caracteristicas farmacoldgicas del ligante.

4.2 CONCLUSIONES

En este trabajo de tesis se estudid el comportamiento del péptido sintético Motixafortide y su
interaccidon con el receptor de quimiocinas CXCR4 que juega un papel importante en la
enfermedad de cancer. Motixafortide es un antagonista del receptor CXCR4 que ha mostrado

ampliar los beneficios de tratamientos sistémicos como la quimioterapia para combatir distintos
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tipos de céancer, sin embargo, su estructura terciaria, asi como su método de interaccion

permanecian desconocidos.

Al utilizar simulaciones de dinamica molecular extensas y sin sesgo, se elucid6 el mecanismo a
nivel molecular por el cual Motixafortide interactia con CXCR4, estabiliza los estados inactivos
del receptor e inhibe el eje de sefializacion con el ligante endégeno SDF1-a. Ademas, los
resultados brindan informacion esencial para disefiar de manera racional inhibidores de CXCR4
que conserven las caracteristicas farmacoldgicas sobresalientes de Motixafortide, ya que se ha

comprobado su eficacia en el tratamiento del cancer de pancreas, leucemia y mieloma maultiple.

Parte de los resultados obtenidos en este trabajo de maestria fueron publicados en la revista
internacional International Journal of Molecular Sciences, en un volumen especial titulado

State-of-the-Art Molecular Oncology in Mexico. La referencia correspondiente es:

Mariana Rebolledo-Bustillot, David Garcia-Gomezt, Eliud Morales Davila, Maria Eugenia
Castro, Norma A. Caballero, Francisco J. Melendez, Victor M. Baizabal-Aguirre, Brenda L.
Sanchez-Gaytan, Jose Manuel Perez-Aguilar. “Structural basis of the binding mode of
antineoplastic compound Motixafortide (BL-8040) in the chemokine receptor CXCR4”.
International Journal of Molecular Sciences. (2023) 24(5), 4393 1:14.
https://doi.org/10.3390/ijms24054393
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