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Resumen

En la actualidad, los aportes de la nano-tecnologia han hecho posible el desarrollo de
nuevos sistemas de deteccion y tratamiento para diversas enfermedades con mayor eficacia y
especificidad. En particular, el desarrollo de nano-transportadores selectivos para el transporte
y la liberacion dirigida de farmacos, apunta a mejorar diversas limitaciones que presentan los
tratamientos antineoplasicos convencionales, tales como; solubilidad, indice terapéutico y
principalmente la limitada especificidad de los farmacos utilizados. Para dirigir de forma mas
selectiva los nano-transportadores al tejido tumoral se han buscado distintos receptores que se
expresen preferentemente en la superficie de células tumorales. E-selectina, por ejemplo, es
una proteina de adhesién molecular que se expresa en el endotelio vascular activado y cumple
un rol importante en procesos inflamatorios y de metéstasis celular, convirtiéndose en un

blanco molecular de gran interés terapéutico.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral fue: disefiar, sintetizar y evaluar la
citotoxicidad celular de un nuevo nano-transportador de farmacos dirigido hacia la proteina E-
selectina. Para lograr este objetivo, se utilizo la técnica de Virtual Screening para realizar una
exhaustiva busqueda empleando una libreria de méas de quince millones de compuestos, lo cual
permitio seleccionar diez compuestos con gran afinidad por la proteina. Ademas, con el fin de
estudiar el modo de unién de los ligandos seleccionados en el sitio activo de la proteina y
obtener las energias de interaccion, se realizaron simulaciones de Dindmica Molecular (DM).
La afinidad experimental de los ligandos por la E-selectina fue obtenida mediante
Espectroscopia de Fluorescencia, con valores de Ky que oscilan desde 333 uM a 1 mM.
Ensayos de Diferencia de Transferencia de Saturacion y analisis de CORCEMA-ST, fueron
realizados para corroborar el modelo de asociacion del ligando seleccionado con la proteina E-
selectina obtenido desde DM. Finalmente, el nano-transportador dirigido fue sintetizado,
mediante la conjugacion superficial del dendrimero PAMAM de cuarta generacion con
poli(etilenglicol) y el ligando que presentd la mayor afinidad por la proteina. Los analisis
bioldgicos dieron cuenta de que el nano-transportador dirigido no presenta citotoxicidad hacia
las células HEK en el rango de concentraciones estudiada. En conclusion, los promisorios
resultados expuestos en esta Tesis Doctoral pueden ser empleados como punto de partida en el

disefio de nuevos y poderosos transportadores dirigidos de farmacos.




Abstract

Currently, nanotechnology contributions have made possible the development of new
detection and treatment systems to various diseases with high efficacy and specificity. In
particular, the development of selective nanocarriers to transport and targeted drug delivery,
aims to improve diverse limitations that show the conventional antineoplastic treatments such
as; solubility, therapeutic index and mainly limited specificity of drugs used. To selectively
target the nanocarriers toward tumour tissue different receptors that are preferentially
overexpressed on the surface tumour cells have been searched. E-selectin, is a molecular
adhesion protein that is expressed on activate vascular endothelium and plays an important
role in inflammatory process and cellular metastasis, becoming a target of high therapeutic

interest.

The main objective of this PhD Thesis was to design, to synthetize and evaluate the
cellular toxicity of a new drugs nanocarrier targeted to the E-selectin protein. To achieve this
goal, an exhaustive search using Virtual Screening technique was performed to select ten
compounds with high affinity for the protein. In order to study the binding mode of the ligands
selected in the active site of protein and to identify the main amino acid residues that
determine the protein-ligand association, molecular dynamics simulations (MD) followed by
theoretical calculations were performed to obtain the energies of protein-ligand interaction.
Experimental affinities of ligands to the E-selectin protein were obtained by Fluorescence
Spectroscopy studies, Ky values ranging from 333 uM to 1 mM. Afterwards, Saturation
Transfer Difference and CORCEMA-ST analysis were performed to corroborate the protein-
ligand association model obtained by DM. Finally, the targeted nanocarrier was synthesized
by superficial conjugation using PAMAM dendrimer of fourth generation with poly(ethylene
glycol) and nine molecules of ligand with more affinity by the protein. Bioassays showed that
the targeted nanocarrier does not exhibit cytotoxicity to HEK cells for all range of studied
concentrations. In summary, here are presented promising results that can be used as a starting

point to the design of new and powerful targeted nanocarriers for drug delivery therapy.




Capitulo 1. Introduccion




1.1 Cancer

El cancer es una de las patologias mas severas y de mayor afectacion sobre la salud de
las personas tanto a nivel fisioldgico como psicoldgico. Este afio, la sociedad americana del
cancer estima que sélo en Estados Unidos 1.7 millones de nuevos casos seran diagnosticados y
ocurriran mas de 595.690 fallecimientos'. En nuestro pais, el cancer representa la segunda
causa de muerte tras las enfermedades del sistema circulatorio, alcanzando un 23,6% dentro de
todas las causas de muerte de la poblacién?. Actualmente, el cancer es considerado como un
desorden de células que se dividen anormalmente, lo que conduce a la formacion de agregados
que crecen dafando tejidos vecinos, se nutren del organismo y alteran su fisiologia. Ademas,
estas células pueden migrar e invadir tejidos lejanos, donde encuentran un nicho apropiado
para continuar su crecimiento originando una metastasis, que en muchas ocasiones es la causa

de muerte de los individuos afectados®.

Durante los ultimos afios, se ha logrado aumentar las tasas de supervivencia observada
en los registros de cancer gracias a diversas propuestas de intervencion terapéutica como;
cirugia, radioterapia y quimioterapia; siendo esta Gltima uno de los métodos mas utilizados a
nivel mundial®. La quimioterapia consiste en la administracion directa de farmacos
antineoplasicos y citotoxicos para destruir células cancerigenas, sin embargo, este tratamiento
presenta enormes limitaciones que lo hacen altamente nocivo e invasivo para el paciente, tales
como; la baja solubilidad y la incorrecta bio-distribucion del farmaco, que conllevan a la
suministracion de altas dosificaciones del mismo para lograr el efecto deseado. Ademas, la
nula selectividad de estos farmacos por un blanco terapéutico hace que no discriminen entre
células sanas y células dafiadas provocando diversos efectos secundarios en los pacientes. Es
por este motivo que diversas disciplinas de las ciencias centran sus esfuerzos en desarrollar
nuevas estrategias para la administracién de farmacos que subsanen las deficiencias que

presentan los tratamientos convencionales.




1.2 Nano-transportadores dirigidos de farmacos

La nano-tecnologia es una poderosa herramienta que actualmente esta revolucionando
el diagnostico y la terapia de diversas enfermedades como el cancer. Durante las ultimas
décadas, esta disciplina ha presentado un crecimiento exponencial, contribuyendo en el
desarrollo de nuevos materiales nano-métricos para su empleo en tratamientos selectivos y

menos invasivos que mejoren la sobrevivencia y calidad de vida de los pacientes”.

Actualmente, los nano-materiales para el transporte y la liberacion controlada de
farmacos han sido una de las propuestas de intervencidn terapéutica con mayor relevancia para
el diagnéstico y tratamiento del cancer®. Estos nano-transportadores (1-100nm de didmetro)
buscan maximizar la eficacia de ciertos farmacos que presentan citotoxicidad en el organismo
durante el tratamiento, ya que permiten aumentar su solubilidad, protegerlos de una
degradacion prematura, aumentar su absorcion celular, facilitando su difusion a través del
epitelio, modificar su farmacocinética y su perfil de distribucién en los tejidos. Distintos tipos
de nano-transportadores han sido aprobados para uso clinico®. Sin embargo, hasta la fecha, son
muy pocos los nano-transportadores capaces de dirigir los farmacos a blancos celulares

especificos, es asf que la especificidad de estos sistemas es alin una limitacién importante®.

Tal como se muestra en el Figura 1, existen diversas clases de nano-transportadores de
farmacos tales como; polimeros conjugados, nano-particulas poliméricas, transportadores
basados en lipidos como liposomas y micelas, nanotubos de carbono, nano-particulas de oro
incluyendo nanoshells y nanocages y finalmente, dendrimeros. Estos ultimos, han despertado
gran interés debido a sus versatiles propiedades. Los dendrimeros son macromoléculas
poliméricas sintéticas formados por una molécula central de cual emergen ramas en forma
radial hacia la superficie, originando una estructura tridimensional de capas concéntricas. El
namero de veces gque se produce esta ramificacion se conoce como generacion del dendrimero
y las zonas de las cuales estas ramificaciones emergen se conocen como nodos. Las
propiedades de estos sistemas estan determinadas por su generacion y la naturaleza de sus
grupos funcionales internos y superficiales. Los dendrimeros poliamidoamina (PAMAM)

(Figura 2) han demostrado promisorias aplicaciones biomédicas debido a que pueden ser




facilmente conjugados con diferentes moléculas como; agentes de contraste y drogas, también
tienen una gran solubilidad en agua y una estructura quimica muy bien definida, son
biocompatibles y se eliminan rapidamente de la sangre a través de los rifiones, gracias a su

pequefio tamafio (<5 nm)’.
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Figura 1. Ejemplos de nano-transportadores de farmacos utilizados para el tratamiento y

diagnéstico del cancer®.

Debido a las versatiles propiedades que poseen los dendrimeros PAMAM, diversos
estudios se han centrado en estudiar y caracterizar la asociacion PAMAM-farmaco bajo dos
aproximaciones. En la primera, las moléculas de farmaco son unidas a la superficie de los
dendrimeros a través de enlaces labiles susceptibles al pH del medio. En cambio, la segunda se
ha enfocado en estudiar la encapsulacion de farmacos en el interior de los dendrimeros
PAMAM mediante la formacion de interacciones supramoleculares. Ambas estrategias
estudiadas presentan ventajas y desventajas, sin embargo la supremacia de una sobre la otra

aun no ha sido establecida. En relacién a los complejos supramoleculares, existen diversos




estudios de asociacion entre dendrimeros PAMAM vy diversos farmacos tales como; 5-
fluorouracil®, 4cido mefenamico®, piroxicam, diclofenaco™, paclitaxel'? y docetaxel™. Estos
estudios demuestran que la asociacion no covalente entre las moléculas de farmaco y el
dendrimero presenta una mayor eficiencia terapéutica en comparacion a las formulaciones de
farmaco libre, puesto que se evidencia un aumento tanto de la solubilidad como en el tiempo
de circulacion del farmaco. Por otro lado, también existen estudios in vitro e in vivo que han
motivado la utilizacion de dendrimeros PAMAM para desarrollar nuevos sistemas de
sefializacion, transporte y liberacion de farmacos contra el cancer. Un ejemplo, es la
investigacion desarrollada por Kukowoska-Latallo y colaboradores, en la cual reportan que el
nano-transportador PAMAM conjugado superficialmente con el farmaco anticancerigeno
metotrexato, aumenta diez veces la actividad antitumoral en comparacion a la utilizacion de

metotrexato libre a una misma concentracion de farmaco**
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Figura 2. Representacion del dendrimero PAMAM de cuarta generacion (G4)*




A pesar de la amplia aplicabilidad en el &rea biomeédica, la utilizacion de los
dendrimeros PAMAM en sistemas bioldgicos se ve limitada debido a la citotoxicidad que
presentan, la cual estd asociada a sus grupos superficiales cationicos. Sin embargo, es posible
superar este problema sustituyendo parcialmente los grupos amino superficiales con polimeros
lineales solubles como el polietilenglicol (PEG) o mediante su acetilacién (ACE)™.
Estudios comparativos entre los sistemas sustituidos superficialmente PAMAM-PEG vy
PAMAM-ACE, han demostrado que los dendrimeros sustituidos con PEG presentan una
menor toxicidad (13% a 53% de sustitucion; 28-53% de supervivencia celular), en
comparacion a los dendrimeros parcialmente acetilados (44% a 63% de sustitucién periférica,
5-28% de supervivencia celular), para el mismo rango de concentraciones estudiadas'®. Hoy
en dia, la sustitucién de los grupos amino superficiales del dendrimero PAMAM con PEG es
la estrategia mas empleada, ya que no so6lo reduce significativamente los niveles de
citotoxicidad, sino que también aumenta la solubilidad y la asociacion de farmacos
hidrofébicos, minimiza la absorcion no especifica de los tejidos y mejora el efecto de

permeabilidad y la retencién (EPR) de los sistemas®.

En relacion a lo expuesto anteriormente, las investigaciones se han centrado en
desarrollar sistemas avanzados de liberacion de farmacos, capaces de hacer llegar el farmaco a
un blanco terapéutico de forma mas selectiva, modificando racionalmente la superficie de los
dendrimeros PAMAM por diferentes vias quimicas. Para esto se han utilizado ligandos como:
anticuerpos, péptidos o moléculas pequefias capaces de reconocer y unirse a receptores
moleculares expresados sobre las células dafiadas. De este modo, la obtencidn de esta nueva
generacion de nano-transportadores dirigidos ha despertado grandes expectativas para
desarrollar nuevos tratamientos o tests de diagnostico méas especificos para ciertos tipos de

cancer.




1.3 E-selectina como blanco para terapia anti-cancer

La E-selectina (64 kDa), también conocida como; CD62E, ELAM-1 y LECAM-2, es
una proteina de adhesion molecular expresada especificamente en la membrana plasmatica de
las células endoteliales. Esta proteina se caracteriza por tener una estructura bien conservada,
la cual incluye a un dominio tipo lectina, uno tipo factor de crecimiento epidérmico, una
region transmembranal y una intracitoplasmica. Su expresion es estimulada por citoquinas
como factor de necrosis tumoral (TNF-a), interleucinas (IL-1) y lipopolisacéarido bacteriano
(LPS). Estudios sobre E-selectina han revelado su importancia en la respuesta inmune e
inflamatoria. Ademas, su preponderante rol en el proceso de metéstasis celular, permitiendo la
adhesion de células tumorales sobre el endotelio vascular, ha hecho que esta proteina sea
considerada una potencial diana terapéutica para el tratamiento y diagndéstico de enfermedades
inflamatorias y el cancer®>??. Es por este motivo, que diversas investigaciones se centran en la
busqueda de nuevos compuestos que puedan provocar la inhibicion selectiva de esta proteina,
ya que podrian ser potenciales candidatos a farmacos anti-cancerigenos o anti-inflamatorios.

La E-selectina exhibe una alta afinidad por hidratos de carbonos sialilados y
fucosilados como el tetrasacarido de Lewis (sLe*; NeuSAca,-3Galp;—4[Fuca;—3]GIcNAC), lo
cual ha proporcionado las bases para el desarrollo de diversos compuestos analogos con gran
afinidad por el sitio activo de esta proteina. Utilizando el modelo de asociacion E-selectina-
ligando, obtenido por Sommers y colaboradores el afio 2000 (Figura 3)?, ha sido posible
postular nuevos compuestos candidatos con mayor afinidad por la E-selectina. Basandose en
este modelo de asociacion, Ernst y su grupo de investigacién han sintetizado diferentes
analogos estructurales de sLe”, los cuales han demostrado tener una mayor afinidad por la E-
selectina que su ligando fisiolégico®. Sin embargo, los compuestos derivados de
carbohidratos no son considerados buenos farmacos, debido a que son sensibles a la hidrélisis
enzimatica, tienen una reducida potencia, presentan pobres propiedades farmacocinéticas y sus
rutas sintéticas son muy complejas®®>. Por ende, actualmente el disefio o blsqueda de
moléculas sintéticas de bajo peso molecular y que presenten una alta afinidad por la E-
selectina, es de vital importancia para el formulacién de nuevos ligandos inhibidores de la

proteina.




Un aspecto importante a considerar en la busqueda de nuevas moléculas con alta
afinidad por E-selectina, es que esta proteina posee un sitio de unién superficial y accesible al
solvente; razon por la cual, la interaccion entre esta proteina y su ligando fisiolégico (sLe*) es
débil (ICso = 1mM). Mientras que esta caracteristica estructural es necesaria para el normal
funcionamiento fisioldgico de E-selectina, es un reto para el descubrimiento de nuevos
inhibidores con fines terapéuticos, los cuales también podrian ser empleados para orientar

nuevos sistemas nano-transportadores de farmacos.

En consecuencia, la posibilidad de postular nuevas moléculas con gran afinidad por
una proteina en particular, como la E-selectina, para ser empleadas en la orientacion de
sistemas para transportar farmacos, y asi, mejorar su eficiencia terapéutica, constituiria un
importante avance en el area biomédica. Asimismo, la implementacion de tecnologias
computacionales complementadas con metodologias experimentales, despierta grandes
expectativas para lograr el desarrollo de estos innovadores sistemas, los cuales podrian ser

empleados en futuras terapias farmacoldgicas contra enfermedades como el cancer.

Asn105

Neu5Ac Gal GlcNAc

HO
AS"BZ OH

OMe

AcHN OH

Figura 3. Representacién esquematica de las principales interacciones del complejo E-

selectin-sLe* (izquierda). Estructura 2D del tetrasacarido de Lewis (sLe*) (derecha).
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Capitulo 2. Propuesta de
Investigacion, Hipotesis y Objetivos
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2.1 Propuesta de investigacion

Como se ha mencionado anteriormente, el desarrollo de nuevos nano-sistemas para el
transporte y la liberacion dirigida de farmacos es crucial para mejorar las diversas limitaciones
que presentan tratamientos convencionales como la quimioterapia. De esta forma, la propuesta
de esta tesis doctoral fue: realizar la sintesis de un nuevo nano-transportador de farmacos
dirigido hacia la proteina diana E-selectina, utilizando para ello diversas herramientas

computacionales y experimentales.

Las celulas cancerigenas tienen mecanismos propios de transporte mediados por
receptores especificos que pueden ser utilizados para dirigir especificamente los sistemas
nano-transportadores. En esta investigacion se seleccion6 la proteina E-selectina como
receptor especifico ya que juega un importante rol en el proceso de metastasis celular y no se

expresa constitutivamente en las células endoteliales in vivo®.

En particular, la investigacién se centré en la busqueda de compuestos con gran
afinidad por la proteina E-selectina, tomando como referencia la asociacion entre la proteina y
su ligando fisiolégico sLe*. Mediante la combinacion de metodologias computacionales
(Screening Virtual y Dindmica Molecular) y experimentales (Espectroscopia de
Fluorescencia, Espectroscopia RMN *H y analisis in vitro de citotoxicidad), fueron propuestos
cuatro compuestos como potenciales inhibidores de la E-selectina, los cuales presentaron
constantes de disociacion (Kg) que oscilan desde 333 uM a 1 mM. Por otro lado, el
dendrimero PAMAM de cuarta generacion fue seleccionado para conformar la estructura
central del nano-transportador, puesto que su arquitectura ramificada permite alojar y
transportar en su interior farmacos anticancerigenos’. La superficie del dendrimero PAMAM-
G4 fue conjugada con PEG, para disminuir la citotoxicidad del sistema. Finalmente, para
dirigir el nano-transportador a la diana seleccionada, en los extremos del PEG fueron unidas
covalentemente las moléculas del compuesto que exhibié la mayor afinidad por la proteina.
Finalmente, mediante analisis in vitro se realizaron ensayos de citotoxicidad celular, en donde
se corroboro que el sistema nano-transportador obtenido no presenta citotoxicidad dentro del

rango de concentraciones estudiadas.
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Los resultados aqui reportados demuestran que la combinacion de técnicas
computacionales y experimentales es una poderosa herramienta para ser utilizada en el
desarrollo de nuevos transportadores de farmacos. Asi, la importancia de esta investigacion,
estriba en el enorme potencial que supondria dirigir este sistema nano-transportador de
farmacos de forma especifica hacia células dafiadas del organismo y no al resto de las células
y tejidos sanos, disminuyendo los nocivos efectos colaterales que causan en los pacientes

tratamientos invasivos como la quimioterapia.
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2.2 Hipotesis

A partir de la utilizacion de metodologias quimico computacionales complementadas
con analisis experimentales, es posible encontrar compuestos con alta afinidad por el sitio
activo de la proteina E-selectina, para posteriormente unir covalentemente el compuesto de
mayor afinidad sobre la superficie del sistema PAMAM(G4)-PEG, obteniendo asi un nano-

transportador de farmacos dirigido.

2.3 Objetivo general

Disefiar un nano-transportador dirigido de farmacos hacia la proteina blanco E-
selectina, empleando metodologias computacionales y experimentales.
2.4 Objetivos especificos

1. Seleccionar compuestos que presenten una gran afinidad por el sitio activo de la

proteina E-selectina mediante la utilizacion de screening virtual.

2. Estudiar la formacion de complejos E-selectina-ligando mediante simulaciones de DM

y determinar los residuos aminoacidicos preponderantes en la asociacion.

3. Estudiar la afinidad de los compuestos seleccionados con E-selectina mediante

calculos computacionales, espectroscopia de fluorescencia y STD-RMN.

4. Sintetizar un sistema nano-transportador de farmaco dirigido hacia la proteina E-

selectina y evaluar su citotoxicidad, a través de ensayos de actividad biologica.
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Capitulo 3. Metodologia
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A continuacion se describen las técnicas metodoldgicas empleadas durante la realizacion de
esta Tesis Doctoral. Al comienzo de cada metodologia se describe una introduccion sobre cada

técnica y posteriormente la descripcion metodoldgica empleada en esta investigacion.

3.1 Screening Virtual

Segin la revista Nature, “Screening Virtual” es una estrategia computacional para
buscar e identificar estructuras quimicas que puedan unirse a una diana terapéutica, a partir de
una gran libreria de compuestos®. En la practica, es una eficiente herramienta de blsqueda in
silico que predice la orientacion de un determinado ligando sobre el sitio activo de un receptor
de interés (docking), estableciendo una puntuacién para su potencial afinidad (score)?’.
Aquellos compuestos con gran afinidad proteina-ligando se seleccionan para las siguientes
fases de refinamiento estructural y posibles estudios in-vitro, y los que aprueban,
posteriormente son utilizados para ensayos clinicos en humanos. Aunque empleando esta
metodologia se hayan descubierto varios compuestos que finalmente se han convertido en
farmacos, el éxito de sus resultados es actualmente limitado, lo cual es atribuible a la
imposibilidad de explorar de forma completa los cambios conformacionales que pueden
ocurrir tanto en el ligando como en el receptor. Por otra parte, las funciones de puntuacién no
son capaces de incluir todos los factores que modulan las interacciones entre el ligando y la
proteina, ya que sélo algoritmos computacionales acotados permiten la exploracion de miles
de compuestos en forma eficiente, es por esto que los programas suelen utilizar expresiones
empiricas ajustadas mediante una parametrizacion basada en complejos ligando-receptor

conocidos?®®,

En la actualidad, existen diversos softwares para realizar Screening Virtual y mas de
treinta funciones de puntuacién descritas. Basicamente, todos contienen dos componentes; una
funcion de puntuacion, que permite calcular el minimo global de energia, el cual debiese
coincidir con el minimo global de energia libre del sistema proteina-ligando, y un algoritmo de
basqueda, que se utiliza para muestrear exhaustivamente todos los modos posibles de union
entre el ligando y el receptor. La diferencia entre estos softwares radica en los algoritmos de

busqueda utilizados, el manejo del ligando y la flexibilidad que le puede dar a las proteinas,
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las funciones de puntuacion que emplean y el tiempo de CPU requerido para evaluar la
afinidad de cada sistema proteina-ligando. En la Tabla 1, se muestran los softwares més
comunes para realizar Screening Virtual junto a su algoritmo de muestreo y funcién de

puntuacion.

Tabla 1. Herramientas comunes para realizar Screening Virtual®'.

Método Muestreo del ligando Funcion de Puntuacion
Dock® Crecimiento gradual Campo de fuerza
. . - Combinacion de campo de
AutoDock-Vina® Algoritmo genético . Po
fuerza y funcion empirica
Ensambles
AutoDock-431% ; Campo de fuerza
Conformacionales
GOLD® Algoritmo genético Funcion empirica
FlexX Crecimiento gradual Funcion empirica
Glide (Schrodinger)® Busqueda Exhaustiva Funcion empirica
ICM® Muestre Pseudo-Browniano ~ Combinacion de campo de
y minimizacion local fuerza y funcion empirica
FRED (Openeye Software)” Ensambles Funcién de Gaussiana y
peney Conformacionales funcion empirica
LigandFit (Accelrys)*® Monte Carlo Funcién empirica

La busqueda a gran escala de nuevos ligandos que presenten gran afinidad por un sitio
activo en particular, ha sido la consigna de las industrias farmacéuticas en las ultimas décadas.
De esta forma los estudios de Screening Virtual estan jugando un papel cada vez mas
importante en el disefio racional de farmacos. No obstante, debe quedar claro que los valores
de afinidad proteina-ligando calculados mediante estos softwares son bastante aproximados y
no coinciden con el valor de energia libre de union real. Asimismo, es necesario refinar los
resultados obtenidos mediante la utilizacion de otras técnicas computacionales que consideren

otros factores como por ejemplo; efectos del solvente en la interaccion®.




A continuacion se detalla el protocolo de Screening virtual empleado para realizar la
busqueda de compuestos candidatos, los cuales orientaran al sistema nano-transportador hacia

la proteina E-selectina.

3.1.1 Preparacion de la estructura de la proteina E-selectina

La estructura cristalina del dominio extracelular E-selectin Lectin/EGF, fue obtenido
desde la base de datos de proteinas; Protein Data Bank (cédigo de referencia 1G1T), y fue
utilizado como estructura de partida para realizar la simulacion de DM. La estructura cristalina
reportada presenta una resolucion cristalogréafica de 1.5 A y contiene en su sitio activo la

estructura del sLe*.

Con el fin de relajar el sitio activo de la proteina E-selectina, previo al screening virtual se
realizd una simulacion de DM al complejo E-selectina-sLe*, utilizando el mddulo de
SANDER implementado en el software AMBER14“. La carga del ion calcio que se encuentra
estructuralmente constituido en el sitio activo de la proteina es 2+. Los pardmetros utilizados
para describir este el ion calcio son: épsilon 0.014 kcal/mol y radio de van der Waals 1.79 A.
El campo de fuerza ff12SB fue utilizado para describir la proteina y el campo de fuerza
GLYCAM_06j* fue empleado para describir al sLe*. Los estados de protonacién de los
residuos ionizables de la proteina fueron determinados usando los programas PROPKA* y
H++* (http://biophysics.cs.vt.edu/), considerando condiciones de pH 7.4. El sistema fue
centrado en una caja de agua cubica con una distancia de 12 A entre el soluto y el borde la
caja. EI modelo de agua TIP3P** fue utilizado en la simulacién debido a que es un modelo de
agua computacionalmente eficiente. Se utilizaron condiciones periddicas de contorno en
conjunto con particle-mesh Ewald summation® para tratar las interacciones de largo alcance.
Un cutoff de 12 A fue usado para tratar las interacciones no enlazantes. Luego de construir el
sistema y determinar los parametros para el calculo en el archivo de configuracion, el sistema
fue minimizado en tres etapas: en la primera, las moléculas de agua agregadas con la

herramienta XLEAP fueron minimizadas, en una segunda etapa, los atomos de hidrégeno de la
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proteina y el ligando fueron minimizados, finalmente en la tercera etapa, el sistema completo
fue minimizado. 1500 pasos fueron usados para cada etapa, para los primeros 500 pasos el
algoritmo steepest decent fue utilizado, y para los pasos restantes gradiente conjugado. El
sistema minimizado fue equilibrado durante 1 ns. La temperatura fue aumentando
gradualmente desde 0 K a 300 K bajo un ensamble NVT. Terminado el proceso de equilibrio,
se realizo la simulacion de DM por 20 ns utilizando el ensamble NPT y un time-step de 2 fs.
La condicidn de temperatura y presion constantes en la simulacion se logré mediante el acople
de un termostato y baréstato de Langevin“. Las distancias de enlace fueron restringidas a sus
valores iniciales mediante el algoritmo SHAKE®'. Una estructura representativa de la proteina
fue obtenida a partir de la DM utilizando el software VEGA ZZ* mediante una clusterizacion
de las conformaciones del complejo extraidas desde la trayectoria, en base a la desviacion de
la raiz cuadrada media (RMSD) de coordenadas atémicas entre dos conformaciones,
utilizando un RMSD 1.5 A. La estructura representativa promedio resultante, fue utilizada

como referencia para realizar el Screening virtual.

3.1.2 Busqueda de compuestos mediante Screening virtual

El programa AutoDock-Vina (versién 1.1.2)* fue empleado para realizar el calculo
automatizado de docking molecular. Para realizar el calculo la estructura de la proteina se
mantuvo rigida, mientras que los ligandos fueron tratados como moléculas flexibles. Este
programa emplea una funcion de puntuaciéon hibrida (ecuacién 1) combinando enfoques
basados en el conocimiento y empiricos, lo cual significa que extrae informacion empirica
sobre preferencias conformacionales proteina-ligando y medidas de afinidad experimentales.
La energia libre de union (AGynisn) €S obtenida mediante las siguientes contribuciones: término
atractivo (AGgayss), término repulsivo (AGrepuision), término para enlaces de hidrégeno
(AGhpong), término para interacciones hidrofobicas (AGnigrofebicas) Y UN término para describir el

numero de enlaces rotables (AGiors).

AGuni(’m = AGgauss + AGrepulsic’m + AGhbond + AGhialrofébicas + AGtors (1)
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Para realizar este estudio, se utilizo la libreria de compuestos Drug-like (~ 15 millones
de compuestos) de la base de datos de compuestos Zinc™ (http://zinc.docking.org/). La base de
datos con compuestos denominados “drug-like”, contiene moléculas con peso molecular en el
rango de 150 g/mol a 500 g/mol y logPqc20 < 5. Esta libreria de compuestos fue filtrada por
grupo funcional, reteniendo los compuestos que en su estructura poseian; grupos carboxilicos
y atomos de azufre nucleofilicos, quedando 126.261 compuestos para realizar el screening
virtual. EI grupo carboxilico fue seleccionado debido a su importancia en la asociacion de
ligandos con el sitio activo de la E-selectina. Por otro lado, el a&tomo de azufre nucleofilico fue
seleccionado por su capacidad de union al grupo maleimida, el cual esta presente en un
extremo del PEG que se utilizara en el disefio del sistema-nanotransportador dirigido (véase
apartado 3.7). El ligando fisioldgico (sLe*) fue agregado en la libreria filtrada, para comprobar
la efectividad de los resultados del screening. MGL tools (version 1.5.4) fue utilizado para
convertir las moléculas y el receptor a archivos PDBQT, agregando los hidrégenos polares y
las cargas parciales. El software con interfaz grafica PyMOL (version 1.3 Schrddinger, LLC;
http://pymol.org/) fue utilizado para analizar los resultados. El tamafio de la caja utilizada en el
estudio (22A x 20A x 20A) fue calculado desde las coordenadas atomicas de la estructura
representativa del complejo E-selectina-sLe” obtenida desde la simulacion de DM previa. Con
el fin de validar el uso de la estructura representativa en el estudio de screening virtual, se
comparo la afinidad del sLe” por la proteina obtenida desde DM y la cristalografica. Los
resultados mostraron que la estructura representativa obtenida por simulacion de DM es
altamente consistente con la informacion cristalografica (AGynign -6.5 kcal/mol y -6.1 kcal/mol,
respectivamente; RMSD 2.12 A). La estructura del ligando no presentd desplazamientos
relevantes y la red de interacciones dentro del sitio activo de la proteina se mantuvieron

estables.
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3.2 Simulaciones de DM

La dindmica molecular (DM) es una de las principales herramientas para el estudio de
biomoléculas. Las simulaciones de DM permiten el estudio de procesos dindmicos complejos
de los sistemas bioldgicos tales como; estabilidad de proteinas, cambios conformacionales,
reconocimiento molecular de biomoléculas, transporte de iones, etc. Es una herramienta
tedrica clave en el desarrollo de nuevos farmacos™ y en la determinacion estructural de
proteinas junto a rayos X y RMN®2. Actualmente, existen reconocidos programas para realizar
simulaciones de DM tales como; AMBER* y NAMD®, los cuales utilizan técnicas de

paralelizacion para optimizar el tiempo de célculo.

Con el fin de obtener los modelos de asociacion E-selectina-ligando se realizaron
simulaciones de DM para los complejos de E-selectina con los ligandos seleccionados desde el
screening virtual, utilizando el médulo de SANDER de AMBER 14. Las coordinadas iniciales
de los complejos para realizar las simulaciones de DM, fueron tomadas desde los resultados de
docking. Las cargas atdmicas parciales para los compuestos seleccionados fueron calculadas
utilizando el software Gaussian09 utilizando el método HF/6-31G*** y considerando la
conformacién de minima energia de cada ligando en el complejo. Las cargas parciales sobre
los 4tomos fueron definidas usando el método Restrained Electrostatic Potential (RESP)™
implementado en el programa ANTECHAMBER de AMBER 14. Todos los complejos E-
selectina-ligando fueron centrados y solvatados en una caja ctubica con el modelo de agua
TIP3P y a una distancia de 12 A entre el soluto y el borde la caja. Las simulaciones de DM

fueron llevadas a cabo tal como se describié anteriormente (véase apartado 3.1.1).
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3.3 Calculos de energia libre

La energia libre es posiblemente la magnitud més importante de la termodindmica, es
una medida de la cantidad de trabajo que puede realmente obtenerse de un sistema y juega un
papel fundamental en todos los procesos quimicos. En particular, la obtencién de este
pardmetro es crucial en el campo de disefio de farmacos, ya que permite evaluar la afinidad
relativa de complejos proteina-ligando. Se expresa mediante la funcién de Helmholtz (A) o la
funcién de Gibbs (G), segun las condiciones del proceso. Como la mayoria de los procesos se
realizan bajo condiciones de temperatura y presion constante, la funcion de Gibbs es la méas

empleada.

La energia libre es una magnitud dificil de obtener, sobre todo en sistemas bioldgicos,
donde la superficie energética presenta una gran cantidad de minimos separados por barreras
energeéticas bajas. Es por esto que ha sido un desafio su determinacion empleando DM, puesto
gue no es capaz de muestrear regiones del espacio de las fases que hacen contribuciones
importantes a la energia libre (regiones de alta energia). No obstante, DM si puede determinar
la energia potencial, ya que las zonas de alta energia en la hiperficie conformacional no hacen
aportes sustantivos al valor de la energia potencial global del sistema.

Los métodos basados en DM mas exitosos para calcular energias de interaccion
proteina-ligando han sido Integracién termodinamica (T1), Bennett acceptance ratio®® (BAR) y
multistate Bennett acceptance ratio>’ (MBAR). Estos, son llamados también métodos
“alquimicos” pues suponen la transformacion de un sistema desde el estado inicial A al final
B, implicando la creacion y eliminacion de d&tomos. En el método de TI el cambio en energia
libre relativa entre dos estados A y B para un sistema determinado puede ser obtenido a partir
de la integral de la derivada de la energia potencial sobre el parametro de acoplamiento

lambda (X), tal como se muestra en la ecuacion 2.

Lov(a
dia= [ GPna @
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La determinacion de la energia libre por Tl se lleva a cabo variando sisteméaticamente
el valor de A desde el estado inicial 0 al estado final 1. La integracion se lleva a cabo sobre el
promedio de la derivada de energia potencial a un valor de A determinado. Para evaluar la
energia libre de cualquier proceso bioldgico es necesario definir un ciclo termodinamico, tal

como se muestra en la Figura 4.

De acuerdo a este ciclo, la energia libre relativa de la unién receptor-ligando puede ser
calculada a partir de la siguiente ecuacion:

AAG s = MG, — AGy = AG, — AG, (3)

donde, AG; y AG; representan la energia libre de unién para los ligandos A y B con el
receptor, mientras AGs y AG4 representan el cambio de energia libre correspondiente a la
transformacion alquimica del ligando libre en disolucién acuosa y enlazado al receptor,

respectivamente.

AG
Ligando A () + Receptor — EA4 Receptor - Ligando A

AG, AG,

AG
Ligando B ,) + Receptor — Receptor - Ligando B

Figura 4. Ciclo termodinamico empleado para calcular la energia libre relativa proteina-
ligando. Las flechas verticales muestran la transformacion alquimica entre los diferentes
ligandos (A y B) libres en disolucion (AGs) y enlazados a la proteina (AGy). Las flechas

horizontales indican la energia libre para los complejos receptor-ligando; A (AG1) y B (AG).
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Un enfoque alternativo para la determinacion de energia libre relativa es el método
BAR, el cual utiliza las diferencias en la energia potencial de dos estados en ambas
direcciones para obtener estimaciones de energia libre méas precisas y con errores promedios
menores que TI. Otro método utilizado para el calculo de energia libre relativa es MBAR, el
cual es una extension directa de BAR, ya que permite la evaluacién de los datos de energia
potencial para todos los estados y predecir la energia libre en un estado no muestreado. De
esta forma, utilizando cualquiera de estos tres enfoques es posible obtener valores confiables
de energias libre de unidn proteina-ligando. No obstante, la limitacion mas importante que
presentan estos métodos es el costo computacional asociado al enorme nimero de dtomos de

los sistemas estudiados en un entorno de solvente explicito.

En el desarrollo de metodologias alternativas para describir sistemas bioldgicos, que
permitan reducir el costo computacional sin que ello suponga una pérdida dréstica en la
capacidad para predecir las diferencias de afinidad entre ligandos; probablemente, MM/PBSA
y MM/GBSA han sido las mas exitosas®®. Estas técnicas combinan una descripcion discreta
del complejo ligando-receptor con un tratamiento simplificado del solvente basado en un

modelo continuo.

Los métodos MM/PBSA y MM/GBSA calculan la variacion de energia libre entre el
estado unido y libre entre una proteina y un ligando, utilizando diferentes conformaciones del
complejo proteina-ligando extraidas desde una simulacion de DM. En términos generales, en
el método de MM/PBSA el célculo de la energia de interaccion en fase gas entre la proteina y
el ligando (AEmwm), €s la suma de las energias de interaccion electrostéticas y de van der
Waals. La energia libre de solvatacion (AGsoy) €S la suma de las contribuciones polares
(AGpg) y no polares (AGsa). El termino AGpg es calculado resolviendo la ecuacion de
Poisson-Boltzmann. La contribucion no polar es determinada sobre las bases del area
superficial accesible al solvente (SASA) usando el método LCPO; AGsa=0.0072xASASA. Por
otro lado, en el método MM/GBSA Ila energia de interaccion en fase gas (AEwm) Y la
contribucion no polar (AGsa) para el calculo de energia de solvatacion se calculan de la misma
manera que en la metodologia MM/PBSA. No obstante, la contribucion polar (electrostatica) a

la energia de solvatacion (AGgg) se obtiene utilizando el modelo Generalizado de Born.

24



3.3.1 Metodologia para el calculo de energia libre E-selectina-ligando

Utilizando las trayectorias de DM se obtuvieron los valores de energia libre relativa para
una serie de complejos E-selectin-oligosacaridos mediante los métodos de Tl, BAR y MBAR.
Todas las simulaciones de DM independientes, fueron realizadas empleando solvente explicito
y bajo condiciones periddicas de contorno. El espacio de muestra fue definido mediante nueve
valores de lambda (1) (0.10, 0.20, 0.30, 0.40, 0.50, 0.60, 0.70, 0.80 y 0.90). Los valores de A =
0 y A =1 fueron extrapolados linealmente. Para cada valor de A, fueron considerados 1000
pasos de minimizacion seguido por 500 ps de tiempo de equilibrio y 0.5ns de produccion bajo
un colectivo NPT. La temperatura y la presion fueron controladas a 300 K y 1 atm utilizando
un termostato y bardstato de Langevin. Para cada valor de A, las derivadas de la energia libre
(0V/oM) fueron recolectadas independientemente. Durante la fase de produccion de las DM los
valores de (0V/0OA) para T, BAR y MBAR fueron guardados cada 100 pasos. Para asegurarse
de la estabilidad de la simulacion, las transformaciones fueron realizadas en tres etapas; en la
primera, las cargas parciales atdmicas sobre los atomos que iban a desaparecer fueron
removidas (AG'); en una segunda etapa, los potenciales de van der Waals y radios atémicos de
los &tomos que van a desaparecer son modificados a cero, mientras que los potenciales de van
der Waals y radios atdbmicos de los atomos que aparecen son ahora considerados en el calculo
(AG"); finalmente, las cargas parciales atémicas sobre los atomos que aparecen son
considerados (AG""). Cabe mencionar que fue necesario utilizar softcore potentials™ en la
etapa nimero dos. De esta manera, a partir de la ecuacion 3 y del diagrama de energia libre
(Figura 4) la energia libre relativa de union (AAGyni¢n) puede ser obtenida como funcién de

AG', AG" y AG" tal como se expresa en las ecuaciones 4, 5 y 6.

AAG; = AGiigcmdo + AGﬁganda + AGzli;ando %)
AAG4 = AGéomplejo + AGélomplejo + AGélolmplejo (5)

AAGuni()n = (AGéomplejo + AGélomplejo + AGélolmplejo)

- (AGiigando + AGzligando + AGzégandO) (6)
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El tiempo total de simulacidn necesario para transformar un oligosacarido en otro fue de 54ns
(27 ns en la direccion directa y 27 ns en la direccion inversa). El tiempo de simulacion

contempla el estudio del ligando libre en solucion y el complejo.

Para el caso del post-procesamiento de BAR y MBAR, los valores de energia potencial
recopilados desde las DM fueron analizados con el cédigo pyMBAR®’, creado por Shirts y
Chodera. Este programa es libre y puede ser descargado desde el siguiente link;
httpps://simtk.org/home/pymbar.

Debido al alto costo computacional que conlleva la obtencidn de energias libres relativas por
métodos como TI, BAR y MBAR, fue necesario utilizar otras metodologias como; MM/PBSA
y MM/GBSA para obtener los valores de energias libre de union E-selectina-ligando (AGynign)
para los ligandos seleccionados desde el screening virtual (ecuacion 7). Estos métodos
proporcionan un valor promedio de energia libre, calculado desde una serie de estructuras
extraidas desde una trayectoria de una DM. Los célculos de energia libre mediante MM/PBSA
y MM/GBSA fueron obtenidos mediante el uso del script Python MMPBSA.py®,
implementado en el software de AMBER 14. Para realizar los calculos, fueron extraidos 200
estructuras de los ultimos 10 ns de cada trayectoria de DM. Las contribuciones a la energia
libre fueron calculadas utilizando el médulo SANDER implementado en el programa AMBER
14 extrayendo los pardmetros del campo de fuerza utilizado para crear los archivos de
parametros y topologias. Para el calculo de MM/PBSA fue empleado el método ipb =2; el cual
extrae los parametros de radio atbmico y carga parcial desde el archivo de pardametros; y para
el calculo de MM/GBSA fue empleado el modelo estandar (igb=1). Para ambos métodos, fue
utilizado el valor de 80 para la constante dieléctrica del medio y un valor de 1 para representar

la constante dieléctrica del soluto.

AGuni()n = Gcomplejo - (GReceptor + GLigando) (7)
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3.4 Espectroscopia de Fluorescencia

Existen varios métodos experimentales que pueden ser utilizados para determinar
afinidades proteina-ligando. Uno de los mas utilizados es la espectroscopia de fluorescencia,
gracias a su gran sensibilidad y a su mayor intervalo de respuesta lineal. La emision de
fluorescencia tiene lugar en la escala de nanosegundos, periodo de tiempo en el cual suceden
numerosos procesos moleculares de interés bioldgico, que pueden inducir modificaciones en
alguna de las propiedades de los compuestos fluorescentes (espectros, vidas medias,

rendimiento cuantico, anisotropia de fluorescencia, etc.).

La fluorescencia es uno de los fenémenos luminiscentes en el cual las moléculas son
capaces de absorber radiacién electromagnética de cierta longitud de onda y posteriormente,
emitirla a una longitud de onda mayor (Figura 5). Cuando una molécula absorbe radiacion
electromagnética experimenta una transicion a un estado electrénico de mayor energia o
estado excitado. Desde ese estado las moléculas vuelven a su estado fundamental emitiendo
fotones mediante; fluorescencia y fosforescencia. La primera se lleva a cabo desde un estado
excitado singlete, mientras que la fosforescencia lo hace desde un estado triplete. El resto de
los procesos de desactivacion son no radiativos; relajacion vibracional, conversién interna,

conversion externa y cruce entre sistemas.

La intensidad de fluorescencia puede disminuir debido a una amplia variedad de
procesos. Tales disminuciones en la intensidad de fluorescencia son llamadas “quenching”m.
La determinacion de este parametro proporciona la oportunidad de estudiar la afinidad de
diferentes ligandos fluorescentes por el sitio activo de algun receptor y cambios
conformacionales en proteinas. Asimismo, es posible determinar cuantitativamente constantes
de disociacién (Kg) proteina-ligando utilizando protocolos y analisis matematicos no

complejos.
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Figura 5. Esquema general de los primeros niveles de energia de una molécula orgénica. Se
muestra la transicion electrénica inducida por absorcion de un fotdn y posterior emision

fluorescente.

Mediante espectroscopia de fluorescencia fueron determinadas las afinidades
experimentales de los compuestos seleccionados por la proteina E-selectina. Las medidas de
fluorescencia fueron realizadas utilizando un espectrofotometro de fluorescencia Varian Cary
Eclypse acoplado a un termostato de multicelda Peltier. Las soluciones fueron preparadas
utilizando un buffer fosfato (50 mM) a pH 7.4. La concentracién de la proteina (E-selectina
recombinante de rata, His Tag; ThermoFisher) fue 1.6 uM. Las muestras de los compuestos
fueron preparadas el dia del experimento. En el caso del compuesto 3 y el compuesto 1, las
muestras fueron excitadas a una longitud de onda de 390 nm (ranura de 5 nm) y la emision de
fluorescencia fue guardada a una longitud de onda de 400 nm (ranura de 5 nm). Para los
compuestos 4 y 2, las muestras fueron excitadas a una longitud de onda de 360 nm (ranura de
5 nm) y la emision de fluorescencia fue guardada a una longitud de onda de 370 nm (ranura de

5nm).
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3.5 Diferencia de transferencia de saturacion por RMN (STD-RMN)

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica empleada
principalmente en la elucidacion de estructuras moleculares en disolucion, particularmente
compuestos de interés biologico. Entre las técnicas de RMN conocidas, la espectroscopia de
STD-RMN fue disefiada para detectar interacciones de moléculas pequefias con sus receptores
en presencia de otras que no interaccionasen, es por eso que ha tenido una creciente aplicacion
en la industria farmacéutica para el desarrollo de nuevos farmacos. STD-RMN se basa en el
efecto NOE (Nuclear Overhauser Effect), el cual puede definirse como el cambio observable
en la intensidad de la sefial de resonancia de un nucleo cuando las transiciones de otro nucleo,
dipolarmente acoplado, se perturban mediante excitacion selectiva. EI NOE es una interaccion
dipolo-dipolo y como tal depende de la potencia r®.

En la practica, en un experimento STD-RMN se adquieren dos espectros (normalmente
de *H) mono-dimensionales de forma alterna (Figura 6). En el primer experimento se saturan
selectivamente los protones de la proteina mediante la irradiacion con radiofrecuencias a baja
potencia (Isat) en una zona del espectro en la que s6lo debe haber sefiales de la proteina (on-
resonance). En el otro experimento, la irradiacion (lp) se fija en una zona de frecuencias que
esté libre de sefiales de cualquiera de las especies presentes en la muestra, normalmente a
valores de desplazamiento quimico por encima de 25 ppm (off-resonance). La diferencia entre
ambos espectros mostrara exclusivamente la intensidad de sefial de STD de las moléculas
pequefias que hayan estado enlazadas a la proteina. Las sefiales de las moléculas que no
interaccionen con la proteina son canceladas debido a que sus intensidades son exactamente
igual en ambos experimentos. La diferencia en intensidad debido a la transferencia de
saturacion puede ser cuantificada y constituye un indicador de la union ligando/receptor, tal

como se muestra en la ecuacion; Isp = lg — Isat.
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Figura 6. Representacion esquematica del experimento 1D STD-RMN en una muestra
conteniendo proteina en presencia de un exceso de moléculas. Se muestra el experimento de
referencia (lp) y el experimento donde se saturan selectivamente los protones de la proteina
(Isat). En el espectro de diferencia (Istp) se observan soélo los hidrogenos del ligando que

interaccionan con la proteina, ya que reciben parte de la saturacion por NOE-intermolecular.

Un aspecto relevante a considerar, es que solo los hidrogenos de las moléculas que se
encuentren en contacto con el receptor a una distancia menor o igual a 5 A, podran recibir
transferencia de magnetizacién y por ende, aparecer en el espectro de diferencia. Asimismo,
aquellos hidrégenos que estén en estrecho contacto con el receptor tendran sefiales mas

intensas debido a una transferencia de saturacién mas eficiente.

Por otra parte, el efecto STD puede ser mejor analizado si el factor de amplificacion
(STD-AF) es utilizado. EI STD-AF es obtenido multiplicando el efecto STD relativo de un
hidrogeno (Isto/lp) a una determinada concentracion de ligando ([L]) con la razén molar de

exceso de ligando en la proteina ([L]/[P]), tal como se muestra en la ecuacion 8.
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Ao = Isar E_@ E
STD = AF = === X g = =X i (8)

Para un determinado tiempo de saturacion, el STD-AF puede también ser representado
como el nimero promedio de moléculas de ligando saturadas por una molécula de receptor.
Las diferencias en STD-AF para diferentes hidrogenos pueden ser cuantitativamente obtenidos
mediante la normalizacion de todas las intensidades, asignando arbitrariamente un valor de
100% al hidrégeno que exhibe la mayor intensidad de STD. Asi, el porcentaje de STD-AF
refleja la relativa proximidad que presenta un determinado hidrégeno al sitio de unién del

receptor.

3.5.1 Estudios de STD-RMN

Los espectros de RMN *H para el compuesto 1 en agua deuterada fueron adquiridos en
un espectrometro de RMN Bruker Avance |11 600 equipado con una sonda criogénica TCI de
5 mm usando tubos de RMN de 3 mm. La muestra de RMN se compone de una solucién de
ligando liofilizada en buffer fosfato a pH 7.4 y E-selectina (50ug/200uL) disuelta en agua
deuterada (HDO). La concentraciéon final de ligando en la muestra fue 3.2 mM en una relacion
de E-selectina-ligando 1:762. El espectro de STD-RMN fue tomado a 298K con 32 scans y
con una saturacion selectiva para la proteina a 10 ppm (30 ppm para el espectro off resonance)
utilizando una serie de 40 pulsos Gaussian-shapped (50 ms, 1 ms de retardo entre pulso), para
un tiempo de saturacion total de 4.9 s. Los espectros saturados y de referencia fueron
adquiridos en el mismo set de datos mediante la creacion de un pseudo experimento-2D. Los
espectros STD a distintos tiempos de saturacion obtenidos mediante la substraccién del
espectro de referencia al espectro saturado fueron adquiridos sin supresion de la sefial del

agua.
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3.6 Analisis estructural cuantitativo para complejos proteina-ligando.
Teoria CORCEMA-ST

Los datos de los experimentos de STD-RMN pueden ser cuantificados tedricamente
mediante el programa CORCEMA-ST, desarrollado por el profesor Rama Krishna®®. Este se
basa en una modificacion de la teoria de la matriz de relajacion completa e intercambio
conformacional (CORCEMA) descrita para el analisis de experimentos de NOE transferido
por intercambio. La aplicacion permite predecir las intensidades STD a partir de coordenadas

cartesianas atomicas de un complejo proteina-ligando.

Estado libre Estado enlazado
Ligando L _Intercambio L | -~
T DD
D S 7 .
P2 « Intercambio P2 DD
Proteina DD I DD \
P1 Intercambio P1’ —
- = o/

Figura 7. Modelo cinético de dos estados sobre el que se basa la formulacién de la teoria de

CORCEMA-ST para la prediccién teérica de datos de STD®.

Tal como se muestra en la figura 7, el proceso de intercambio en CORCEMA-ST se
inicia con la identificacion de dos especies moleculares, la proteina (P) y el ligando (L). Los
protones de la proteina son subdivididos de forma general en dos conjuntos; P1 y P2. Los
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protones P2 son los irradiados de forma selectiva. En la proteina, por tanto la saturacion se
origina en P2 y por difusion de spin se extiende a todo el conjunto P1 y al ligando
instantaneamente enlazado, el cual, por intercambio quimico rapido la transfiere y acumula en
la disolucién (ligando libre). En flechas negras se muestran las etapas de transferencia de
saturacion por intercambio quimico, mientras que en azul aquellas que se producen por NOE
(relajacion cruzada dipolo-dipolo DD). Tomando en cuenta el esquema mostrado en la figura

7, las intensidades de protdn observables, vienen dadas por la ecuacion general:

I(t) = I+ [1 —exp{—(R+ K)t}](R+ K)™1Q 9

donde R+K es la matriz dindmica (relajacion + intercambio) y Q es una matriz que cuantifica
la relajacion cruzada de los protones del ligando con los protones de la proteina saturados

directamente por la radiofrecuencia en el experimento on-resonance.

Asi, se puede analizar de una manera cuantitativa la compatibilidad de un modelo
obtenido a partir de datos cristalograficos o generado computacionalmente, con las
intensidades observadas experimentalmente en los espectros de STD-RMN. La relacién entre
el STD calculado y el STD experimental es definida por la funcion matematica denominada
factor R-NOE (ecuacién 10), donde i corresponde a las intensidades obtenidas a un

determinado tiempo de saturacion.

(10)

R _ Z?LZ(STDcalc,i - STDexp,i)2
NOE évzz(STDexp,i)z
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3.6.1 CORCEMA-ST

La teoria de CORCEMA-ST v los detalles sobre su utilizacion en el calculo teérico de
intensidades de STD, han sido descritas por el Prof. Krishna el afio 2002°%. CORCEMA puede
ser utilizado para predecir valores de STD para un determinado complejo proteina-ligando,
bajo condiciones experimentales utilizando un modelo de coordenadas atémicas®. El
programa (script) esta disefiado para su ejecucion exclusivamente en MATLAB (The
Mathworks, Natick, MA). Para obtener teéricamente el espectro de STD, 100 estructuras del
complejo E-selectina-compuesto 1 se extrajeron desde una simulaciéon de DM. Los
desplazamientos quimicos de los hidrogenos de la proteina E-selectina fueron calculados
te6ricamente mediante el programa ShiftX®. La distancia considerada para el sitio activo fue
de 6 A. Se utilizaron las mismas concentraciones de ligando y proteina usada en los
experimentos de STD-RMN. Para el calculo, se asumié una Ko, = 10° M™* Hz para la
asociacion controlada por difusién y un valor de 0.85 para describir los grupos metilos con
tiempo de correlacion de r=10 ps. Finalmente, el factor Ryoe fue calculado con el fin de
comparar los valores de STD tedricos con los experimentales a partir de la ecuacion 8.

3.7 Sintesis del nano-transportador dirigido

La sintesis del nano-transportador dirigido se realizd mediante la asociacion entre;
dendrimero PAMAM-G4 (SKU-412449; Sigma Aldrich), crosslinker PEG SM(PEG), (N°
catalogo 22104; TermoFisher) y compuesto 1 (Pharmeks Ltd). El crosslinker hetero-
bifuncional SM(PEG), presenta en uno de sus extremos N-hidroxi-succinimida éster (NHS)
que permite la conjugacion covalente con las aminas superficiales del PAMAM-G4 a pH 7-9 a
través de enlace amidas, y el grupo maleimida que interacciona con el compuesto 1 mediante

la formacidn de un enlace tioéter a pH 6.5-7.5 (Figura 8).
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En primer lugar, a 0.25 mL de dendrimero PAMAM-G4 al 10% en metanol se le extrajo todo
el solvente mediante evaporacion. A continuacion el dendrimero fue disuelto en DMSO seco y
depositado en un matraz de 5 mL. Luego, al matraz de reaccion se vertieron lentamente 250
uL de SM(PEG), manteniendo el sistema en agitacion constante por 24 horas a temperatura
ambiente. El pH de la reaccion fue ajustado a 7-8 mediante la adicion de pequefias alicuotas de
NaOHcong)- A continuacion, se agrego al matraz de reaccion 1 mL de compuesto 1 (20 mg
disueltos en DMSO seco) manteniendo el sistema en agitacion constante a temperatura

ambiente por 7 dias.

Q LIGANDO
SHa S n ks —
\NJUE/\{:%\/‘-‘ N
NH, ' ! T\/ o SH
o]

S NHS grupo saliente

(luego removido por didlisis)

Figura 8. Esquema de la sintesis del nano-transportador dirigido PAMAM(G4)-PEG(50%)-
LIG-1.

Posteriormente el producto de la reaccion fue depositado dentro de una bolsa de
dialisis (diametro de poro 14000 Da) para su purificacion durante una semana empleando agua
calidad miliQ. La figura 9 representa el sistema de dialisis empleado para la purificacion del
sistema nano-transportador. Una vez finalizada la dialisis, el producto fue liofilizado y

caracterizado por espectroscopia RMN *H.
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Figura 9. Representacion del sistema de dialisis empleado para purificar el nano-
transportador PAMAM(G4)-PEG(50%)-LI1G-1.

3.8 Ensayos de citotoxicidad celular

La citotoxicidad celular se define como una alteracion de las funciones celulares
basicas que conlleva a un dafio que puede ser detectado. Diferentes autores han desarrollado
diversas técnicas in vitro para predecir los efectos toxicos de drogas y compuestos quimicos,
utilizando como modelos experimentales cultivos primarios como lineas celulares
establecidas. Dentro de los ensayos méas conocidos y ya validados se encuentra el ensayo de
reduccion del Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) y la reduccion
de resazurina; 7-hidroxi-10-oxidofenoxazin-10-ium-3-ona (Alamar Blue) entre otros®. Este
ultimo, es uno de los mas empleados para estudiar viabilidad o tasa de proliferacién celular, ya
que es un método sensible y sencillo en comparacién con otros. El afio 2012 PubMed informo
la publicacion de mas de 200 articulos citando a Alamar Blue (AB) en estudios sobre cancer®”.
El compuesto activo del colorante es la resazurina, también conocido como diazo-resorcinol,
es soluble en agua, estable en medios de cultivo, no es toxico y es permeable a través de las

membranas celulares. Por lo tanto, es posible su monitoreo en forma continua en las células de

36



cultivo. La resazurina es un colorante no fluorescente de color azul que se reduce
irreversiblemente a resorufina, un compuesto de color rosado altamente fluorescente (Figura
10). La resazurina posee un potencial de oxidacion-reduccion de 380 mV a pH 7.0 a 25°C.
Asimismo, se puede reducir por NADPH (Eo= 320 mV), FADH (Eo= 220 mV), FMNH (EO =
290 mV), asi como por los citocromos (E0 = 290 mV a 80 mV). Ademaés otras reductasas
mitocondriales que se encuentran el citoplasma y la mitocondria, pueden también reducir al
AB. Por lo tanto, su reduccion significa una alteracion del metabolismo celular. EI cambio de
estado a medida que AB acepta electrones (color azul no fluorescente al rosa fluorescente),
permite su deteccidn cuantitativa mediante lecturas colorimétricas y/o fluorescentes (siendo
esta Ultima la més sensible). Este método se encuentra estandarizado, por lo tanto si la
deteccidn se realiza mediante medidas de absorbancia espectrofotométrica las longitudes de
onda que suelen ser seguidas son: 570 nm y 600 nm o 540 nm y 630 nm (dependiendo del
material de la placa utilizada). Por otro lado las sefiales de fluorescencia son medidas
utilizando una longitud de onda de excitacion de 530 nm a 560 nm y de emision a 590 nm.

(@) (o] (o] 0 e} o)
Na* _ Na‘
N* =
N

o]

Figura 10. Reduccidn de la sonda resazurina (AB) de color azul no fluorescente a resorufina;

altamente fluorescente de color rosa.
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3.8.1 Evaluacién de citotoxicidad celular in vitro

La determinacion de la citotoxicidad del sistema nano-transportador fue cuantificada
mediante el ensayo de supervivencia celular Alamar Blue. Una placa transparente de 96
pocillos fue utilizada para realizar el ensayo (Figura 11). Alamar Blue (resazurina) (SKU-
199303; Sigma Aldrich) fue directamente agregado al medio de cultivo, constituido por
células Human Embryonic Kidney (HEK; 10° por pocillo) diluidas en DPBS. 100 pL de la

mezcla fue depositada sobre los pocillos marcados con AB/medio.

El rango de concentraciones de nano-transportador estudiadas fue 1uM — 200 pM.
También fue estudiado el dendrimero PAMAM-G4 sin conjugar (200 puM). EI control positivo
(100% supervivencia celular) fue constituido por AB/medio mas DPBS. Por otro lado, el
control negativo (0% supervivencia) fue AB/medio mas Triton 0.1%. El medio de cultivo sin
AB remanente fue utilizado como control externo. El ensayo fue realizado bajo una campana
de flujo laminar para garantizar una zona de trabajo limpia y libre de particulas contaminantes
que podrian interferir en los resultados. Para garantizar la reproducibilidad de los resultados
cada muestra fue replicada seis veces. Cumplido el tiempo de incubacién (a 37 °C en una
estufa de cultivo celular), la placa fue leida a una longitud de onda de excitacion Aexcitacisn= 544
NM Y Aemisisn= 590 nm de emision en un lector NOVOstar. Todos los materiales utilizados en el
ensayo se encontraban esterilizados. El ensayo fue realizado en el laboratorio de

Neurofisiologia molecular bajo la supervision del Dr. Leonardo Guzman.
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Figura 11. Representacion del ensayo de AB en una placa de 96 pocillos. (I) 100 pL de
medio HEC, (1) 90 puL de mezcla AB-1/2 (medio HEC mas AB) y 10 uL DPBS, (I11) 90 uL
de mezcla AB-1/2 y 10 pL Triton (0.1%), (IV) 90 pL de mezcla AB-1/2 y 10 yL nano-
transportador (1puM), (V) 90 pL de mezcla AB-1/2 y 10 pL nano-transportador (10 uM), (V1)
90 pL de mezcla AB-1/2 y 10 pL nano-transportador (50 puM), (V11) 90 pL de mezcla AB-1/2
y 10 pL nano-transportador (100 uM), (VIIl) 90 pL de mezcla AB-1/2 y 10 pL nano-
transportador (200 uM), (1X) 80 uL de mezcla AB-1/2 y 20 uL PAMAM-G4 (200 uM).
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Capitulo 4. Resultados y Discusion
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4.1 Screening virtual

La metodologia de Virtual Screening fue empleada para identificar nuevos compuestos
con mayor afinidad por la proteina E-selectina que el ligando fisiol6gico (sLe*). El estudio de
Screening Virtual se basa en la realizacion de un “docking” masivo y automatizado,
empleando el software AutoDock-Vina y asumiendo que los compuestos de la libreria filtrada
(126.261 compuestos) interaccionan en la misma regién del sitio activo que el tetrasacarido
sLe*. El criterio usado para filtrar la libreria se encuentra descrito en el apartado 3.1.2. En la
practica, del estudio de screening virtual se obtuvieron los valores de energia libre de
interaccion (AGunisn; afinidad de un ligando por la proteina) y las constantes de disociacion

proteina-ligando (Kg) para cada estructura.

Los resultados obtenidos, posicionaron a la estructura de sLe* dentro de los veinte
mejores compuestos con una afinidad de -6.5 kcal mol™ y una constante de disociacion de 17
UM. Para reducir la cantidad de ligandos, se estudié la asociacion E-selectina-ligando
mediante la utilizacion de otros programas de docking molecular. Los programas empleados
fueron Auto-Dock4 y X-SCORE utilizando los mismos parametros empleados en AutoDock-
Vina. A partir de estos resultados se seleccionaron diez compuestos, los cuales presentaron el
mayor valor de energia de union E-selectina-ligando (AGynisn). La Tabla 2 muestra la
estructura, el nombre IUPAC vy los valores de energia libre de union proteina-ligando
obtenidos para los diez compuestos seleccionados. Los resultados muestran que los
compuestos candidatos presentan sélo un leve incremento en la energia de union en
comparacion al ligando fisioldgico (sLe*) de la proteina E-selectina. No obstante, estos valores
de afinidad E-selectina-ligando son alentadores, puesto que tal como se menciono
anteriormente, la asociacion del complejo E-selectina-ligando se caracteriza por tener una baja

afinidad de asociacion®®.

Es importante tener presente que la energia de unidn proteina-ligando calculada por
estos métodos in silico es aln aproximada y no representa la energia real de asociacion.
Existen otros métodos computacionales mas robustos para el calculo de energia libre proteina-

ligando basados en dinamica molecular, los cuales incluyen efectos entrépicos, del solvente y
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flexibilidad del receptor. A continuacion se obtendran los valores de energia libre de

asociacion proteina-ligando mediante la utilizacion de estas metodologias.

Tabla 2. Compuestos seleccionados desde Screening Virtual. Se muestran los resultados de
AGynien Obtenidos por los softwares AutoDock-Vina, AutoDock4 y la funcién XSCORE en

kcalmol™.

AutoDock-

N° Estructura y nombre IUPAC .
Vina

AutoDock4 XSCORE

L

H
Q ¥l
N = NH
1 HC,/©/;\[3 o 7.4 5.0 7.7

2-{[(4,6-dioxo-2-sulfanylidene-1,3-diazinan-5-
ylidene)methyl]amino}-3-(4-
hydroxyphenyl)propanoate

3-{2-[(4,6-dioxo-2-sulfanylidene-1,3-diazinan-5-
ylidene)methyl]-1H-pyrrol-1-yl}benzoate

3 h -7.0 -4.3 -6.8

(52)-5-({[3-(1H-imidazol-1-
yl)propyl]lamino}methylidene)-1-[4-(propan-2-
yl)phenyl]-2-sulfanylidene-1,3-diazinane-4,6-dione
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oW

2-[(5-sulfanylidene-4,5-dihydro-1,3,4-thiadiazol-2-
yl)carbamoyl]benzoate

-6.9

4.7

2-{[(4,6-dioxo-2-sulfanylidene-1,3-diazinan-5-
ylidene)methyl]amino}-3-(1H-indol-3-

yl)propanoate

-6.8

QL
/ = NH

(52)-1-(butan-2-yh-5-({[2-(1H-indol-3-

yl)ethyl]lamino}methylidene)-2-sulfanylidene-1,3-

diazinane-4,6-dione

-6.8

N
T/\( >: S
P HN — iy

4-{3-[(1-0x0-1,2-dihydrophthalazin-2-yl)methyl]-5-
sulfanylidene-1,2,4-triazolidin-4-yl }benzoate

-6.7
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Hi H 4©—<
s :< = 0

8 Hi -6.7 -5.1 -1.4
4-{[(4,6-dioxo-2-sulfanylidene-1,3-diazinan-5-
ylidene)methyl]amino}benzoate
SH
NH,
N = |
9 I N S=0 -6.6 -4.2 -6.8
N~ / Il
N 0
4-(5-sulfanyl-1H-1,2,3,4-tetrazol-1-yl)benzene-1-
sulfonamide
| riJH o o
N
Cl
N - M
10 -6.6 -4.1 -6.5

2-chloro-5-[3-(6-0x0-1,6-dihydropyridazin-3-yl)-5-
sulfanylidene-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-4-
yl]benzoate
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4.2 Célculos de Energia libre E-selectina-ligando

Actualmente existen diversas metodologias para la obtencion de energia libre proteina-
ligando, las cuales pueden dividirse en dos categorias; célculos alquimicos que tratan el
solvente en forma explicita (TI, BAR y MBAR), y métodos aproximados que combinan
calculos de mecanica molecular y modelos de solvatacion continua (MM/PBSA vy
MM/GBSA). Diversas investigaciones han reportado que los métodos Tl, BAR y MBAR son
mas rigurosos, costosos y poco eficientes para realizar el célculo de energia libre, en cambio,

MM/GBSA y MM/PBSA son una alternativa eficiente y econdmica computacionalmente.

Con el fin de determinar la supremacia de un método sobre otro al obtener la energia
libre de unidn, se utiliz6 un sistema de asociacion modelo E-selectina-ligando para determinar
la energia libre mediante los métodos: Tl, BAR, MBAR, MM/PBSA y MM/GBSA.. EI modelo
de asociacion seleccionado consta de seis diferentes complejos E-selectina-oligosacarido
(cinco oligosacéridos y sLe*). Estos oligosacaridos fueron sintetizados y caracterizados
mediante calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) por el grupo de investigacion de Ernst y
colaboradores®*. En consecuencia, el método mas eficiente sera empleado posteriormente para
estudiar la asociacion entre los compuestos seleccionados desde el estudio de Screening virtual
y la proteina E-selectina.

4.2.1 Determinacion de la afinidad E-selectina-oligosacarido mediante TI,
BAR, MBAR, MM/PBSA y MM/GBSA.

Para evaluar el desempefio de los diferentes métodos usualmente empleados para el
calculo de energia libre, a continuacion se estudiara la energia libre de asociacion E-selectina-
oligosacarido mediante diferentes metodologias basadas en DM. Los oligosacéaridos
empleados son sLe* y cinco derivados del mismo, los cuales presentan modificaciones
estructurales sobre los anillos; N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) y éacido N-acetil-D-

neuraminico (Neu5Ac) tal como se muestra en la figura 12.
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Neu5Ac GIcNAc

CO,Na |
i

Figura 12. Estructuras de los oligosacéridos derivados de sLe* considerados para realizar los
calculos de energia libre de union relativa E-selectina-ligando. El oligosacarido 1 es el
compuesto de referencia, el ligando fisiologico de la proteina E-selectina (sLe*). El
oligosacarido 2 fue obtenido mediante el remplazo del grupo GIcNAc por el grupo
ciclohexano-1,2-diol. El oligosacérido 3 fue obtenido mediante el remplazo del grupo GIcNAc
por el grupo 3-metilciclohexano-1,2-diol. El oligosacérido 4 contiene el grupo &cido lactico
(S)-ciclohexil en remplazo del grupo Neu5Ac. Los oligosacaridos 5 y 6 presentan las mismas
sustituciones que los oligosacéaridos 2 y 3 pero conteniendo ademas el grupo acido lactico (S)-

ciclohexil en remplazo del grupo Neu5Ac.

Como se menciond anteriormente, los métodos mas rigurosos para la obtencién de
energias libres en sistemas bioldgicos bajo simulacion de DM son los llamados métodos
“alquimicos”, los cuales suponen la transformacion de un sistema desde el estado inicial A al
final B, implicando la creacion y eliminacién de atomos. Estos métodos (T1, BAR y MBAR)

permiten obtener la energia libre relativa (AAG) y no la absoluta (AG) debido al gran costo
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computacional que implica determinar la energia libre considerando factores como el solvente

y cambios conformacionales del sistema.

Un desafio importante en el uso de los métodos alquimicos es asegurar que el camino
utilizado para obtener el cambio de energia libre desde un estado inicial a uno final sea
reversible. Esto es particularmente relevante al emplear estos métodos, ya que involucran la
transmutacion de un gran nimero de 4tomos. Por esta razén, se han obtenido los valores de
energia libre relativa de todas las transmutaciones considerando el camino de ida (directo) y el
de vuelta (inverso). Ademas de asegurar la reversibilidad en el proceso de transmutacion,
estudiar ambas direcciones en el cambio de energia libre también nos da indicio sobre la
histéresis asociada al proceso. En la figura 13 se muestran los perfiles de energia para la
transmutacion entre el ligando 1 y 2, considerando el camino directo e inverso. Los perfiles de

energia para las otras transmutaciones se encuentran en la seccién 7.1 del capitulo 7.

De acuerdo a los perfiles de energia obtenidos de las transmutaciones estudiadas, se
puede aseverar que las condiciones empleadas en el calculo son apropiadas para obtener
valores de energia libre de interaccion E-selectina-oligosacarido. Sin embargo, es importante
destacar que incluso si los resultados fueran convergentes y las transformaciones totalmente
reversibles, los resultados tendran errores inherentes asociados a los parametros del campo de
fuerza utilizado para construir los sistemas en estudio. No obstante, estos errores son

equivalente para todos los métodos utilizados.

En la tabla 3 se muestran los valores de energia libre de union relativa E-selectina-
oligosacaridos para analogos de sLe, considerando al sLe* como compuesto de referencia
para las transmutaciones desde 1 > 2al — 6 (AG(sLeX) - AGanalogo)), 10s valores de desviacion
estandar correspondientes, los valores experimentales de la energia libre de interaccion y las
diferencias absolutas entre los valores medidos y calculados mediante TI, BAR y MBAR. Para
todas las transmutaciones realizadas se ha reportado el valor de energia libre relativa promedio
entre la direccion directa e inversa. Asimismo, un valor de energia libre relativa de unién E-
selectina-oligosacarido positivo indica una gran afinidad de la proteina a asociarse con el
compuesto derivado que con sLe*. Por otro lado, para estudiar el efecto de la adicion del grupo

metilo al C3 del grupo ciclohexano-1,2-diol se han estudiado dos transmutaciones adicionales
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(2 > 3y 5 — 6). Finalmente, se estudiaron también las transmutaciones 4 —- 5y 4 — 6 para
estudiar el efecto en el remplazo del grupo GIcNAc por el grupo ciclohexano-1,2-diol y el

grupo 3-metil-1,2-ciclohexano-1,2-diol tal como se observa en las transmutaciones 1 —» 2y 1

— 3.
AG! AG! AGH
A
150 30? -+ Directo = Inverso
100 20
aViga i
50 10 +
0+ 0
0 0,2 0,4 0,6 08 1
-10 -+
B A A

150 +

avia 100 \
50 +

[ R R R

Figura 13. Perfiles de energia formados por dV/dA (kcal/mol) en funcion de lambda (1) para
la transmutacion 1 — 2 considerando el oligosacarido libre en solucion acuosa (A) y asociado
a la proteina (B) para el camino directo e inverso. Cada proceso de transmutacion ha sido
dividido en tres etapas (ver seccion 4.4); en AG' las cargas parciales atdmicas de los 4&tomos
que desaparecen son removidas, en AG" los potenciales de van der Waals y radios atdmicos de
los 4&tomos que desaparecen son reemplazados a cero y los potenciales de van der Waals y
radios atomicos de los atomos que aparecen son creados, y finalmente en AG" las cargas

parciales atomicas de los &tomos que aparecen son considerados en el célculo.

Los valores de desviacion estandar fueron estimados a través de andlisis de datos por

bloque para corregir los efectos de correlacion entre los datos procesados. El anélisis por
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blogue consiste en dividir la lista de 0V/oA obtenidos desde las dindmicas de DM en N,
blogues, a continuacion se calcula el promedio de 6V/o\ para cada blogque y la desviacion
estandar de la media de estos bloques y finalmente se hace lo mismo con bloques de diferente
tamafo hasta encontrar el bloque mas grande con un minimo error. En general, se elige el
tamafio de blogque més grande posible para evitar la correlacion entre bloques. Para cada
lambda, el error estdndar de la media es calculado tal como se muestra en la ecuacion 11,
donde 0V/oA; es la diferencia de energia libre del bloque i, 6V’/0k es el promedio de la

diferencia de energia libre y Ny es el nimero total de bloques.

Np
1 , 2
i < Dfaon-anazy o
i=1

Los valores de energia libre relativa de interaccion E-selectina-oligosacarido, muestran
que los derivados de sLe* tienen una mayor afinidad en comparacion al compuesto de
referencia (sLe), los cuales son consistentes con la evidencia experimental obtenidos por
estudios de ITC. De acuerdo a estos resultados, el método de TI entrega la mejor correlacién
con los valores de energias libres de unién experimentales (r?=0.84) en comparacion a lo
observado con el método BAR (r*=0.73) y MBAR (r?=0.80), tal como se muestra en la figura
14. El promedio de desviaciones estandar de todos los métodos es aproximadamente * 0.2
kcal/mol y el promedio de los errores absolutos para las metodologias Tl, BAR y MBAR son
0.33, 0.32 y 0.30 kcal/mol, lo cual puede ser considerado como un resultado excelente,
considerando el niumero de 4tomos transmutados y la marcada diferencia estructural entre los
oligosacaridos estudiados. Estos resultados indican que las condiciones utilizadas para realizar
las DM y los parametros del campo de fuerza empleados para construir los sistemas, son
apropiados para determinar energias libres relativas de los sistemas aqui estudiados.
Particularmente, el método de TI resulta ser el mas adecuado para el estudio de complejos E-

selectina-oligosacarido, ya que reproduce de buena manera diferencias muy sutiles en las
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energias libres de unién con un error por debajo de 0.7 kcal/mol para el conjunto de
oligosacéridos estudiado.

Tabla 3. Valores de energia libre relativa (AAGuyni¢n) Obtenidos para el estudio de nueve
transmutaciones E-selectina-oligosacarido mediante las metodologias TI, BAR y MBAR. Los
valores de desviacion estandar se encuentran reportados junto a los valores calculados
correspondientes a cada método. Los valores de energia libre experimentales fueron obtenidos
desde medidas de ITC realizadas por la investigacién de Ernst y colaboradores®®. Los errores
absolutos reportados son la diferencia entre los valores de energia libre relativa experimental y
los calculados. El error de los valores experimentales es alrededor de 0.2 kcal/mol. En la tabla,

todos los valores son reportados en kcal/mol.

Energia libre de unién relativa (AAG)

Transmutacion Nl;g?r:gsde Métodos Alquimicos Frror Absoluto
transmutados Experimental
Tl BAR MBAR TI BAR MBAR
1-2 13 053+£0.3 084+0.2 091+0.2 0.60 0.07 0.24 0.31
1-3 10 144+01 176+0.1 196+0.1 1.86 0.42 0.10 0.10
1-4 12 062+0.2 1.28+0.1 1.16+0.2 0.71 0.09 0.57 0.45
1-5 25 1.20+0.3 1.34+0.2 136%0.3 1.60 0.40 0.26 0.24
1-6 22 169+0.1 256+03 265+0.2 2.29 0.60 0.27 0.36
2-3 03 065+0.1 0.74+0.3 0.89+0.1 1.26 0.65 0.52 0.37
556 03 0.37+0.1 032+0.1 0.35+0.1 0.69 0.32 0.37 0.34
45 13 1.04+0.2 053+0.2 056=+0.1 0.88 0.16 0.35 0.32
46 10 128+0.1 1.83+01 1.79%0.1 1.58 0.30 0.25 0.21
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TI

Calculated AAG (kcal/mol)

BAR

Calculated AAG (kcal/mol)

MBAR

Calculated AAG (kcal/mol)

0,0 1,0 2,0 3,0

Experimental AAG (kcal/mol)

Figura 14. Correlacion entre las energias libres de union relativas (AAGunisn) experimentales y
obtenidas mediante los métodos TI, BAR y MBAR en kcal mol™, para los complejos E-
selectina-oligosacérido estudiados. La correlacion se realiz6 empleando nueve valores

AAGynisn, tal como se describen en la tabla 3.

Un segundo enfoque para realizar el calculo de energia libre de asociacion E-selectina-
oligosacarido es mediante el uso de métodos menos rigurosos que combinan célculos de
mecanica molecular y modelos de solvatacion continua como MM/PBSA y MM/GBSA. Para
obtener estimaciones precisas de la energia libre de asociacion estos métodos requieren

trayectorias de DM equilibradas. Para determinar la energia de asociacion de los seis
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complejos E-selectina-oligosacarido fueron realizadas simulaciones de DM de 20ns utilizando
el campo de fuerza GLYCAM Yy siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 3.2. La
determinacion de la evolucion en el tiempo del sistema, representado por la desviacion
cuadrada media (RMSD) revela que los sistemas alcanzan el equilibrio después de los 10ns,

tal como se muestra en la figura 15.

4,0

3.0 Complejo 6

2,0
1,0 WVJW\JW“‘ d L'WW“‘WW'W“W I
0,0
4,0

RMSD (A)

3,0

2,0
1,0
0,0
4,0

Complejo 5

RMSD (A)

3,0

2,0 A l

1,0

0,0 i
4,0

RMSD (A)

Complejo 4

3,0
2,0 Complejo 3

10 VU AV

0,0
4,0
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3,0

RMSD (A)

2,0 Complejo 2

0,0
4,0

3,0

RMSD (A)

20 L“‘ A H m Complejo 1
1,0

0,0
0 5 10 15 20
tiempo (ns)

Figura 15. RMSDs para los complejos E-selectina-oligosacarido desde el complejo 1 (sLe*) al
6 respectivamente. RMSDs fue obtenido considerando el esqueleto proteico y los atomos
pesados de cada oligosacérido.
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La tabla 4 resume los valores de energia libre relativa de asociacion obtenidos por los
métodos MM/PBSA y MM/GBSA para las nueve transmutaciones E-selectina-oligosacarido
estudiadas. La correlacion entre los valores calculados y los experimentales depende en gran
medida del modelo de solvatacion implicita empleado en los célculos (PBSA o GBSA). En
relacién a estos resultados, el método MM/GBSA correlaciona mejor los resultados (r* = 0.75)
que el método MM/PBSA (r? = 0.73) para los sistemas estudiados (Figura 16). El promedio de
desviacion estandar para estos métodos es aproximadamente + 0.1 kcalmol™. El error absoluto
promedio para la obtencion de las energias libres relativas para MM/GBSA y MM/PBSA son
2.7 kcalmol™ y 0.3 kcalmol™, respectivamente. En consecuencia, estos resultados nos permiten
aseverar que los métodos aproximados son capaces de reproducir los valores de energia de

unién E-selectina-oligosacarido como los métodos mas rigurosos.

Tabla 4. Valores de energia libre relativa (AAG) para las nueve transmutaciones E-selectina-
oligosacarido obtenidas por MM/PBSA y MM/GBSA en kcalmol™. Los valores de energia
libre experimentales fueron obtenidos desde medidas de ITC realizadas por la investigacion de
Ernst y colaboradores®®. Los errores absolutos reportados son la diferencia entre los valores de
energia libre relativa experimental y los calculados. El error de los valores experimentales es

alrededor de 0.2 kcal/mol. En la tabla, todos los valores son reportados en kcal/mol.

Energia libre Relativa (AAG) Error Absoluto
Sistemas
MM/GBSA MM/PBSA Experimental MM/GBSA MM/PBSA
152 0.05+0.0 0.49+0.1 0.60 0.55 0.11
1-3 5.02+0.1 2.06 £0.1 1.86 3.16 0.20
1-4 4.96 + 0.0 0.33+0.0 0.71 4.25 0.38
1-5 154+0.1 1.23+0.2 1.60 0.06 0.37
16 3.88+0.1 1.57+0.2 2.29 1.59 0.72
2-3 2.34+0.1 1.58+0.0 1.26 1.08 0.32
556 3.80+0.0 0.34+0.0 0.69 3.11 0.35
45 534+0.1 0.90 £0.2 0.88 4.46 0.02
4 -6 7.68+0.1 1.24+0.2 1.58 6.10 0.34
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Figura 16. Correlacion entre las energias libres de union relativas (AAGunisn) €Xperimentales y
obtenidas mediante los métodos MM/GBSA y MM/PBSA en kcal mol™, para los complejos E-
selectina-oligosacarido estudiados. La correlacion se realizd empleando nueve valores

AAGunisn, tal como se describen en la tabla 3.

4.2.2 Calculos de energia de interaccion mediante MM/PBSA y MMGBSA

En base a los resultados obtenidos en la seccién anterior, y debido al alto costo
computacional que implica la obtencion de energias libres relativas para complejos E-
selectina-ligando por métodos como TI, BAR y MBAR, se han seleccionado los métodos
MM/PBSA y MM/GBSA para determinar la energia libre de los compuestos seleccionados
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desde el estudio de screening virtual. Como se menciond anteriormente, estos métodos
requieren trayectorias de DM equilibradas para obtener una estimacion mas precisa de las
propiedades termodinamicas del sistema en estudio. De esta forma, para determinar la energia
libre de asociacion E-selectina-ligando se consideré un tiempo de simulacion de 20 ns por
cada complejo, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.2. Para determinar la
estabilidad en el tiempo de los complejos estudiados, fue obtenido el RMSD de cada sistema,
tal como se muestra en el anexo 7.2. A partir del analisis del RMSD para cada complejo, se
pudo inferir que luego de 10 ns de simulacién los complejos estudiados alcanzan el equilibrio,
manteniendo trayectorias estables para realizar los célculos de energia libre. EI calculo de
energia libre de union mediante estos métodos aproximados se realiz6 considerando una
constante dieléctrica de 80 para representar al solvente y una constante dieléctrica de 1 para
representar el soluto. Los valores de energia libre de union obtenidos para los complejos
formados por los compuestos seleccionados desde el estudio de Screening virtual y la proteina
E-selectina se encuentran reportados en la tabla 5.

Con el fin de comparar los resultados de energia libre de los compuestos seleccionados
desde el estudio de screening virtual y el sLe*, fue obtenido el valor de energia libre (AG) del
tetrasacarido de Lewis desde el estudio anterior, el cual presenta valores de energia libre de
interaccion (AG) -13 + 0.5 kcalmol™ y -12.8 + 0.2 kcalmol™, obtenidos por MM/GBSA y
MM/PBSA, respectivamente. De acuerdo a este valor, los resultados obtenidos para los
sistemas E-selectina-ligando muestran que s6lo los compuestos 1 y 6 podrian antagonizar la
interaccion entre la proteina E-selectina y sLe”. Por otro lado los resultados muestran que el
resto de los compuestos presentan valores de afinidad similares por la proteina E-selectina (~
9.0 kcalmol™) a excepcién de los compuestos 7 y 10, los cuales difieren en mas de 9 kcalmol™
en comparacién al ligando fisioldgico. Basado en estos resultados, sélo el compuesto 1 y 6
puede ser considerado como potenciales inhibidores de la proteina E-selectina ya que los
compuestos restantes exhiben una gran diferencia energética en comparacion a sLe* (> 4
kcal/mol). No obstante, es necesario tener en cuenta que estos métodos son aln aproximados y
no representan el valor de la energia libre de union real. Con el fin de obtener la energia libre

de union E-selectina-ligando experimental de los compuestos seleccionados desde Screening
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virtual, fueron realizados estudios de espectroscopia de Fluorescencia, tal como se muestra en

la seccién 4.3.

Tabla 5. Energias libres de union E-selectina-ligando obtenidas desde simulaciones de DM
mediante los métodos MM/PBSA y MM/GBSA (kcal mol™). Las desviaciones estandar son
reportadas junto a los valores correspondientes a cada método. El valor experimental para la
asociacion E-selectina-ligando fue obtenido desde experimentos de ITC realizados por Ernst y

colaboradores.

Complejos Energia Libre E-selectina-ligando (AG kcal mol'l)

MM/GBSA MM/PBSA
E-selectina-compuesto 1 -15.2+0.5 -145+04
E-selectina-compuesto 2 -9.1+0.2 -8.6 £ 0.6
E-selectina-compuesto 3 -8.0+0.1 -8.1+0.2
E-selectina-compuesto 4 -9.3+0,7 -9.1+0.3
E-selectina-compuesto 5 -8.2+0.3 -7.0+£0.3
E-selectina-compuesto 6 -16.4£0.8 -14.2+0.4
E-selectina-compuesto 7 -4.6+0.1 -3.1+0.2
E-selectina-compuesto 8 -9.6+0.9 -9.3+0.6
E-selectina-compuesto 9 -12.8+1.2 -10.3+0.5
E-selectina-compuesto 10 -4.0+0.6 -48+04




4.3 Determinacion experimental de K4 E-selectina-ligando

Con el fin de obtener los valores experimentales de energia de asociacion proteina-
ligando, los diez compuestos seleccionados fueron adquiridos comercialmente (Pharmeks,
Moscu, Rusia; http://pharmeks.com/). Posteriormente, se realizaron estudios de afinidad
mediante el uso de espectroscopia de fluorescencia. Sin embargo, durante el proceso de
andlisis solo fue posible estudiar cuatro compuestos de los diez adquiridos comercialmente,
debido a que seis compuestos resultaron tener baja o nula solubilidad en agua. La figura 17
muestra la estructura y los valores de afinidad obtenidos (AutoDock-Vina, MM/PBSA vy

MM/GBSA) para los compuestos estudiados experimentalmente.

La determinacion experimental de las constantes de disociacién (Kq) E-selectina-
ligando para los cuatro compuestos seleccionados desde Screening virtual, se ha realizado
mediante espectroscopia de fluorescencia. Las Ky para los compuestos fueron determinadas
mediante un método indirecto midiendo el “quenching” de fluorescencia de cada compuesto
en presencia de la proteina E-selectina. Los valores obtenidos fueron analizados utilizando la

siguiente ecuacion:

_ (Fo— Fo)Ly

12
Kp + L (12)

donde; F y Fo son las medidas en la intensidad de emision de fluorescencia del ligando en
solucion en presencia y en ausencia de la proteina, respectivamente, F,, es la intensidad de
fluorescencia cuando la proteina se encuentra saturada con el ligando, y Ly la concentracion
total de ligando enlazado y no enlazado a la proteina. Esta ecuacion considera estequiometrias
proteina-ligando de 1:1. Las constantes de disociacion (Kg) E-selectina-ligando fueron
obtenidas directamente desde un ajuste de datos no lineal de minimos cuadrados. La figura 18
muestra la grafica de regresion no lineal para la determinacion de Ky utilizando el “quenching”

de fluorescencia a diferentes concentraciones de los compuestos seleccionados desde
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Screening virtual, en presencia de la proteina E-selectina. Las energias libres de union
(AGunisn) Y las constantes de disociacion E-selectina-ligando para los cuatro compuestos y el

sLe* se encuentran en la tabla 6.

AGisn (kcal mol)

AutoDock-Vina MM/GBSA MM//PBSA

/\/\ Q)\
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Figura 17. Energia de union (AGunisn) proteina-ligando para los compuestos seleccionados

desde screening virtual.
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Figura 18. Determinacion de Ky para la asociacion E-selectina-ligando mediante la medicion
del “quenching” de fluorescencia de los compuestos seleccionados a pH 7.4. [E-selectin] = 1.6
uM; [compuesto-1] = 0 - 3 mM; [compuesto-2] = 0 — 1.5 mM; [compuesto-3] = 0 — 3 mM;
[compuesto-4] =0 — 2.5 mM.

El valor de Ky para sLe* reportado por otras investigaciones fluctda entre 878 pM — 2
mM®"°. Basandose en estos resultados, se puede inferir que los compuestos seleccionados
pueden ser propuestos como inhibidores candidatos de la proteina E-selectina ya que presentan
afinidades muy similares o mayores que la afinidad del ligando fisiologico, experimentalmente
reportado por Ernst y colaboradores (AGunisn -4.2 + 0.1; Ky ~878 + 93)%*.
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Por otro lado, la correlacion de los valores de energia libre obtenidos con las diversas
metodologias computacionales establece que el método de screening virtual AutoDock-Vina
permite reproducir de mejor manera los valores de energia libre E-selectina-ligando obtenidos
desde estudios experimentales (r> = 0.84) en comparacién a los métodos MM/PBSA vy
MM/GBSA, los cuales presentan valores de correlacion de 0.76 y 0.64, respectivamente. Si
bien los resultados obtenidos por AutoDock-Vina correlacionan los valores con mayor
exactitud que los métodos MM/GBSA y MM/PBSA, es necesario la utilizacion de otras
metodologias para determinar la afinidad de un ligando por una diana cualquiera. De esta
forma, con este resultado sélo aseveramos que AutoDock-Vina es un excelente programa para
realizar la busqueda masiva de compuestos y, a pesar de las restricciones conformacionales de
la proteina, el algoritmo de busqueda que utiliza para muestrear exhaustivamente todos los

modos posibles de unidn entre el ligando y el receptor es muy preciso.

En conclusién, de acuerdo a los resultados computacionales y experimentales
obtenidos, se sugiere que el compuesto 1 (Ky = 333 uM) podria ser considerado como
potencial inhibidor de la proteina E-selectina y candidato a ser utilizado para dirigir los
sistemas nano-transportadores de farmacos hacia esta diana terapéutica.

Tabla 6. Energias libres de unién (kcal mol™) y constante de disociacién (uM) E-selectina-
ligando experimental, obtenida por espectroscopia de fluorescencia.

Complejos Energia libre de unién E-selectina-ligando (AGunisn) Ka (UM)
E-selectina-compuesto 1 -4.7+0.2 333+110
E-selectina-compuesto 2 -4.6+0.2 429 + 140
E-selectina-compuesto 3 -42+0.1 876 + 69
E-selectina-compuesto 4 -4.1+0.2 1012 + 257
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4.4 Calculos de STD-RMN

Los experimentos de STD-RMN permiten estudiar las interacciones receptor-ligando
en solucion. Brevemente, en un experimento de STD-RMN la magnetizacién de los protones
del receptor es especificamente transferida a los protones del ligando durante el estado
enlazado y, si se cumplen las condiciones de intercambio quimico rapido, esta magnetizacion
transferida es recolectada en el estado libre y observada como un diferencial de intensidad (lp -
lsa). Se espera que aquellos protones del ligando en estrecho contacto con el receptor en el
estado enlazado exhiban intensidades significativas, de modo que desde una cuantificacion de
la distribucion de la intensidad, es posible obtener informacion sobre el epitopo de union del
ligando. De esta manera, STD-RMN se ha utilizado para identificar los protones del ligando
que facilitan la unién con el sitio activo de la proteina E-selectina mediante la obtencion de los
factores de amplificacion (STD-AF). Para un cierto tiempo de saturacién, los STD-AF
representan el nimero promedio de moléculas de ligando saturados por molécula de receptor y
son obtenidos mediante la multiplicacion del efecto STD relativo de un hidrégeno dado
(Isto/lo) a una determinada relacion molar de ligando en exceso en relacion a la proteina

(L+/P), tal como se muestra en la ecuacion 13.

IO - ISAT LT ISTD LT
STD —AF = D x T =210 T 13
Iy P I, P (13)

La figura 19 muestra el espectro RMN *H de referencia para el compuesto 1 con la
proteina E-selectina en un exceso de 762 veces de ligando (A) y el espectro STD-RMN
correspondiente (B). El espectro STD muestra las sefiales de los hidrégenos aromaticos,
demostrando que el compuesto 1 se enlaza a la proteina E-selectina. Las sefiales de los
hidrogenos a campo alto, cercanos a las sefiales de los hidrogenos de la proteina, no pueden
ser identificados desde el espectro STD-RMN debido a que la proteina contiene una alta
concentracion de azUcar debido a su formulacion que impide su caracterizacion (5% manitol y

5% trealosa). De acuerdo al analisis de epitopo para el compuesto 1, fue asignado un valor de
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100% al hidrogeno con la mayor intensidad relativa de STD, y las otras sefiales fueron

calculadas considerando la intensidad de éste hidrégeno como referencia.

La figura 20 muestra el grado relativo de saturacion para los hidrogenos aromaticos H,
y Hyp y el hidrégeno H¢ de acuerdo a la grafica STD-AF versus el tiempo de saturacion para un
exceso de ligando de 762:1 en relacion a la concentracion de proteina. De acuerdo a esta
grafica, el 100% de intensidad de STD fue asignada a los hidrogenos aromaticos H,, a
continuacion, considerando al hidrégeno H, como referencia, se asigné un 81% de intensidad
STD al hidrégeno Hs y finalmente un 77% de intensidad de STD a los hidrdgenos arométicos
Hp. Por lo tanto, se observa claramente que los hidrogenos H, establecen un mayor contacto
con la proteina que el resto de los hidrégenos del compuesto y evidencia que el anillo

aromatico es importante para la interaccion con el sitio activo de la E-selectina.
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Figura 19. Espectro STD-RMN para el compuesto 1 con la proteina E-selectina: (A) espectro
RMN *H de referencia del compuesto 1 con la proteina E-selectina y (B) espectro STD-RMN
de la solucién del compuesto 1 (3.2 mM) con la proteina E-selectina (50 M) a un tiempo de

saturacion de 2.0 s.
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Figura 20. Gréafica STD-AF versus el tiempo de saturacion (0.5s — 4.9s) para la obtencién del
grado de saturacion relativo de los hidrégenos Ha, Hy y Hr del compuesto 1. Los experimentos
se realizaron considerando un exceso de ligando con respecto a la concentracion de proteina
de 762:1.

4.5 Calculos tedricos STD-RMN mediante CORCEMA-ST

El software CORCEMA-ST fue utilizado para validar los resultados obtenidos desde
los experimentos de STD-RMN y ademas para postular un modelo de asociacion entre el
compuesto 1 y la proteina E-selectina. Para los calculos con el software CORCEMA-ST,
fueron consideradas 100 estructuras, extraidas desde la trayectoria equilibrada de DM, para

emplearlas como punto de partida en los calculos.

La figura 21 muestra las curvas tedricas normalizadas con las intensidades STD-AF
obtenidas por el software CORCEMA-ST para cada hidrégeno del compuesto 1. Los
resultados de CORCEMA-ST representan el promedio de intensidades de STD a un tiempo de
saturacion dado. Conforme a los resultados experimentales obtenidos previamente, los
resultados teoricos indican que los hidrégenos H, y Hyp del anillo aromatico del compuesto 1
estan en intimo contacto con el sitio activo de la proteina E-selectina. Por consiguiente, los

hidrogenos aromaticos H, fueron asignados con un 100% de intensidad de STD y las
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intensidades de los hidrdgenos restantes se asignaron teniendo en cuenta esta sefial como
referencia. Seguidamente, los hidrogenos arométicos Hy, fueron asignados con un 77% de
intensidad de STD, resultado que comprueba que el anillo aromatico permanece en constante
contacto con el sitio activo de la proteina E-selectina. Ademas, los resultados muestran que el
hidrégeno H: presenta una intensidad de 47% vy los hidrogenos Hcq Y He 28% y 23%,
respectivamente. Estos resultados son consistentes con los obtenidos desde el estudio de DM,
en donde se observa que los hidrogenos H. 4 Y He N0 estan en contacto directo con la proteina.
Por lo tanto, no se espera que esta parte del compuesto interaccione fuertemente a la proteina,
lo cual se ve reflejado en los reducidos porcentajes de STD. Con el fin de obtener la
correlacion entre los valores de intensidad de STD tedricos y experimentales se calculd el
factor Rnog de acuerdo a la ecuacién 5. Este pardmetro fue calculado considerando so6lo los
hidrogenos Ha, Hy Y Hf a un tiempo de saturacién de 2s, debido a que son los Unicos valores
experimentales disponibles. El factor Ryoe obtenido (0.57) demuestra que existe una buena
relacion entre los valores experimentales y los calculados. Un valor de Ryoe 0.5 es
considerado aceptable en literatura’. No obstante, para una correcta interpretacion del factor

Rnoe €s necesario considerar todos los hidroégenos del compuesto, lo cual en este caso no fue

posible.
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Figura 21. Gréfica STD-AF versus el tiempo de saturacion (0.5s — 4.9s) teérica para la

obtencion del grado de saturacion relativo de los del compuesto 1.
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4.6 Estudio de asociacion E-selectina-ligando mediante DM.

Con el fin de estudiar las principales interacciones entre la proteina E-selectina y los
cuatro compuestos seleccionados desde el estudio de screening virtual (Figura 17) se
realizaron simulaciones de DM. Las conformaciones iniciales (a t = 0 ns) de las estructuras de
los complejos E-selectina-ligando fueron obtenidas desde el estudio de screening virtual. Las
simulaciones de DM fueron llevadas a cabo por un tiempo de 20 ns, tiempo en el cual se
identificaron los principales modos de interaccion para cada compuesto con los residuos del
sitio activo de la proteina E-selectina. Para estudiar el modelo de asociacidn de cada complejo
se empled el HBonds plugin implementada en el software VMD el cuél puede ser descargado
desde el siguiente link: http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/. El criterio empleado para
realizar el analisis fue utilizar una distancia maxima de 3.0 Angstroms entre dador y aceptor
de enlace de hidrogeno, considerando el angulo D-H-A por defecto en el plugin 20° (20°
menos que el &ngulo cutoff que es 180°). Con respecto al nimero de estructuras estudiadas, se
utilizaron los altimos 200 estructuras de cada DM.

Figura 22. Estructura representativa del complejo E-selectina-sLe* extraida desde la DM.

65


http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/

En la figura 22, se observa que el tetrasacarido sLe* establece una red de enlaces de
hidrdgeno estables con los residuos del sitio activo de la proteina E-selectina Tyr94, Lys111,
Asn105 y Glul07 con una permanencia de 100% a lo largo de toda la dinamica. Ademas el
anillo de fucosa también estabiliza a la formacion del complejo a través de seis enlaces de
hidrdgeno entre los grupos hidroxilo y los residuos Ans105, Asn83, Asn82, Glu80 y Asp106.
Para finalizar, el grupo &cido sidlico (NeuSAc) interacciona con los residuos de las cadenas
principales Arg97, Lys111 y Lys113 a través de interacciones electrostaticas con ~ 90% de
permanencia durante la simulacion. El analisis detallado de permanencia de enlaces de
hidrégeno a lo largo de la DM para el complejo E-selectina-sLe” se encuentra especificado en
la tabla 7. EI modelo de interaccion del complejo E-selectina-sLe* analizado por simulaciones
de DM demuestra que el oligosacarido sLe” presenta los patrones de interaccion similares a los

que han sido reportados por otras investigaciones’?.

Tabla 7. Permanencia de enlaces de hidrogeno (%) entre E-selectina y sLe* a lo largo de la
simulacion de DM y distancia de enlace promedio. Valores extraidos desde los ultimos 10 ns

de la trayectoria de DM.

Residuos E-selectina sLe® Permanencia (%) Distancia promedio (A)
Glu80 Fuc-4-OH 100 1.68
Asn82 Fuc-4-OH 100 2.39
Asn83 Fuc-3-OH 100 2.49

Fuc-2-OH 95 2.18
Tyro4 Gal-4-OH 72 3.21
Asnl105 Gal-6-OH 100 2.65

Fuc-3-OH 83 3.83
Aspl06 Fuc-3-OH 100 3.00
Glul107 Gal-6-OH 94 2.50
Lys111 Gal-6-OH 93 3.26
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El anélisis de asociacion E-selectina-compuesto 1 mediante DM se muestra en la tabla
8. La asociacion entre este compuesto con la proteina E-selectina es principalmente mediante
la formacion de diversos enlaces de hidrogeno (Figura 23) envolviendo; la cadena lateral de
Arg97 y el grupo hidroxilo del anillo fenilo (A) con un porcentaje de permanencia de 100%,
los residuos Tyr94 y Ans95 y el grupo amino (C) con permanencias de 65% y 78%,
respectivamente, la cadena lateral de Lys113 y el atomo de azufre (E) con una permanencia de
86 %, los residuos Lys111l y Glul07 y el grupo amino del anillo 2-sulfanylidene-1,3-
diazinane-4,6-dione (D) con permanencias de 77% y 80% respectivamente, los residuos
Asn105 y Asn82 y el &tomo de oxigeno del grupo carboxilato (B) con permanencias de 82% y
25%, respectivamente.

El compuesto 1 también es estabilizado por cuatro interacciones electrostéticas entre el
grupo carboxilato y los residuos Arg97, Lys111, Lys113 y Arg108 con permanencia de 100%

cada una, a lo largo de toda la DM.

Figura 23. Estructura representativa del complejo E-selectina-compuesto 1 extraida desde la
DM.
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La interaccién del compuesto 1 y la proteina E-selectina fue estudiada mediante STD-
RMN, tal como se discute en la seccion anterior. Los resultados de este estudio concuerdan
con el modelo de asociacion obtenido por DM, en el cual se corrobora que el grupo fenilo
permanece en contacto directo con el sitio activo de la proteina E-selectina al momento de la
asociacion. Este resultado demuestra que la metodologia empleada para parametrizar las
moléculas de ligando y el campo de fuerza utilizado para modelar la proteina y aguas del
sistema permite describir las interacciones intermoleculares que dan paso a la formacion del

complejo de asociacion molecular E-selectina-ligando.

Tabla 8. Permanencia de enlaces de hidrogeno (%) entre E-selectina y compuesto 1 a lo largo
de la simulacion de DM vy distancia de enlace promedio. Valores extraidos desde los ultimos

10 ns de la trayectoria de DM.

Residuos E-selectina Compuesto 1 Permanencia (%) Distancia promedio (A)

Asn82 C=0 (B) 25 452

Tyro4 NH (C) 65 3.32

Arg97 OH (A) 100 2.77
Asn105 C=0 (B) 82 3.28

NH (C) 78 3.76

Glu107 NH (D) 80 3.42
Lys111 NH (D) 77 3.86
Lys113 C=S (E) 86 3.11
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Tabla 9. Permanencia de enlaces de hidrogeno (%) entre E-selectina y compuesto 2 a lo largo
de la simulacion de DM vy distancia de enlace promedio. Valores extraidos desde los Gltimos

10 ns de la trayectoria de DM.

Residuos E-selectina Compuesto 2 Permanencia (%) Distancia promedio (A)

Glu80 NH (B) 60 3.92
Asn82 C=0 (C) 81 3.34
Asn83 C=0 (C) 91 3.16

NH (D) 67 3.81
Arg84 C=S (E) 36 4.23
Arg97 N (A) 80 3.32
Asn105 NH (B) 39 4.12
Asp106 NH (B) 87 3.34

compound 2

Figura 24. Estructura representativa del complejo E-selectina-compuesto 2 extraida desde la
DM.




La figura 24 muestra una representacion del complejo formado por la proteina E-
selectina y el compuesto 2. Tal como se describe en la tabla 5, la formacion de este complejo
se asocia a la formacion de seis enlaces de hidrogeno formados entre la cadena lateral del
residuo Arg97 y el atomo de nitrogeno del anillo imidazol (A) con un porcentaje de
permanencia de 80%, la cadena lateral del residuo Arg84 y el &tomo de azufre del anillo 2-
sulfanylidene-1,3-diazinane-4,6-dione (E) con 36% de permanencia, los residuos Asnl05,
Glu80 y Aspl0l1 y el grupo amida (B) con permanencias de 39%, 60% y 8 %,
respectivamente, los residuos Asn83 y Asn82 y el atomo de oxigeno del anillo 2-
sulfanylidene-1,3-diazinane-4,6-dione (C) con permanencias de 91% y 81%, respectivamente,
y finalmente el &tomo de nitrégeno del anillo 2-sulfanylidene-1,3-diazinane-4,6-dione (D) y la

cadena lateral del residuo Asn83 con un porcentaje de permanencia de 67%.

La figura 25 muestra una representacion del complejo formado por la proteina E-
selectina y el compuesto 3. Este compuesto establece seis enlaces de hidrogeno con diferentes
residuos del sitio activo de la proteina E-selectina, responsables de la estabilidad del complejo
(tabla 10). La formacion de enlaces de hidrégeno involucra; a los residuos Arg97 y Lys99 vy el
grupo carboxilato (B) con un 100% y 91% de permanencia a lo largo de la DM
respectivamente, el residuo Tyr94 y el atomo de hidrégeno del anillo indol (A) con un 62% de
permanencia, los residuos Lys113 y Lys11ll con el aomo de oxigeno del anillo 2-
sulfanylidene-1,3-diazinane-4,6-dione (C) con porcentajes de permanencias de 80% y 82%
respectivamente, y finalmente entre el &tomo de nitrgeno del anillo indol y la cadena lateral
del residuo Glu107 con un 54% de permanencia. Al igual que el compuesto 1 este compuesto
establece cinco interacciones electrostaticas con los residuos del sitio activo de la E-selectina;
Arg97, Lys99, Lys111, Lys113 y Argl108 con permanencias de 100% a durante la DM,
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Tabla 10. Permanencia de enlaces de hidrogeno (%) entre E-selectina y compuesto 3 a lo
largo de la simulacion de DM vy distancia de enlace promedio. Valores extraidos desde los

ultimos 10 ns de la trayectoria de DM.

Residuos E-selectina Compuesto 3 Permanencia (%) Distancia promedio (A)
Tyro4 NH (A) 62 4.15
Arg97 C=0 (B) 100 2.28
Lys99 C=0 (B) 91 3.16
Glu107 NH (A) 54 4.21
Lys111 C=0 (C) 82 3.20
Lys113 C=0 (C) 80 3.24

Lys11ll con
-o Glu107 > Arg97

Figura 25. Estructura representativa del complejo E-selectina-compuesto 3 extraida desde la
DM.

La figura 26 muestra que el complejo E-selectina-compuesto 4 es estabilizado por

cuatro enlaces de hidrégeno, entre; los residuos Asp100 y Lys99 y el &tomo de nitrégeno del
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grupo 1,2,4-triazolidine-3-thione con permanencias de 91% y 100% durante la DM
respectivamente, la cadena lateral del residuo de Arg97 y el &tomo de nitrégeno del anillo de
dihydrophthalazin con 75% de permanencia y el grupo amina del 1,2,4-triazolidine-3-thione y
el residuo Val101 con 81% de permanencia (Tabla 11). EI complejo también es estabilizado
por dos interacciones electrostaticas entre las cadenas laterales de los residuos Arg97 y Lys99
y el grupo carboxilato del grupo benzoato, ambas con 100% de permanencia a lo largo de la
trayectoria de la DM.

Tabla 11. Permanencia de enlaces de hidrdgeno (%) entre E-selectina y compuesto 4 a lo
largo de la simulacién de DM vy distancia de enlace promedio. Valores extraidos desde los

ultimos 10 ns de la trayectoria de DM.

Residuos E-selectina Compuesto 4 Permanencia (%) Distancia promedio (A)
Arg97 N (C) 75 3.33
Lys99 C=0 (D) 100 2.63
Asp100 NH (B) 91 3.11
Val101 NH (B) 81 3.29
compound 4
N Arg97
“val101 o
, o
‘ Aspl100

o 1

Figura 26. Estructura representativa del complejo E-selectina-compuesto 4 extraida desde la
DM.
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4.7 Sintesis nano-transportador dirigido hacia E-selectina

A partir de la busqueda de compuestos y los andlisis energéticos y estructurales
realizados complementando metodologias computacionales y experimentales, se ha
seleccionado el compuesto 1 para orientar el sistema nano-transportador de farmacos. La
sintesis del nano-transportador se realizé mediante el uso de dendrimeros PAMAM de cuarta
generacion (G4), el crosslinker PEG SM(PEG), y el compuesto 1 segun lo descrito en la
seccion 4.9. La figura 11 muestra el esquema de la sintesis del nano-transportador dirigido
PAMAM(G4)-PEG(48%)-Compuesto_1, en la cual el grupo éster de NHS reacciona
especificamente y en forma eficiente a pH 7-9 con los grupos amino superficiales que se
encuentran en el dendrimero mediante la formacion de un enlace amida y el grupo maleimida

reacciona con el grupo tiona a pH 6.5-7.5 mediante la formacion de un enlace tioéter.

El nano-transportador obtenido desde la sintesis de acoplamiento (Figura 27), fue
posteriormente liofilizado y caracterizado mediante espectroscopia RMN *H (Figura 28).
Desde la caracterizacion del nano-transportador mediante RMN *H, en D,0 (& 4.708 ppm), es
posible determinar el grado de sustitucion superficial mediante las integrales de sefiales
caracteristicas de los hidrdgenos presentes en la macromolécula. Asimismo, es posible
determinar el nimero de ligandos acoplados sobre las cadenas de PEG. En la tabla 12 se
muestran las integrales de las sefiales caracteristicas de los hidrégenos presentes en el nano-
transportador PAMAM(G4)-PEG(48%)-Compuesto_1.

H Compuesto 1

HN T 1
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PAMAM-G4 SM(PEG), B’

Figura 27. Esquema simplificado de una rama del Nano-transportador PAMAM(G4)-
PEG(48%)-Compuesto_1.
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Figura 28. Espectro RMN *H en D,O para el nano-transportador PAMAM(G4)-PEG(48%)-

Compuesto_1, con la asignacién de los hidrogenos caracteristicos del sistema.

A partir del espectro RMN *H del nano-transportador se puede observar que la sintesis
de acoplamiento fue exitosa, ya que aparecen las sefiales de los hidrogenos del crosslinker E y

F, y las sefiales de los hidrogenos del compuesto 1 A’, B’ y F’.
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Ya que no es posible realizar la determinacion del grado de sustitucion superficial
utilizando sefiales caracteristicas de los hidrégenos del dendrimero PAMAM, puesto que
también son caracteristicas de los hidrdgenos del crosslinker, se debi6 utilizar el método del
tanteo para tener una aproximacién del nimero de cadenas superficiales de PEG mediante la
cuantificacion de los hidrogenos F, ya que esta sefial es caracteristica s6lo de los hidrégenos
metileno de las cadenas de PEG. Ademas se utilizaron las integrales de las sefiales de los
hidrogenos E del crosslinker y A del dendrimero PAMAM para tener una mayor precision en
la determinacion del namero de PEG unido al sistema. Como la reaccién de acoplamiento se
realiz6 tomando en cuenta relaciones estequiométricas entre las cantidades de reactivo para
alcanzar un méximo de 50% de sustitucion periférica, el espectro de RMN *H se normalizé, en
una primera instancia, asignando el maximo de sustitucién y corroborando las sefiales de los
hidrogenos E y A. De esta forma, se concluye que existe un 48% de sustitucion superficial en
el dendrimero, ya que al normalizar el espectro tomando en cuenta este porcentaje de
sustitucion (496 hidrégenos) se alcanzd la mayor correlacion entre las integrales de los
hidrogenos E y A obtenidos en el espectro y los calculados teéricamente. A partir de esta
misma normalizacion, las integrales de los hidrégenos A’, B’ y F’ dan referencia a que solo
nueve moléculas de compuesto 1 se enlazaron a las cadenas de PEG enlazadas al nano-

transportador.

Es importante sefialar, que la conjugacion superficial de los dendrimeros PAMAM con
el crosslinker bifuncional SM(PEG),, da lugar a una serie de sistemas con distintos grados de
sustitucion. Por lo cual, el grado de sustitucion superficial obtenido a partir del espectro de
RMN *H, es un promedio. Asimismo, a medida que ocurre la sustitucion superficial la
estructura del dendrimero pierde simetria, lo cual se ve reflejado en el ensanchamiento de las

sefiales de los hidrogenos y la pérdida de su resolucion.
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Tabla 12. Asignacion de las sefiales obtenidas en el espectro de RMN *H para el nano-
transportador PAMAM(G4)-PEG(48%)-Compuesto_1.

H 6 (ppm) Integral
A 2.389 373.2
B 2.662 213.2
C 2.852 298.3
D 3.199 372.5
E 3.837 61.9
F 3.548 496.0*
A’ 6.636 17.7
B’ 6.922 17.5
F’ 7.762 9.1

*Sefial escogida para normalizar el espectro de RMN *H.

4.8 Evaluacion de citotoxicidad celular in vitro

Con el fin de evaluar la citotoxicidad in vitro del nano-transportador de farmacos
dirigido hacia la proteina E-selectina, se estudiaron diferentes concentraciones de nano-
transportador (IuM — 200 pM) sobre muestras de células HEK (10° por pocillo). Los
resultados del ensayo se muestran en la figura 29, en donde se muestran graficados los
porcentajes de supervivencia celular del control positivo (C+), el control negativo (C-) y
finalmente del nano-transportador a distintas concentraciones. Los porcentajes de
supervivencia celular fueron asignados tomando como referencia el valor promedio del C+

como 100%. De acuerdo a esto, el porcentaje de supervivencia celular obtenido para el C- fue
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7.2% y ~100% para el nano-transportador para todas las concentraciones estudiadas. Por lo
tanto, de estos resultados se concluye que el nano-transportador dirigido PAMAM(G4)-
PEG(48%)-Compuesto_1 no produce citotoxicidad celular para la linea celular estudiada. Por
otro lado, el dendrimero PAMAM-G4 sin conjugacion superficial también fue estudiado,
obteniéndose un porcentaje de supervivencia celular de 65.7 + 3.8%. Este resultado, confirma
que la conjugacion superficial del dendrimero, con moléculas neutras como el PEG, disminuye
su citotoxicidad celular sin disminuir su solubilidad, convirtiendo a estos sistemas en
excelentes candidatos para ser utilizados en el transporte y la liberacion de farmacos en

sistemas bioldgicos.

Un punto a destacar, es la baja desviacion estandar de los resultados obtenidos, lo cual
demuestra la fiabilidad del ensayo y comprueba que las condiciones empleadas para su

realizacion fueron las 6ptimas.

Asi, con los resultados obtenidos desde este ensayo, se sugiere que el nano-
transportador dirigido  PAMAM(G4)-PEG(48%)-Compuesto_1 puede ser un potencial
candidato para liberar farmacos en el organismo, ya que no presenta citotoxicidad para el
rango de concentraciones estudiadas. Sin embargo, es necesario verificar en ensayos in vivo la
informacion aqui reportada. Por otro lado, en este estudio se ha comprobado la
reproducibilidad y rapidez, que presenta el método de AB al momento de evaluar la

citotoxicidad de compuestos con potencial actividad citotoxica.

77



120 -

g 100 - % _} ‘} ‘} % 1
©
g 60 1 O1uM
E O10uM
3 401 050 uM
50 | 3 0100 uM
0200 uM

C+ C- 1uM 10uM 50 uM 100 uM200 uM

Figura 29. Porcentajes de viabilidad celular para distintas concentraciones de nano-
transportador PAMAM(G4)-PEG(48%)-Compuesto_1 sobre celulas HEK. (C+) control
positivo; (C-) control negativo, y distintas concentraciones de nano-transportador (1M — 200
HM).

78



Capitulo 5. Conclusiones y
Proyecciones
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5.1 Conclusiones

La presente tesis doctoral, tuvo por objetivo complementar metodologias
computacionales y experimentales para disefiar y sintetizar un nuevo sistema nano-
transportador dirigido de farmacos basado estructuralmente en el dendrimero PAMAM-G4
conjugado superficialmente con un 48% de PEG. La proteina con relevancia terapéutica E-
selectina, fue seleccionada como blanco molecular debido a que participa activamente en el
proceso de metastasis celular y no se encuentra expresada constitutivamente en todas las
células endoteliales, sino que su expresion es inducida mediante agentes inflamatorios. Para
lograr que el nano-transportador PAMAM-PEG fuese dirigido hacia la proteina, en su
superficie se unieron nueve moléculas del compuesto que present6 la mayor afinidad por la E-
selectina, llamado “compuesto _1”. Este compuesto fue obtenido a partir de una exhaustiva
busqueda, empleando una base de datos con mas de quince millones de compuestos, mediante
Screening Virtual; método que actualmente ha cobrado gran relevancia en el disefio de

farmacos por computadora.

El disefio y la sintesis del nuevo nano-transportador dirigido de farmacos
“PAMAM(G4)-PEG(48%)-Compuesto_1, se llevd a cabo gracias a la combinacion de
metodologias computacionales y experimentales. A continuacion se describen las conclusiones
que arrojaron los resultados obtenidos para cada una de las metodologias empleadas en esta

investigacion.

En relacion al Screening virtual fue posible determinar diez compuestos antagonistas
para la proteina E-selectina, los cuales presentaron valores de energias libres de union
(AGunisn) E-selectina-ligando en el rango desde -6.6 kcal/mol a -7.4 kcal/mol. Los compuestos
seleccionados, muestran un leve aumento en su afinidad en comparacion al sLe* (-6.5
kcal/mol), sin embargo debido a que la asociacion de los complejos E-selectina-ligando se
caracteriza por presentar una baja afinidad, estos ligandos pueden ser considerados como

potenciales inhibidores de E-selectina.
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Por otra parte, estudios de DM fueron realizados para estudiar en detalle las
interacciones intermoleculares responsables de la asociacion de cada ligando sobre el sitio
activo de la proteina E-selectina. Dichos estudios muestran que los residuos del sitio activo;
Arg97, Lys111, Lys113, Asn82, Tyr94 y Asnl05 desempefian un papel esencial en la
asociacion, puesto que establecen la formacién de enlaces de hidrogeno e interacciones
electrostéticas, las cuales atraen y orientan a los ligandos hacia el sitio activo de la E-selectina.
Entre estas interacciones destaca la establecida entre las lisinas y los grupos carboxilato de tres
de los ligandos seleccionados, donde cada lisina establece la formacion de un enlace de
hidrégeno e interaccion electrostatica con el grupo carboxilato, lo que constituye mayor
estabilidad a la union del ligando. Estos resultados, dan evidencia de que el sitio activo de la
proteina E-selectina, a pesar de ser amplio y estar expuesto al solvente, presenta zonas
relevantes para la asociacion con ligandos a través de interacciones electrostaticas y la

formacion de enlaces de hidrégeno.

Respecto a los analisis energéticos realizados, se puede concluir que los métodos
alquimicos Tl y MBAR son capaces de reproducir diferencias sutiles en la energia libre
relativa (AAGuynisn) para una serie de analogos de sLe* en comparacion a los valores
experimentales. No obstante, metodologias mas aproximadas como; MM/PBSA y MM/GBSA
han mostrado reproducir los resultados de energia libre interaccion E-selectina-oligosacarido

de manera comparables a los métodos mas rigurosos.

Al igual que los resultados computacionales, los estudios de afinidad E-selectina-
ligando realizados mediante espectroscopia de fluorescencia para obtener los valores de Ky
experimentales, demuestran que los cuatro compuestos seleccionados presentan una moderada
afinidad por la proteina E-selectina (333 uM — 1 mM). Tomando en cuenta, que su ligando
fisioldgico presenta afinidades que fluctan entre 878 UM — 2 mM, se puede concluir que los
compuestos seleccionados pueden ser catalogados como ligandos con gran afinidad por la

proteina E-selectina.

De acuerdo a los resultados obtenidos mediante espectroscopia de fluorescencia, se
escogid al compuesto 1 para realizar estudios STD-RMN. Dicho estudio demostrd que este

compuesto efectivamente se asocia a la proteina E-selectina y da evidencia de que el anillo

81



aromatico es el que presenta la mayor interaccién con su sitio activo. De esta forma, al igual
que los resultados de DM y experimentales, mediante CORCEMA-ST se corrobor6 que los
hidrogenos del anillo aromatico son los que presentan un mayor contacto con el sitio activo de
la E-selectina y que los hidrogenos metilénicos que se encuentran cerca del grupo carboxilato
estdn més expuestos al solvente, y por ende, no se encuentran en contacto directo con la
proteina. Este resultado fue validado mediante la obtencion del factor Ryoe  (0.57), el cual

demuestra que existe una buena correlacion entre los valores experimentales y los tedricos.

El nano-transportador dirigido PAMAM(G4)-PEG(48%)-Compuesto_1 se sometid a
una evaluacion in vitro para determinar su citotoxicidad celular. Los resultados del estudio,
dieron cuenta de que dentro del rango de concentraciones estudiadas (1uM — 200 uM) el nano-
transportador no produce citotoxicidad sobre la linea celular estudiada (HEK). Estos
resultados, confirman que la conjugacion superficial del dendrimero con moléculas de PEG
disminuye su citotoxicidad sin disminuir su solubilidad aparente, logrando potenciar la futura
utilizacion de estos sistemas nano-transportadores para el transporte y la liberacion de

farmacos en sistemas bioldgicos.

Finalmente, esta tesis doctoral ha aportado en la validacion e implementacion de
nuevas metodologias in silico, las cuales permiten la busqueda e identificacion de compuestos
de interés farmacologico en forma relativamente rapida y utilizando recursos computacionales
limitados. En particular, esta investigacion ha entregado gran informacion para ser utilizada
como punto de partida en el disefio y desarrollo de nuevos nano-transportadores dirigidos y la
identificacion de potenciales inhibidores para de la E-selectina u otros receptores con

relevancia terapéutica, para ser empleados a futuro como farmacos.
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5.2 Proyecciones

A partir de lo expuesto anteriormente, se sugiere que el compuesto 1, obtenido desde
metodologias in silico, puede ser un buen punto de partida para futuras optimizaciones en el
desarrollo de nuevos inhibidores de la E-selectina con afinidades en el rango del nanomolar,
para ser empleados como potenciales nuevos farmacos para la terapia del cancer y
enfermedades inflamatorias. Por otro lado, el sistema nano-transportador de farmacos
sintetizado puede ser un potencialmente empleado en pruebas in vivo y asi comprobar si logra

liberar en forma dirigida farmacos contra el cancer.
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7.1 Perfiles de Energia en Calculos de Energia Libre (TI) E-selectina-
oligosacéarido

A continuacion se muestran los perfiles de energia energia formados por oV/oA
(kcal/mol) en funcién de lambda (L) para los sistemas E-selectina-oligosacarido estudiados
mediante TI. Los perfiles de energia formados por dV/d\A (kcal/mol) en funcién de lambda ()
para nueve transmutaciones consideran el oligosacérido libre en solucién acuosa (A) y
asociado a la proteina (B) para el camino directo e inverso. Cada proceso de transmutacion ha
sido dividido en tres etapas (ver seccion 3.3); en AG' las cargas parciales atomicas de los
atomos que desaparecen son removidas, en AG" los potenciales de van der Waals y radios
atémicos de los &tomos que desaparecen son reemplazados a cero y los potenciales de van der
Waals y radios atomicos de los 4tomos que aparecen son creados, y finalmente en AG"' las

cargas parciales atdbmicas de los atomos que aparecen son considerados en el célculo.

Figura 30. 0V/0A (kcal/mol) en funcion de A calculado para la transmutacion en direccion

directa e inversa entre los oligosacaridos 1 — 2 en (a) solucion acuosa y (b) enlazado a la

proteina.
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Figura 31. 0V/OA (kcal/mol) en funcion de A calculado para la transmutacion en direccion

directa e inversa entre los oligosacaridos 1 — 3 en (a) solucion acuosa y (b) enlazado a la

proteina.
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Figura 32. 0V/OA (kcal/mol) en funcion de A calculado para la transmutacion en direccion

directa e inversa entre los oligosacaridos 2 — 3 en (a) solucion acuosa y (b) enlazado a la

proteina.
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Figura 33. 0V/OA (kcal/mol) en funcion de A calculado para la transmutacion en direccion

directa e inversa entre los oligosacaridos 4 — 5 en (a) solucion acuosa y (b) enlazado a la

proteina.
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Figura 34. 0V/OA (kcal/mol) en funcion de A calculado para la transmutacion en direccion

directa e inversa entre los oligosacaridos 4 — 6 en (a) solucion acuosa y (b) enlazado a la

proteina.
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Figura 35. 0V/OA (kcal/mol) en funcion de A calculado para la transmutacion en direccion

directa e inversa entre los oligosacaridos 5 — 6 en (a) solucion acuosa y (b) enlazado a la

proteina.
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Figura 36. 0V/OA (kcal/mol) en funcion de A calculado para la transmutacion en direccion
directa e inversa entre los oligosacaridos 1 — 4 en (a) solucion acuosa y (b) enlazado a la
proteina. En este caso se utilizaron atomos “dummy” debido a que no habia directa relacion en
el niumero de 4tomos para el par de oligosacéridos estudiados en la transmutacion. EI proceso
de transmutacién fue dividido en cuatro sub-etapas; en AG' las cargas parciales atémicas de los
atomos que desaparecen son removidas, en AG" los potenciales de van der Waals y radios
atémicos de los 4tomos que desaparecen son reemplazados a cero, AG" los potenciales de van
der Waals y radios atémicos de los atomos que aparecen son creados, y finalmente, AG' las

cargas parciales atdbmicas de los &tomos que aparecen son considerados en el célculo.
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Figura 37. 0V/OA (kcal/mol) en funcion de A calculado para la transmutacion en direccion
directa e inversa entre los oligosacaridos 1 — 5 en (a) solucion acuosa y (b) enlazado a la
proteina. En este caso se utilizaron dtomos “dummy” debido a que no habia directa relacion en
el niumero de dtomos para el par de oligosacéridos estudiados en la transmutacion. EI proceso
de transmutacién fue dividido en cuatro sub-etapas; en AG' las cargas parciales atémicas de los
4tomos que desaparecen son removidas, en AG" los potenciales de van der Waals y radios
atomicos de los 4tomos que desaparecen son reemplazados a cero, AG" los potenciales de van

der Waals y radios atdmicos de los atomos que aparecen son creados, y finalmente, AG' las

cargas parciales atdbmicas de los &tomos que aparecen son considerados en el célculo.
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Figura 38. 0V/OA (kcal/mol) en funcion de A calculado para la transmutacion en direccion
directa e inversa entre los oligosacaridos 1 — 6 en (a) solucion acuosa y (b) enlazado a la
proteina. En este caso se utilizaron dtomos “dummy” debido a que no habia directa relacion en
el niumero de dtomos para el par de oligosacéridos estudiados en la transmutacion. EI proceso
de transmutacién fue dividido en cuatro sub-etapas; en AG' las cargas parciales atémicas de los
atomos que desaparecen son removidas, en AG" los potenciales de van der Waals y radios
atomicos de los 4tomos que desaparecen son reemplazados a cero, AG" los potenciales de van

der Waals y radios atdmicos de los atomos que aparecen son creados, y finalmente, AG' las

cargas parciales atdbmicas de los &tomos que aparecen son considerados en el célculo.
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7.2 RMSDs para los sistemas E-selectina-ligando respecto a la estructura

promedio para un tiempo total de 20 ns de simulacién.
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