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1-RESUMEN. —

El cancer en Espafia sigue aumentando de forma importante como lo indican las curvas
de incidencia y mortalidad hasta 2040, por lo que, la investigacion es fundamental para
encontrar nuevos farmacos para su tratamiento. El cancer es un conjunto de enfermedades
que, a nivel subcelular, tienen unas sefias de identidad en comun (hallmarks) y entre ellas
estd la desregulacion energética, a través, de la glicolisis aerobica que es fuente
importante de produccion de energia para la intensa biosintesis de que disponen las
células tumorales.

La inhibicién o la disminucion de la produccion de energia a traves de la inhibicion de
los enzimas de la glicolisis puede ser una fuente de nuevos farmacos, importante para el
futuro. Para realizar este proceso, en el presente trabajo, se buscan, en los enzimas,
receptores de alta afinidad farmacoldgica y de estos, los que disponen de ligandos para
por similitud buscar moléculas precursoras de farmacos. La inhibicion enzimatica se basa
en el tipo acompetitivo (los receptores y ligandos se hallan fuera del centro activo
catalitico) y con la ayuda de técnicas bioinformaticas, como la similitud de ligandos y el
cribado virtual molecular, se buscan moléculas precursoras.

Las moléculas enzimaticas adecuadas se localizan en la base de datos PDB y se procesan
con varios programas bioinformaticos especializados (Proteins.Plus) para la busqueda de
receptores. Con respecto a los ligandos se utilizan otros programas especificos como:
Swissimilarity, PyrX, AutodockVina, MOE.

PALABRAS CLAVE: receptor molecular, afinidad farmacologica, ligando,
macromolécula, acoplamiento molecular, cribado molecular.

- RESUMO. -

O cancro en Espafia segue aumentando significativamente como indican as curvas de
incidencia e mortalidade ata 2040, polo que a investigacion é fundamental para atopar
novos farmacos para o seu tratamento. O cancro € un grupo de doenzas que, a nivel
subcelular, tefien sefias de identidade comuns e entre elas esta a desregulacién enerxética,
mediante a glicdlise aerdbica, que é unha importante fonte de producion de enerxia para
unha intensa biosintese dispofiible para as células tumorais.

A inhibicion ou diminucion da producién de enerxia mediante a inhibicion dos encimas
da glicélise pode ser unha fonte importante de novos farmacos para o futuro. Para levar a
cabo este proceso, no presente traballo, buscanse nos encimas receptores con alta
afinidade farmacoloxica, e destes, aqueles que posten ligandos para buscar moléculas
precursoras de farmacos por semellanza. A inhibicidn enzimatica baséase no tipo
acompetitivo (receptores e ligandos estan fora do centro activo catalitico) e coa axuda de
técnicas bioinformaticas, como a semellanza de ligandos e o cribado molecular virtual,
buscanse moléculas precursoras.

As moléculas enzimaticas adecuadas estan localizadas na base de datos PDB e procesadas
con varios programas bioinformaticos especializados (Proteins.Plus) para a busca de
receptores. En canto aos ligandos, utilizanse outros programas especificos como:
Swissimilarity, PyrX, AutodockVina, MOE.



PALABRAS CHAVE: receptor molecular, afinidade farmacoloxica, ligando,
macromolécula, acoplamento molecular, cribado molecular.

-SUMMARY (ABSTRACT). -

Cancer in Spain continues to increase significantly as indicated by the incidence and
mortality curves up to 2040, so research is essential to find new drugs for its treatment.
Cancer is a group of diseases that, at a subcellular level, have common hallmarks and
among them is energy deregulation, through aerobic glycolysis, which is an important
source of energy production for intense biosynthesis available to tumor cells.

The inhibition or decrease of energy production through the inhibition of glycolysis
enzymes may be an important source of new drugs for the future. To carry out this
process, in this work, receptors with high pharmacological affinity are searched for in the
enzymes, and of these, those that have ligands to search for drug precursor molecules by
similarity. Enzymatic inhibition is based on the uncompetitive type (receptors and ligands
are outside the catalytic active center) and with the help of bioinformatic techniques, such
as ligand similarity and virtual molecular screening, precursor molecules are sought.

Suitable enzyme molecules are located in the PDB data base and processed with several
specialized bioinformatics programs (Proteins.Plus) for receptor search. Regarding the
ligands, other specific programs are used such as: Swissimilarity, PyrX, AutodockVina,
MOE.

KEY WORDS: molecular receptor, drug affinity, ligand, macromolecule, molecular
docking, molecular screening.

2-INTRODUCCION.

El cancer después de afios de investigacion y medidas preventivas sigue aumentando de
forma intensa con datos para Espafia, hasta el 2040, muy preocupantes, por lo que hay
necesidad de nuevas terapias y farmacos mas eficientes para enfrentarse a dicha situacion.



En las figuras 1 a 4 se puede visualizar la situacion en Espafia y su prevision de futuro

para la incidencia y mortalidad del cancer.
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Figura 1. Evolucion de la incidencia de céncer en Espafia. Fuente: Observatorio AECC

(https://observatorio.contraelcancer.es/explora/dimensiones-del-cancer ).

18707 =M=

A051 35.124 3
g5z a0 &oe7  1.em -

0-14 15-38 4044 4540 50-54 5550 6084 8580 TD-T4 754

6988 39233

Figura 2: Nuevos casos por rango de edad en Espafia.Fuente: Observatorio AECC

(https://observatorio.contraelcancer.es/explora/dimensiones-del-cancer ).



https://observatorio.contraelcancer.es/explora/dimensiones-del-cancer
https://observatorio.contraelcancer.es/explora/dimensiones-del-cancer

Evolucion de fallecidos en el futuro
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Figura 3: Evolucion de la mortalidad por cancer en Espafia. Fuente: Observatorio AECC
(https://observatorio.contraelcancer.es/explora/dimensiones-del-cancer ).
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Figura 4: Fallecidos por 100000 habitantes por rango de edad. Fuente: Observatorio AECC
(https://observatorio.contraelcancer.es/explora/dimensiones-del-cancer ).

Ademas, el cancer estd avanzando hacia edades mas jovenes como lo demuestra un
estudio de la Universidad de Harvard publicado recientemente en Nature (1).

Confluyendo con esta situacion estd el repunte de los principales factores de riesgo
(alimentacidn, tabaco, obesidad, radiaciones etc.) que ensombrecen el panorama de futuro
y que nos lleva a pensar en la investigacion como la fuente principal de soluciones, por
lo que, la inversion en ciencia debe de ser fuerte y duradera.

El cancer no es una enfermedad Unica, si no, un conjunto de enfermedades (enfermedades
oncolodgicas) que, a nivel subcelular, tienen unas sefias de identidad en comun
(hallmarks)(2).

En 2011 Hannahan y Weinberg publican Hallmarks of Cancer (3) referenciando las
principales areas de investigacion, a nivel bioquimico, que se muestran en la figura 5:
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Figura 5: Objetivos farmaco-terapéuticos (3).

En donde figura el &rea de estudio de la desregulacion energética celular, tipica en la

celula cancerosa, como fuente de inhibidores de la glicolisis aerodbica.

ESTRUCTURA CELULAR DEL CANCER

El céncer se presenta, de forma més habitual, como un tumor maligno sélido con una
estructura interna (3) muy compleja consistente en:

-Células tumorales

-Células de sostén (fibroblastos)
-tejidos estructurales-colégeno.
-Células del sistema inmune

-Células de vasos (endocitos)

-Células nerviosas: terminaciones propioceptivas y del dolor

-Medio ambiente celular

Las células tienen diversas presentaciones fenotipicas desde stem-cells hasta fibroblastos
tumorales o endocitos tumorales (Figura 6).
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Figura 6: Células del medioambiente celular (3).

Las células del sistema inmune comprenden: macréfagos, neutrofilos, linfocitos T y B,
ceélulas NK.

El medio ambiente tumoral se caracteriza por la presencia abundante de &cido lactico
convirtiéndose en un medio acido (pH 6.3 a 6.9) y cuya procedencia es derivada de la
glicolisis aerébica de las células tumorales(4), (5) . La acumulacion de &cido lactico puede
alcanzar concentraciones de 40 mM siendo lo normal de 1,5 a 3 mM. El &cido l4ctico
contribuye al escape inmunoldgico de las células tumorales: células NK y NKT, a partir
de los 20 mM de concentracion sufren apoptosis, también se bloquea la proliferacién de
linfocitos T y la produccidn de interferon gammay de interleukina 4. La inmunosupresion
producida por los receptores lactico/Gpr8 también inhibe las defensas del huésped contra
el crecimiento tumoral (6).

Las celulas dendriticas son células presentadoras de antigeno y tienen un papel
fundamental en la respuesta inmune. Una de sus principales funciones es el
reconocimiento de las células tumorales a través de los antigenos tumorales de los
complejos MHC-11 y MHC-I, lo que lleva a la activacion de los linfocitos T CD4+ y
CD8+, en respuesta a citoquinas del medio ambiente tales como: IL-R, TNF-a, IFN-y que
son producidas por las células NK, NKT y los macréfagos. El acido lactico interrumpe la
diferenciacion de las células dendriticas y hace que sean tolerantes, lo cual conlleva al
aumento de produccion de 1L-10, una potente citoquina inmunosupresora que inhibe la
produccion de citoquinas proinflamatorias como IFN y, TNFa, IL-1, IL-6. Ademas, IL-
10 previene la maduracion de las células dendriticas y la activacion de las células T. El
acido lactico también promueve el desarrollo de células mieloides supresoras (5).

ENZIMAS DE LA GLICOLISIS

La base y fundamento de este estudio esta en el proceso de la glicolisis que se indica en
el siguiente esquema bioquimico (Figura 7):
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Figura 7: Glicdlisis (26).

Los enzimas de la glicolisis de cara al uso de posibles inhibidores en el organismo
humano se pueden clasificar desde el punto de vista farmacol6gico bajo los criterios de:

-Toxicidad/Tolerabilidad. Probabilidad de toxicidad para su uso en el ser humano
-Bioguimicos. Segun ordenacion en la glicolisis.

Enzimas glicolisis-1

-LDHA -PKM2  -TPI

Enzimas glicolisis-2A

-Hexokinasa-2 -FFructokinasa -PFKFB3  -G6Plsomerasa -Aldolasa

Enzimas glicolisis-2B

-GliceraldehidoPDeshidrogenasa -FosfoGliceratoKinasa -FosfoGliceratoMutasa
-Enolasa

Los inhibidores de estos enzimas en el grupo de enzimas glicolisis-1 son los de menor
probabilidad de toxicidad pues:

-LDHA es un punto final en la via glicolitica que en las células normales se usa en pocas
ocasiones (glicolisis anaerobia en células musculares por falta de oxigeno) y es de gran
utilizacion en las células cancerigenas.

-PKM2 en las células cancerosas se presenta frecuentemente como dimero con una Km
muy inferior a la forma tetramérica mas habitual en células normales, por lo que, la
toxicidad puede ser menor en estas ultimas.



-TPI es un enzima que cubre como méaximo el 50% de la via glicolitica por lo que por
muy intensa que sea la inhibicién siempre queda un gran % libre de afectacion con lo que
la toxicidad sera menor.

La estructura y constitucion de estos enzimas se indica a continuacion:
Enzimas glicdlisis-1

-LDH. Enzima l4ctico deshidrogenasa. Es una enzima perteneciente a la categoria de las
Oxido-reductasas y que reduce el piruvato a lactato gracias a que el NADH se oxida a
NAD+.

Este enzima tiene un peso molecular de 140kDa, y esta formada por 4 subunidades. Son
conocidas 3 tipos de subunidades: H(LDHB), M(LDHA), X(LDHC) y que en
combinacion pueden dar lugar a 5 isoformas: LDH-1(H4) (LDH-B) (musculo cardiaco y
eritrocitos), LDH-2(H3M) (musculo cardiaco y células sanguineas). LDH-3(H2M2) (en
los pulmones). LDH-4(HM3) (en rifiones, placenta y pancreas). LDH-5(M4) (LDH-A)
(higado y musculo esquelético). La LDH-A se manifiesta de forma importante en tumores
malignos y, puede, ser un signo de mal prondstico. La LDH-B transforma el lactato en
piruvato para sus maltiples usos ((8)), ((5).

-PK-Enzima Piruvato quinasa. Cataliza la transferencia de un grupo fosfato del
fosfoenolpiruvato al adenosin difosfato (ADP) con lo que se produce una molécula de
piruvato y otra de adenosin trifosfato (ATP). Posee un peso molecular de 60 kDa y consta
de tres monomeros. Esté codificada por 2 genes: HGNC PKLR y HGNC PKM2. PKLR
tiene la secuencia del enzima eritrocitario (PKR) y hepatica (PKL), mientras que PKM2
se manifiesta en el masculo dando lugar a PKM1 y PKM2.La isoforma PKM2 es
caracteristica de células con elevada sintesis de acidos nucleicos en particular de células
tumorales.

En tejidos normales la PKMZ2 es un tetrdmero con alta afinidad molecular, pero en células
tumorales es un dimero con muy baja afinidad que lo que hace es embalsar moléculas
aguas arriba en la glicolisis para favorecer la biosintesis (7), ((9)), ((10).

-TPI-Enzima Triosa Fosfato Isomerasa. Produce la interconversion reversible de los
isébmeros de la triosa fosfato la dihidroxiacetona fosfato y D-gliceraldehido 3-fosfato. Este
enzima es un dimero con dos subunidades idénticas con forma de barril -TIM barrel- en
el centro del cual esta el centro activo en el cual son claves dos aminoacidos: un acido
glutdmico y una histidina (8),(11) .

Enzimas glicdlisis-2A

-HK- HEXOKINASA. -Este enzima fosforila una glucosa a partir de ATP. Son 4
isoenzimas (HK 1-4). HK 1-3 es un dimero de 100 kDa y la HK 4 mondmero de 50 kDa,
esta Ultima se encuentra en gran cantidad en el higado e islotes beta pancreaticos y
controla la neoglucogénesis y la secrecion de insulina. HK1 tiene una presencia muy
ubicuay es la forma predominante en cualquier tejido. HK2 es el enzima principal en los
tejidos insulin sensibles como corazén, muasculo esquelético, tejido adiposo y en una
amplia variedad de tumores. La HK1 y HK2 pueden adherirse a la mitocondria a través
de un motivo estructural ausente en las otras, ademas presentan un efecto citoprotector en
células sanas y neoplasicas con aumento del consumo de glucosa. La regulacion de HK2
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es muy compleja como se indica en la figura 8. La sobreexpresion de HK?2 esté ligada a
la progresion tumoral y de metéstasis (8), (12).
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Figura 8: Vias regulatorias de HK2 en células sanas (12).

-GPl. GLUCOSA-6-FOSFATO ISOMERASA. -Es un enzima que cataliza la reaccion de
glucosa-6-fosfato a fructosa-6-fosfato que es reversible. Se encuentra en el citoplasma y
en la matriz extracelular funciona como factor neurotréfico para cierto tipo de neuronas,
también como citoquina o como factor de crecimiento. Su estructura es de un
homodimero.

Se encuentra involucrada en el desarrollo y progresion de varios canceres. Una elevada
expresion en el glioblastoma y carcinoma de células renales se asocia con mal prondstico.

La GPI no se segrega por células normales, pero si se encuentran niveles elevados en
suero y orina en pacientes con tumores malignos. En el adenocarcinoma de pulmén esta
sobre expresada con valor diagndstico y prondstico(13) .

-PKFK. FOSFOFRUCTOQUINASA (PKFK-1). -Es un enzima que cataliza el paso de
fructosa-6-fosfato a fructosa 1-6 bifosfato y también controla el ritmo de flujo de la
glicolisis. Posee una estructura tetramérica. Existen 3 Isoformas: PFKP (platelet), PFKM
(muscle) y PKFKL (liver). La PKFKP se distingue por su alta prevalencia en diferentes
tipos de cancer como el de mama o el glioblastoma.(14)

PFKFB3.-Es un enzima bifuncional, 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa 3,
juega un papel importante en la regulacion de la glicolisis controlando el nivel estable de
fosfo-fructo quinasa-1 en el citoplasma que es el activador alostérico mas potente de 6-
fosfofructo-1-quinasa (PKF-1), un enzima clave en el ritmo de progreso de la glicolisis.
Existen 4 isoenzimas PFKFB 1-4 que se codifican por diferentes genes de los cuales
PFKFB3 destaca por su sobreexpresion en numerosos canceres. Es un dimero. Debido a
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su papel sobre PKF-1 se postula como un objetivo para generar inhibidores para el
cancer.(15) .

ALDOLASA. - Es un enzima que cataliza la rotura de la fructosa 1,6 difosfato en dos
triosas: dihidroxiacetona fosfato y gliceraldehido 3-fosfato. Existen 3 isoenzimas en el
cuerpo humano codificadas por 3 genes diferentes: Aldolasa-A, Aldolasa-B, Aldolasa-C.
Es un homo tetramero.

La Aldolasa-A se encuentra en el embridn, musculo esquelético adulto y se manifiesta
aumentada en varios tumores. La Aldolasa-B se encuentra preferentemente en el higado.
La Aldolasa-C se encuentra en el hipocampo y células de Purkinje del cerebro. ALDO-A
es una molécula clave en las capacidades de emigracion/invasion de las células del cancer
de pulmén. (8)

Enzimas glicdlisis-2B

-GLICERALDEHIDO-3-FOSFATO-DESHIDROGENASA (GAPDH).- Es un enzima
que produce la conversion reversible del gliceraldehido-3-fosfato (G-3-P) a 1,3-
difosfoglicerato y participa en numerosas funciones celulares ademas de la via glicolitica
como en la exportacion desde el nicleo de tRNAs, replicacion y reparacion del ADN
endocitosis, exocitosis, organizacion del citoesqueleto, metabolismo del hierro,
carcinogénesis y muerte celular (Figura 9). GAPDH con niveles significativamente
elevados se observan en muchos tipos de canceres humanos y, a menudo, se correlacionan
con una supervivencia acortada. GAPDH es un tetrdmero que tiene 4 subunidades
idénticas de 37 kDay el gen codificante se halla en el cromosoma 12 (16).
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Figura 9: Mecanismos reguladores de GAPDH por la insulina e hipoxia (16).

-FOSFOGLICERATOQUINASA (PGK1).-Es un enzima que cataliza el paso de 1-3
difosfoglicerato a 3-fosfoglicerato y la formacion de un ATP. Es la primera reaccion en
generar ATP en la glicélisis anaerdbica. Es un monémero y existen 2 isoenzimas: PGK1
y PGK2 en el genoma humano con genes diferentes. PGK1 con el gen en el cromosoma
X'y se encuentra en casi todos los tejidos y la PGK2 con el gen en el cromosoma 6 y se
manifiesta en la espermiogénesis (17), (18).
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-FOSFOGLICERATOMUTASA (PGAML1).- Es un enzima glucolitico que cataliza la
conversion de 3-fosfoglicerato a 2-fosfoglicerato. En investigaciones recientes se
descubrio que su sobreexpresion esta ligada en varios canceres (mama, esofago, pancreas,
colon, rifion, pulmon, glioma) con el crecimiento tumoral, supervivencia e invasion.

Es una proteina dimérica con dos subunidades diferentes de 30 kD: B (brain) y M
(muscle) que proceden de dos genes diferentes. En humanos, MB-PGAM principalmente
en el corazén, BB-PGAM en el cerebro, rifion e higado, MM-PGAM en células
musculares adultas (19) .

ENOLASA. -Es un enzima que realiza la transformacion de 2-fosfoglicerato a fosfoenol
piruvato durante la glicOlisis. Es un dimero que posee subunidades (a, B, y) con
procedencia de 3 genes diferentes, por la combinacion de las subunidades se producen 5
isoenzimas (aa, af}, ay, BP, yy):

Isoenzima ao o Enolasa 1 se encuentra en una gran variedad de tejidos como higado,
cerebro, bazo, tejido adiposo.

Isoenzima Bf o Enolasa 3 (enolasa especifica muscular) se encuentra en los masculos de
los adultos.

Isoenzima yy o Enolasa 2 (enolasa neuro especifica) se encuentra presente en células
neuronales.

La Enolasa 1 es también una oncoproteina multifuncional presente en la superficie de las
células y en el citoplasma que contribuye a afectar a siete de los diez “hallmarks of
cancer”: su funcion glucolitica desregula su bioenergética, mantiene la proliferacion
celular, inhibe la apoptosis celular, también inhibe la apoptosis y ayuda al tumor a evitar
la destruccion inmune. En la superficie celular actia como receptor del plasminégeno
promoviendo la capacidad de invasion del cancer y metastasis a través de la induccién de
angiogeénesis (20), (21).

METABOLISMO ENERGETICO DEL CANCER

Las células cancerigenas pueden obtener energia por varias vias())(6):
-Glicolisis aerdbica

-Glicdlisis anaerobica

-Oxidacidn del acido piravico via ciclo de Krebs

-Por LDHB pasando el acido lactico a piravico

Glicdlisis Aerdbica. —Es el proceso de glicélisis con punto final en la formacion de acido
lactico (Figura 7) que ocurre en el citosol y con presencia de oxigeno.

Alteraciones como la inestabilidad génica, la mutagénesis, la expresion génica aberrante
y vias de sefializacion alteradas causan cambios en la via glucolitica en un 70-80 % de
los canceres humanos que conducen a la glicélisis Aerobica (efecto Warburg). El fenotipo
glucolitico es un componente esencial de la reprogramacion de las células cancerosas y
ocurre en la oncogénesis temprana incluso antes de que se desarrolle la hipoxia tisular

(6).
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Este proceso de glucdlisis aerobia ocurre como resultado de la activacion de:

-regulador maestro HIF-1a (normoxémico e hipoxémico)

-oncogenes promotores del crecimiento celular (cMyc, mTORC1, Akt,K-ras) (Figura 10)
-vias de sefializacién (PI3K/Akt/mTORC1, Ras/Raf/Mek/ERK)

-transportadores de glucosa (GLUT1) y lactato (MCT4)

-enzimas glucoliticas clave (HK2, PFK1, ENO1, PKM2, LDHA) (Figura 8)

Y con la pérdida de funcidn de:

-supresores tumorales (p53 mutante, PTEN mutante), micro RNAs 29, 143 y 144,
sirtuinas 3y 6

-via de sefalizacién AMPK

(6).(9) .
Glucosa {exterma)
r —_ e A GLUTI
pVHL !
Gilucosa (interma)
HE1 |
HKZ
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GF l
Frictosa &-1
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H I F_ I Dihidroxiacetona-P
/‘ -
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Figural0: Transporte de glucosay glic6lisis. Regulacion por diversos oncogenes (9).

Glicolisis Anaerobia. -

Como cualquier otra célula la celula cancerosa puede usar este proceso para obtener
energia ante una falta de oxigeno importante, su destino final también es el acido lactico.

Oxidacion del 4cido piravico por via del ciclo de Krebs. —
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Es la via principal de obtencion de energia en las células normales, se realiza en las
mitocondrias con un rendimiento energético elevado, pero con un proceso lento debido a
las multiples reacciones de este ciclo de acidos tricarboxilicos (Figura 11).
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Proliferating cancer cell

Enhanced anabolic pathways
Figurall: Vias anabolicas y catabdlicas primarias de las células cancerosas (22).

En las células cancerosas también ocurre esta via energética que, a pesar, de que la via
principal es la glicolisis aerdbica muchas células cancerosas mantienen intactas dicha
capacidad en sus mitocondrias (4).

Por LDBH pasando el acido lactico a piravico. —

El enzima LDHB produce la conversion de lactato en piruvato en las células que usan el
acido lactico como nutriente para el metabolismo oxidativo o para la gluconeogeénesis.
Los protones generados por este enzima promueven la acidificacion lisosomal
dependiente de la V-ATPasa y la autofagia, creando una fuente adicional energética y
biosintética en microambientes restrictivos.

La importancia de LDHB en la progresion de varios tumores se vio en diversas
publicaciones. La intervencion directa del enzima Aurora-A con LDHB resulta en la
fosforilacion del enzima y los aumentos resultantes en la actividad catalitica potencian la
generacion del NAD+, el flujo glucolitico y la biosintesis de metabolitos glicoderivados,
con lo que todo ello facilita la progresion tumoral (23) .

En resumen, la via preferente suele ser la glicélisis aerobica (efecto Wartburg) en la que,
a pesar de, tener O suficiente elige la glicolisis que aun siendo mucho menos eficiente
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con respecto a la via del piruvato (2/36ATP) es mucho méas adecuada para nutrir de
moléculas a los intensos procesos de biosintesis y mucho més rapida alcanzando hasta
200 ciclos por cada uno de la via del piruvato. Esta via produce un enorme exceso de
acido lactico alcanzando las 400 moléculas, por ninguna en la via del piruvato, que va a
acidificar el medio ambiente tumoral (6), (5).

El cancer basa su produccion de energia, principalmente, en solo dos enzimas que
son:

-FOSFOGLICERATO QUINASA (PGK1)
-PIRUVATO QUINASA-M2(PKM2)

Y su defensa contra el sistema Inmune que es:
-LACTICO DESHIDROGENASA-A(LDHA)

El tumor conforme aumenta su crecimiento produce una importante deplecion de
nutrientes -glucosa, glutamina, aminoacidos, lipidos, etc.-desde el torrente sanguineo vy,
ademas, produce sustancias anorexigenos que llevan al organismo a una situacién de
dificil manejo, salvo, que se instauren terapias efectivas que faciliten la recuperacion.

La disminucion de la produccién de energia y biosintesis puede ser una medida
terapéutica eficaz que frenaria el crecimiento tumoral y, ademas, actuaria disminuyendo
la produccion de cido lactico que ayudaria a la recuperacion de la funcion de las células
del sistema inmune aumentando las defensas antitumorales.

INHIBICION ACOMPETITIVA

Una de las vias para conseguir disminuir la produccién de energia por parte de las células
cancerosas es a través de la inhibicién enzimatica acompetitiva de los multiples enzimas
de la glicolisis. Esto es el objetivo de este trabajo académico de investigacion.

La inhibicion enzimatica acompetitiva consiste en que el inhibidor no se une en el mismo
sitio que el sustrato, pero su union al enzima aumenta la afinidad del sustrato por el
enzima, dificultado su disociacién e impidiendo la formacion de los productos
(25) (Figuras 12 y 13).

Inhibidor
Sustrato \ / acompetitivo

Il

&

Figura 12: Esquema simple de la inhibicion acompetitiva (25).
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Figura 13: Rectas de doble reciproco, la del rojo corresponde al inhibidor acompetitivo
(25).

DESCUBRIMIENTO DE NUEVOS FARMACOS ASISTIDO POR ORDENADOR

El metabolismo ha emergido con un papel esencial en el cancer, su papel central en todos
los estadios de la enfermedad sugiere, que farmacos basados en el Metabolismo sean
esenciales para el tratamiento efectivo y cura del cancer (2).

En este trabajo se visualiza un &rea prometedora de nuevos farmacos y poco explorada,
hasta el momento, que es la bioenergética del cancer.

En esta nueva blsqueda de nuevos farmacos se van a utilizar dos técnicas bioinformaticas
avanzadas que son:

-Docking (acoplamiento) molecular:

Es un método que hace predicciones sobre la conformacion mas adecuada de una
molécula al estar unida con otra con la finalidad de formar un complejo estable. Predice
la fuerza de asociacion o la afinidad de enlace usando funciones de scoring (puntuacion).
Se usan programas como:

AutodockVina, Autodock4, Pyrx.

-Cribado virtual molecular:

El cribado virtual molecular es un proceso de filtrado por ordenador de moléculas
depositadas en base de datos, sintéticamente accesibles, para obtener potenciales
candidatos a farmacos.

La busqueda de nuevos farmacos candidatos a través del cribado virtual (VS, virtual
screening) se realiza en bases de datos moleculares (quimiotecas virtuales) de las cuales
se muestran varios ejemplos a continuacion:

Bases de datos generalistas:

ZINC 20: https://zinc.docking.org/
CHEMBL.: https://www.ebi.ac.uk/chembl/
DRUGBANK: https://go.drugbank.com/
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Bases de datos especializadas-Metabolémica en plantas:

MPD3: https://mpd3.com/

PDTDB: https://pdt.biogem.org/search.php/https

KANAY A: http://www.knapsackfamily.com/KNApSAcK/

Se pueden usar multiples programas:

PyrX/AutodockVina/SwissDock/Jamda /MOE

3-OBJETIVOS.

Este estudio académico consta de una primera fase de busqueda de receptores enzimaticos
de alta afinidad farmacoldgica utilizando sistemas bioinformaticos especializados, otra
fase de localizacion de ligandos moleculares y, a través, del método de similitud de
ligandos conseguir listados de moléculas para usar como futuros farmacos. Se plantean
los siguientes objetivos:

1.- Buscar dianas con alto potencial farmacoldgico, para el cancer, en los enzimas de la
glicdlisis y generar el mapa de dichos receptores con sus caracteristicas estructurales.

2.- Con la base de datos PDB vy el programa informatico ProteinsPlus/Siena conseguir la
relacién de ligandos asociados a cada receptor del objetivo 1.

3.- En el receptor P_1 del enzima TPI obtener un archivo de ligandos para docking
molecular con el método de similitud de ligandos (SwissSimilarity).

4-MATERIAL Y METODOS.

En este estudio de investigacion académico se usaron multiples programas informéticos
para cubrir las diversas facetas de la investigacion. A continuacion, se describen los
recursos utilizados para la consecucion de los objetivos planteados para este estudio.

PDB (Protein Data Bank).- https://www.rcsb.org/

- Es una de las mayores bases de datos de proteinas estructurales conocidas, mas de
200000 estructuras fisicas en PDB.

En la eleccion de la estructura de la proteina adecuada se utilizaron los siguientes
criterios:

-proteina de Homo sapiens

-variante mas frecuente en el cancer
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-tipo nativo preferentemente
-criterios S-Profiler (ProteinsPlus) estructurales

-criterios EDIA (ProteinsPlus) de densidad electronica

ProteinsPlus (Hamburg).- https://proteins.plus/

Es un sistema informéatico muy complejo y con maltiples programas especializados que
ofrece la universidad de Hamburgo de forma on-line.
De entre ellos los mas usados en este trabajo académico son:

-StructureProfiler. — https://proteins.plus/StructureProfiler

Programa para estudio de la estructura de las macromoléculas con diversos parametros el
primero es la resolucion estructural que debe de ser igual o inferior a 2.5 angstroms. Se
suele utilizar en la opcion modo combinado.

-EDIA. - https://proteins.plus/EDIA

Programa que permite cuantificar el encaje de un 4&tomo o un conjunto de 4tomos en la
densidad electronica. La funcion de puntuacion de la densidad electronica para atomos
individuales cuantifica el encaje de la densidad electrénica de un atomo y para un
conjunto de atomos. EDIA indica la puntuacién a través de una gradacion de color que se
puede expresar sobre la propia proteina (Figura 14). Se utiliza como criterio,
complementario, en la eleccion de las moléculas del PDB.

Figura 14: Resultados obtenidos empleando el programa

-DogsiteScorer.- https://proteins.plus/DogsiteScorer

Es un programa que introducido el codigo PDB de la macromolécula calcula las zonas en
3D que pueden ser receptores farmacoldgicos con un indice de afinidad farmacoldgica
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(0-1) ademés de datos estructurales del receptor correspondiente. Cada receptor
determinado puede servir de base para el siguiente programa que es Siena (24).

-Siena.- .- https://proteins.plus/DogsiteScorer /Siena

Una vez elegido el receptor farmacologico con DogsiteScorer se transfiere a Siena que
busca las macromoléculas que dispongan de un receptor igual o similar (1-0,7) en la base
de datos PDB, ademas se indica si existen ligandos y cuales son (24).

-Jamda.- https://proteins.plus/Jamda

Programa informatico del grupo ProteinPlus de la universidad de Hamburgo dedicado al
docking y cribado molecular que en conexién directa con DogsiteScorer y Siena asigna
el receptor empleado en la macromolécula utilizado para docking y los ligandos se
importan en archivos inchi o mol2. En los resultados figura la energia de afinidad y otros
datos.

SWISSDRUGDESIGN. https://www.expasy.org/resources/swissdrugdesign

Es un servidor que contiene herramientas informaticas de disefio de farmacos, desde el
cribado virtual de moléculas (SwissSimilarity), la optimizacion de moléculas lider o lead
(SwissBioisostere) 'y prediccion de dianas de las moléculas pequefias
(SwissTargetPrediction). Esta operado por el Swiss Institute of Biolnformatics
(Lausanne).

SwissSimilarity.- http://www.swisssimilarity.ch/

Programa informatico que busca las moléculas con similitud importante a la original en
maultiples bases de datos internacionales. La molécula original se introduce en el programa
a través de su cédigo smiles.

SwissADME.- http://www.swissadme.ch/

Aplicacion informatica para adquirir los perfiles farmacologicos de moléculas. La
molécula original se aporta en formato smiles. Un apartado importante son los criterios
de “drugability” de la molécula, siendo los mas importantes los criterios de Lipinsky:

-Coeficiente de reparto octanol-agua (logP) inferior a 5

-Poseer un peso molecular inferior a 500 uma (unidad de masa atémica)

-No debe contener mas de diez aceptores de enlaces por puentes de hidrégeno
-No debe contener mas de cinco donadores de enlaces por puentes de hidrogeno

SwissTargetPrediction.- http://www.swisstargetprediction.ch/

Predice un perfil de interacciones conocidas en la base de datos Chembl proporcionandole
la molécula original en formato smiles.

SwissDock.- http://www.swissdock.ch/

Programa informatico para cribado virtual molecular que necesita el aporte de la
macromolécula en un fichero pdb y los ligandos en otro fichero mol2. Los resultados
incluyen un fichero con los datos, entre otros, de la energia de afinidad (-AG).
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PyrX .- https://pyrx.sourceforge.io/

Programa para docking y cribado virtual de moléculas para uso en Windows y que se
apoya en AutodockVina y Autodock4.

AutodockVina.- https://vina.scripps.edu/

Programa para docking y cribado virtual molecular disponible para varios sistemas
operativos: Linux, Windows, Mac.

Utiliza la energia de afinidad como parametro para la ordenacion de moléculas.

AutodockTools.- https://autodock.scripps.edu/

Programas para docking (Autodock4, Autogrid4). Disponible para varios sistemas
operativos. Referidos al docking molecular nos pueden dar resultados de diversos tipos
de energias como:

-energia intermolecular (1)
-energia interna (2)
-energia de torsion (3)
-energia no enlazante (4)

Siendo la Energia de Afinidad = (1) +(2) +(3)-(4)

Discovery Studio.- https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download.

Es un programa informético sofisticado que abarca desde el disefio de moléculas, relacion
ligandos-macromoléculas, preparacion de macromoléculas para docking etc.

Open Babel. https://openbabel.org/wiki/Main_Page

Programa informatico, on-line, de intercambio de formatos de ficheros estructurales de
moléculas. En el sistema de entrada del programa se carga el fichero original y en la zona
de salida se genera un fichero de salida con el formato que se desea y luego se procede a
iniciar el cambio de formato con la opcion correspondiente.

TECNICAS LIGANDO-RECEPTOR:

-Similitud de Ligandos. -

Busqueda de ligandos por similitud molecular a través del programa SwissSimilarity
(http://www.swisssimilarity.ch/ ) conocido un ligando de referencia en formato smiles.
Es un método muy eficiente, pues, con pocos medios técnicos se pueden conseguir
amplios resultados funcionando on-line.

Se carga la molécula de referencia en formato smiles y se escoge una de las opciones que
da el programa: Drugs, Bioactive, Commercial, Synthesizable.

En el caso de la opcion Commercial se realizan las basquedas en la base de datos Zinc-
20 (>180000000 de moléculas) que dispone de las referencias de los laboratorios que las
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comercializan. Para asegurar que las nuevas moléculas cumplan criterios basicos para ser
farmacos se debe de acotar la busqueda a Zinc (Drug-like) (sobre 10000000 de moléculas)
(Figura 15). El proceso se comienza con el método Combined 2D-3D y se continua en
2D Fp2, asi se generan archivos con moléculas en formato smiles.

3 - Select compound library and screening method

2D 3D 2D &3D

ZINC (Drug-like])
ZNC [Lead-Tks]

ZINC {Fragments)

Figura 15: Captura de pantalla de las opciones del programa SwissSimilarity

-Cribado virtual de Ligandos en el receptor. —

Método ya referenciado que se usa cuando no existen ligandos conocidos asociados a
receptores 0 macromoléculas, necesita de una importante capacidad de computacion, pero
es muy versatil, se puede usar en cualquier receptor. En el caso de grandes quimiotecas
se pueden usar programas de inteligencia artificial con sistemas de computacion en
paralelo

Se pueden utilizar, también, multiples programas como: AutodockVina, PyrX,
SwissDock, Jamda, MOE

T.E.S.T (Toxicity Estimation Software Tool ) .- https://www.epa.gov/chemical-
research/toxicity-estimation-software-tool-test

Este tipo de programa informatico se desarroll6 para que facilmente se pueda estimar la
toxicidad de sustancias quimicas utilizando la tecnologia QSARs (Quantitative Structure
Activity Relationships), estos son modelos matematicos que se usan para predecir valores
de toxicidad a partir de las caracteristicas fisicas de la estructura de las moléculas
(descriptores moleculares). Las pruebas toxicoldgicas es frecuente llevarlas a cabo
durante el desarrollo preclinico de una molécula que se pretenda utilizar en humanos.

ARCHIVOS INFORMATICOS MOLECULARES.
Tipos:

.Smiles.- OC(=0)CC[C@H](CP(O)(0)=0)C(0)=0 (Simplified Molecular Input Line
Entry System). Es un tipo de anotacion quimica que permite al usuario representar una
estructura quimica, de tal forma, que pueda ser usada en un ordenador.

Inchi.-InCh1=1S/C6H1107P/c7-5(8)2-1-4(6(9)10)3-14(11,12)13/h4H,1-
3H2,(H,7,8)(H,9,10)(H2,11,12,13)/t4-/m1/s1.(International Chemical Identifier) Es un
identificador de sustancias quimicas disefiado para proporcionar una forma estandar y
legible de codificar la informacion molecular y para facilitar la busqueda de informacion
en bases de datos (IUPAC y NIST).
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.Pdb. Formato de archivo con datos estructurales en 3D original de la base de datos PDB
(Protein Data Bank).

.Pdbqt. Formato de archivo molecular en 3D generado con AutoDockTools y que puede
contener hasta 9 conformeros de una molécula ordenados por su AG (energia de afinidad).

.Mol2 . Es un archivo que se utiliza para almacenar un modelo de molécula. Los datos de
dicho archivo se guardan en formato SYBYL. Técnicamente, Mol2 es un archivo de texto
sin formato que contiene toda la informacion necesaria para visualizar la molécula
(incluidas las coordenadas 3 D). Muy a menudo, los archivos Mol2 estan asociados con
el programa SYBYL-X producido por Tripos.

.sdf (Structure-data file). Es un tipo de formato de archivo de datos de moléculas quimicas
desarrollada por MDL (Biovia) y engloba al formato molfile que contiene informacién
de &tomos, enlaces, conexiones y coordenadas de una molécula.

.mmCIF. Fue desarrollado por la IUCr (International Union of Crystallography) para
ampliar el formato .CIF (Crystallographic Infromation File), de representacion de datos,
utilizado para describir las estructuras de moléculas pequefias y los experimentos de
difraccion asociados.

5-RESULTADOS Y COMENTARIOS.

5.1.-. Buscar dianas con alto potencial farmacologico, para el cancer, en
los enzimas de la Glicolisis y generar el mapa de dichos receptores con
sus caracteristicas estructurales.

Una de las fuentes importantes de datos para este estudio proviene de la base de datos
PDB (Protein Data Bank) y la identificacion de las estructuras de las enzimas de la
glicolisis que se emplearan en posteriores etapas del trabajo. Para ello, se aplicaron los
criterios mencionados en materiales y métodos y se realiz6 una busqueda en la base de
datos del PDB de las enzimas de la glicélisis que tienen disponible su estructura. En la
tabla 1 se recogen los cddigos PDB de las diferentes estructuras seleccionadas.

Tabla 1: Cédigo PDB seleccionado de las enzimas de la glicolisis.

ENZIMAS-GLICOLISIS-2A ENZIMAS-GLICOLISIS-2B ENZIMAS-GLICOLISIS-1
ENZIMA PDB ENZIMA PDB ENZIMA PDB
ALDOLASA 6XMH ENOLASA 3897 LDHA 5W8L
FFRUCTOKINASA | 4xz2 FGLICERATOKINASA 3C38B PIRUVATOKINASAM?2 | 1T5A
G6PISOMERASA | 1LAT FGLICERATOMUTASA 5Y2L TPISOMERASA 4POC
HEXOKINASA NZT GLICERALDEHIDOPDESH | 4WNC

PFKFB3 2L1V

Con los datos estructurales de las moléculas descritas en la tabla 1 y el sistema informaético
Proteinsplus en su variante informéatica DogsiteScorer que describe zonas topoldgicas en
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la macromolécula, basandose en propiedades fisicoquimicas, que se corresponden con
posibles receptores que pueden acoplar ligandos con una afinidad importante y que el
programa define con la variable numérica (0-10) el indice de afinidad farmacolégica (la
probabilidad de ser un receptor con utilidad farmacoldgica). En la siguiente tabla 2, se

ordenan los receptores de alta afinidad farmacolégica (0,8-1) de los enzimas de la

glicolisis. Los criterios de eleccion son:

1-Afinidad farmacoldgica elevada 0,8 a 1.

2-Se eligen al menos 3 receptores por enzima para favorecer el hallazgo de ligandos,

aunque el indice farmacoldgico sea inferior a 0,8.

Tabla 2: Receptores moleculares en enzimas de la glicdlisis ordenados por el indice de afinidad
farmacoldgica

N2 | indice Receptor Enzima PDB
Farmacoldgico
1 0.9 P_0O GPlsomerasa 1IAT
2 0.88 P 1 Enolasa 3B97
3 0.86 P 1 FGliceratoKinasa 3C3B
4 0.86 P_7 PKM?2 1T5A
5 0.85 P_8 PKM?2 1T5A
6 0.84 P 4 Hexokinasa 2NZT
7 0.84 P_8 Hexokinasa 2NZT
8 0.84 P_2 GDPDH 4WNC
9 0.84 P_7 GDPDH 4WNC
10 | 0.83 P_3 GDPDH 4WNC
11 | 0.83 P_4 GDPDH 4WNC
12 | 0.83 P_5 GDPDH 4WNC
13 | 0.83 P_6 GDPDH 4WNC
14 | 0.83 P_6 Hexokinasa 2NZT
15 | 0.82 P_0O FFructokinasa 4x72
16 | 0.82 P_3 Hexokinasa 2NZT
17 | 0.82 P_10 PKM?2 1T5A
18 | 0.82 P_9 PKM2 1T5A
19 | 0.82 P_2 LDHA 5wW8L
20 | 0.82 P_8 GDPDH 4WNC
21 | 0.82 P_12 Enolasa 3B97
22 | 0.82 P_0O FGliceratoMutasa 5Y2I
23 | 0.81 P_9 GDPDH 4WNC
24 | 0.81 P_4 Enolasa 3B97
25 | 0.81 P_1 FFructoKinasa 4X72
26 | 0.81 P_10 FFructoKinasa 4x72
27 | 0.81 P_O PFKFB3 211V
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28 | 0.81 P_1 PKM?2 1T5A
29 | 0.81 P_11 PKM2 1T5A
30 | 0.81 P_16 PKM2 1T5A
31 | 0.81 P_O LDHA S5w8L
32 | 0.81 P_1 LDHA S5w8L
33 | 0.81 P_3 LDHA 5wW8L
34 | 0.80 P_O GDPDH 4WNC
35 | 0.80 PO Enolasa 3B97
36 | 0.80 P_0O FGliceratoKinasa 3C3B
37 | 0.80 P_O Aldolasa 6XMH
38 | 0.80 P_2 Aldolasa 6XMH
39 | 0.80 P_0O Hexokinasa 2NZT
40 | 0.80 P_1 Hexokinasa 2NZT
41 | 0.80 P 2 Hexokinasa 2NZT
42 | 0.80 P_O TPI 4POC
43 | 0.79 P_1 Aldolasa 6XMH
44 | 0.76 P_1 PFKFB3 211v
45 | 0.73 P 2 FGliceratoKinasa 3C3B
46 | 0.73 P 1 FGliceratoMutasa 5Y21
47 | 0.73 P_1 G6PIsomerasa 1IAT
48 | 0.73 P 3 G6PIsomerasa 1IAT
49 | 0.72 P_2 FGliceratomutasa 5Y2I
50 | 0.70 P_1 TPI 4POC
51 | 0.61 P_2 TPI 4POC
52 | 0.55 P_3 PFKFB3 211V

Los receptores, con su afinidad farmacoldgica, también se pueden distribuir por enzimas
de la glicalisis, lo cual, se puede consultar en la Tabla 4 del objetivo 2.

El programa Dogsitescorer aporta multiples datos estructurales de los receptores como:
volumen, superficie interior, etc... que son cuantificables, pero no si el receptor es
superficial o profundo en la macromolécula, lo cual depende de la apreciacion del
observador. Ademas, en la conexién con el programa Siena se pueden obtener los
aminoéacidos que componen el receptor.

En este estudio académico se elige el enzima triosa fosfato isomerasa (TPI) como objetivo
de estudio pormenorizado (Figura 16) y, en particular, el receptor P_1 que es el tema
central del objetivo 3. En la tabla 3 se recogen alguno de los datos estructurales de los
tres receptores obtenidos para el enzima TPI. A continuacion, se estudia el receptor P_1
desde un punto de vista estructural:

23



Figura 16: Receptores obtenidos para la TPI (codigo pdb: 4POC). En violeta se indica el receptor
P_1,enverde el P_2yen amarillo del P_0. Fuente: w3ProteinsPlus/DogsiteScorer

Tabla 3: Datos estructurales de los receptores del enzima TP1.

Receptor | VVolumen en A cubicos | Superficie en A | Indice de afinidad
cuadrados farmacoldgica

PO 673,83 660,19 0,8

P 1 476,11 673,27 0,7

P2 373,56 479,08 0,61

RECEPTOR P_1:

Es un receptor relativamente pequefio en volumen (476,11 A cubicos). A continuacion,
se muestran caracteristicas de tamafo, estructura, 4tomos y aminoacidos provenientes de:

w3. Protein.Plus/Dogsitescorer.
Caracteristicas de tamafio y forma
-volumen (A3) 476,11
-superficie (A% 673,27
-profundidad (2\) 14,54

Caracteristicas de los elementos quimicos del receptor:

-Atomos del receptor 104
-Carbonos (C) 70
-Nitrégenos (N) 14
-Oxigenos (O) 20

Caracteristicas de los grupos funcionales:

-Donantes de enlaces de hidrdgeno 13
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-Aceptores de enlaces de hidrogeno 32

-Metales 0
-Interacciones hidrofébicas 24
-Relacion de hidrofobicidad 0,35

Composicion de aminoacidos:

-Ratio de aminoacidos apolares 0,38
-Ratio de aminoécidos polares 0,42
-Ratio de aminoacidos con carga + 0,12
-Ratio de aminoéacidos con carga - 0,08
Aminoécidos:

-ALA (2), ASN (2), GLU (2), GLY (5), HIS (2), ILE (1), LEU (2), LYS (1), SER (3),
TRH (1), TRP(1), VAL(4) .

RECEPTOR P_1.-

Figura 17: Aminoécidos representados en formato de bolas y varillas indicando la situacion del
receptor P_1. Fuente: w3.ProteinsPlus/Siena

Los aminoacidos pertenecientes al receptor P_1, obtenidos por el sistema informatico w3.
ProteinPlus/Siena, se describen a continuacion (Figura 17):

ASN_11 ATRP_12 ALYS 13 AASN_15 AHIS 95 A SER 96 A,GLU 97-
AHIS 100 AVAL_101 ,GLU 165 A,VAL_167 A,ILE 170 A,GLY_209 AGLY_
210 A,SER 211 A VAL 212 ATHR 213 ALEU 230 AVAL 231 AGLY 232
A,GLY 233 ASER 235 ALEU 236 A,GLY 72 B,ALA_73 B.
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5.2.-. Con la base de datos PDB y el programa informatico
ProteinsPlus/Siena conseguir la relacion de receptores, del objetivo 1,
asociados a ligandos.

Determinado el receptor en DogsiteScorer se hace transferencia de sus datos a
ProteisPlus/Siena que nos busca todos los receptores similares al elegido en PDB con sus
macromoléculas correspondientes y si disponen de ligandos o0 no, todo esto se cuantifica

y se muestra en la tabla siguiente (Tabla 4):

Tabla 4: Ligandos asociados a enzimas de la glicélisis y entradas provenientes de PDB de

receptores similares.

EnzimasGlico-1

LDHA (5W8L). -
NOMBRE indice N° PDB
Farmacoldgico Lig-Enzimas Entradas
P2 0,82 18 410
PO 0,81 246 410
P 1 0,81 15 409
P3 0,81 15 414
PKM2 (1T5A). -
NOMBRE indice Ne PDB
Farmacoldgico Lig-Enzimas Entradas
P 7 0,86 0 398
P8 0,85 0 725
P_10 0,82 12 298
P9 0,82 109 291
PO 0,81 0 618
P 1 0,81 0 626
P 11 0,81 12 298
P_16 0,81 108 285
P2 0,81 0 296
P3 0,81 0 602
P 14 0,8 108 285
P 15 0,8 108 285
P 6 0,8 *No disponible *No disponible
TPI (4POC). -
| NOMBRE indice N PDB
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Farmacologico Lig-Enzimas Entradas
P_O 0,8 0 126
P_1 0,7 5 294
P_2 0,61 11 312
EnzimasGlico-2 A
HEXOQUINASA-2 (2NZT). -
NOMBRE indice N° PDB
Farmacologico Lig-Enzimas Entradas
P_4 0,84 0 25
P_8 0,84 1 30
P_6 0,83 0 25
P_3 0,82 0 25
PO 0,8 0 25
P_1 0,8 17 28
P2 0,8 6 34
FFRUCTOQUINASA (4XZ2). -
NOMBRE indice N° PDB
Farmacologico Lig-Enzimas Entradas
P_3 0,86 0 37
P_2 0,85 0 32
P_12 0,84 30 45
P8 0,83 1 41
PO 0,82 0 32
P_1 0,81 0 32
P_10 0,81 0 32
P_4 0,8 0 41
PFKB3 (2L1V).-
NOMBRE indice N° PDB
Farmacoldgico Lig-Enzimas Entradas
P_O 0,81 22 35
P_1 0,76 5 39
P_3 0,55 0 35
G6PISOMERASA (1LAT).-
NOMBRE indice N° PDB
Farmacoldgico Lig-Enzimas Entradas
PO 0,9 0 70
P_1 0,73 31 114
P_3 0,73 0 72
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ALDOLASA (6XMH).-

NOMBRE indice N° PDB
Farmacoldgico Lig-Enzimas Entradas

PO 0,8 0 230

P2 0,8 49 211

P 1 0,79 48 196

EnzimasGlico-2B

GLICERALDEHIDO FOSFATO DESHIDROGENASA (4WNC).-

NOMBRE indice N° PDB
Farmacologico Lig-Enzimas Entradas
P2 0,84 175 292
P 7 0,84 175 293
P3 0,83 175 292
P4 0,83 178 292
P5 0,83 194 308
P6 0,83 193 308
P8 0,82 179 292
P9 0,81 177 292
FOSFOGLICERATOQUINASA(3C3B). -
NOMBRE indice N° PDB
Farmacologico Lig-Enzimas Entradas
P_1 0,86 20 40
PO 0,8 0 0
P_2 0,73 16 45
FOSFOGLICERATOMUTASA (5Y2L)
NOMBRE indice Ne° PDB
Farmacoldgico Lig-Enzimas Entradas
PO 0,82 13 61
P_1 0,73 0 36
P_2 0,72 0 36
ENOLASA(3B97)
NOMBRE indice Ne° PDB
Farmacoldgico Lig-Enzimas Entradas
P 1 0,88 0 8
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P 12 0,82 *No disponible *No disponible
P 4 0,81 *No disponible *No disponible
P_O 0,8 0 4

*.-Los accesos al servidor de ProteinsPlus (Universidad de Hamburgo) fueron muy dificultosos
por multiples cortes y sefalizacion de errores (Siena) con un periodo de mas de 2 meses para
completar la tabla 4.

Derivado de los resultados de la tabla 4 se constituye la tabla 5 con todas las
macromoléculas con los receptores similares que disponen de ligandos y a partir de estos
datos se puede averiguar que ligandos estan disponibles en cada receptor. Una vez
conocidos los ligados disponibles para cada receptor con DogsiteScorer se puede disponer
del codigo smiles del ligando y su férmula quimica. Con el archivo smiles del ligando se
puede proceder a cargar en SwissSimilarity para la busqueda de moléculas (hits) que sean
aspirantes a probables farmacos.

Tabla 5: Receptores con ligandos asociados encontrados por Siena en PDB. Ordenados por indice
farmacoldgico.

N° | indice Receptor Enzima PDB N@ Lig- | PDB
Farmacoldgico Cédigo | Enzima | Entradas

1 0,86 P 1 FGliceratokinasa 3C3B 20 40

2 0,84 P_8 Hexokinasa-2 2NZT 1 30

3 0,84 P 12 FFructokinasa 4X72 30 45

4 0,84 P2 GliceraldehidoPDeshidrog. A4WNC | 175 292
5 0,84 P_7 “ 4WNC | 175 293
6 0,83 P_8 FFructokinasa 4XZ2 1 41

7 0,83 P_3 GliceraldehidoPDeshidrog. 4WNC | 175 292
8 0,83 P_4 “ 4WNC | 178 292
9 0,83 P_5 “ 4WNC | 194 308
10 | 0,83 P_6 “ 4WNC | 193 308
11 | 0,82 P_2 LDH-A 5w8L | 18 410
12 10,82 P_10 PKM-2 1T5A 12 298
13 10,82 P9 PKM-2 1T5A 109 291
14 (0,82 P 8 GliceraldehdoPDeshidrog. 4AWNC | 179 292
15 | 0,82 PO FGliceromutasa 5Y2L 13 61

16 |0,81 P_O LDH-A S5W8L | 246 410
17 ]0,81 P_1 LDH-A 5w8L |15 409
18 |0,81 P_3 LDH-A 5w8L |15 414
19 |0,81 P_11 PKM-2 1T5A 12 298
20 | 0,81 P_16 PKM-2 1T5A 108 285
21 0,81 P_O PFKB3 2L1V 22 35

22 |0,81 P9 GliceraldehidoPDeshidrog. AWNC | 177 292
23 10,8 P_14 PKM-2 1T5A 108 285
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24 10,8 P_15 PKM-2 1T5A 108 285
25 10,8 P_1 Hexokinasa-2 2NZT 17 28
26 (0,8 P 2 Hexokinasa-2 2NZT 6 34
27 10,8 P 2 Aldolasa 6XMH | 49 211
28 | 0,79 P_1 Aldolasa 6XMH | 48 196
29 | 0,76 PO PFKB3 2L1vV 5 39
30 | 0,73 P 1 G6Plsomerasa 1LAT 31 114
31 | 0,73 P 2 GliceratoKinasa 3C3B 16 45
32 |0,7 P_1 TPI 4POC 5 294
33 |0,61 P_2 TPI 4POC 11 372

TPI-P 1(Triosa fosfato Isomerasa-Receptor P 1). —

Centrandonos en el receptor P_1 del enzima TPI, en la basqueda realizada con Siena se

obtuvieron 4 ligandos diferentes:

-PEP
-4PB
-3PG
-2PG

Ligando PEP .-

Acido

Fosfoenol

Piravico.

datos

de

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1005 se describe el codigo smiles y la

formula estructural (Figura 18):

C=C(C(=0)O)OP(=0)(O)O

Figura 18: Codigo smiles (arriba) y formula estructural (abajo) del &cido fosfoenolpiravico (PEP).

Segun datos de Siena el ligando PEP se encontr6 en la triosa fosfato isomerasa del
musculo de conejo, con codigo PDB4OWG. Una vez que se accede a 4OWG en PDB se
puede visualizar la estructura en tres dimensiones a traves de la opcion 3D view (Figura
19) . Una vez en PDB permite exportar los datos en formato mmCIF. Este archivo se
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puede leer con Discovery Studio y aportar datos estructurales importantes que se pueden
visualizar en las figuras 20 y 21.

Los datos de caracter estructural provenientes del archivo mmCIF correspondiente
pueden dar informacion de:

-Interacciones de los ligandos. Se muestran las distancias interatomicas entre ligando y
macromolécula (Figura 20).

-Tipos de enlace entre ligando y macromolécula (Figura 21).
-En la superficie del receptor se pueden mostrar:

Zonas de predominio de aminoacidos aromaticos. Zonas de enlaces de H. Zonas segun
carga electrostatica. Zonas hidrofobicas. Zonas segun ionizacion. Zonas de acceso del
solvente al receptor.

B 40WGo o

Crystal structure of rabbit muscle triosephosphate isomerase-PEP complex

# Measurements

Q, Structure Motif Search

@ Components

[ Prese: + Add i
Polymer
Ligand

Water

Density

3

@ Quality Assessment
M} Assembly Symmetry
3

Export Models
format mmCIF

Export

& Export Animation

=@ Export Geometry

b

Figura 19: Complejo macromolécula-ligando PEP (Cddigo PDB: 40WG) en opcién 3D view y
archivo de salida mmCIF.
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Figura 20: Discovery Studio: imagen 3D de los enlaces del PEP y sus longitudes.
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Attractive Charge
Water Hydrogen Bond

Conventional Hydrogen Bond

Figura 21: Discovery Studio: Imagen
macromolécula.

Carbon Hydrogen Bond
- Unfavorable Acceptor-fcceptaor

2D de los enlaces del PEP y tipos de enlace con la
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Este proceso, también, se puede realizar con el resto de ligandos: 4PB, 3PG, 2PG.

5.3.-Resultados de la busqueda de Ligandos de TPI (Triosa Fosfato
Isomerasa) en el receptor P_1:

Obtencion de ligandos adecuados para docking molecular en formato
molecular 2D tipo Smiles:

A partir de los ligandos hallados en el receptor P_1 en formato smiles (PEP, 4PB, 3PG,
2PG) obtenidos anteriormente, se cargaron en el programa SwisSimilarity eligiendo la
base de datos Zinc como proveedora de moléculas y la busqueda en: druglikeness,
leadlikeness y fragment tanto en 3D como en 2D para obtener ligandos similares
disponibles en la base de datos Zinc. Como resultado de la busqueda, se obtuvo un archivo
de 693 moléculas en formato smiles.

El archivo completo de los ligandos obtenidos para el receptor P_1 de TPI se puede
consultar en el enlace siguiente:

https://udcgal-my.sharepoint.com/:b:/r/personal/juan_svizoso udc _es/Documents/TPI-P_1-%20lig-
693.pdf?csf=1&web=1&e=6intDW

Con el archivo anterior de 693 moléculas se procedio a realizar docking molecular con
Jamday asi, a través, de la funcién de puntuacion disponible obtener un archivo ordenado
pero en formato mmCIF que se puede manejar con el programa Discovery Studio. Como
el programa Jamda no admite el formato smiles pero si el formato inchi, se tuvo que
recurrir al programa Open Babel para transformar los archivos smiles en inchi y
posteriormente se cargaron en Jamda para el proceso de docking molecular. Jamda
dispone, procedentes de Dogsitescorer y Siena, los datos de la macromolécula y del
receptor correspondiente. Los archivos de datos entregados por Jamda se pueden
consultar en el enlace siguiente:

https://udcgal-my.sharepoint.com/:f:/r/personal/juan svizoso udc es/Documents/TPI-
P 1-lig-693-Jamda?csf=1&web=1&e=ciaYJi

La primera molécula segin score (puntuacion) de Jamda (-235.331) es la 2-
(fosfonometil)-acido pentanedioico (2-PMPA, 2-(phosphonomethyl)-pentanedioic acid)
(Figura 22) cuyo formato smiles es el siguiente:

P(=0)([O-D([O-])CIC@H](C(=0)O)CCC(=0)[O-]
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HD\\R

H D/ \O

H O

OH

Figura 22: Representacion molecular de la molécula 2-PMPA, 2-(phosphonomethyl) pentanedioic
acid

Se puede describir un:

-Perfil ADME-farmacoldgico (SwissAdme). http://www.swissadme.ch/

Se introduce la molécula en formato smiles en el programa arriba indicado y nos da unos
resultados que nos informan de que es una molécula soluble en agua y con unas
caracteristicas farmacocinéticas que indican que su absorcion por el tracto digestivo es
baja y que no inhibe citocromos (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4).
En la probabilidad como farmaco (druglikeness) cumple con las reglas de Lipinsky. Y
para su sintesis la dificultad es baja 3.80 (0-10).

-Perfil estructural (Discovery Studio).

Con el archivo en formato mmCIF que contiene datos estructurales de la molécula
(ligando) obtenidos mediante medios experimentales, no son datos basados en
predicciones, se pueden cargar en el programa Discovery Studio y visualizar las
caracteristicas estructurales (Figura 23).

Index Marme Visible Tagged Visibility Locked JAMDA Score JAMDA Rank RMSD
11 1 ves  [JNo [ no -2,35331 1 nan

Figura 23: Representacion en varillas de la molécula 2-PMPA, 2-(phosphonomethyl)
pentanedioic acid obtenida con Discovery Studio.
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-Perfil de Interacciones (SwissTargetPrediction). http://www.swisstargetprediction.ch/

Con la molécula en formato smiles se carga en el programa SwissTargetPrediction para
obtener un perfil de interacciones y nos entrega los siguientes resultados (Figura 24):

Known

Target Common UNBrot  CheMBLID  Target Class Probability* actives

(3D/2D)

Glutamate carboxypeptidase II FOLH1 Q04508 CHEMBLI392 Frolease B | oo
NAALADase Il NAALADZ QSY3Q0 CHEMBL2609 |Protease _:| 171 o

Figura 24: Resultado obtenido con SwissTargetPrediction tras cargar la molécula 2-PMPA en
formato smiles.

Que indican interaccion, con alta probabilidad, con las proteasas:
-Carboxipeptidasa del glutamato I1

-NAALADasa Il (N-acilado-alfa-L vinculado amino dipeptidasa I1)
-Perfil toxicoldgico (TEST). -

La molécula en formato smiles se carga en el programa T.E.S.T para obtener el perfil
toxicoldgico y se obtienen los resultados que se muestran a continuacion (Figura 25):

Prediction results

Endpoint Experimental value Predicted value
Mutagenicity value N/A 0.26
Mutagenicity result N/A Mutagenicity Negative

Individual Predictions
Method Predicted value| | ,«\(L !
Hierarchical clustering 0,19 o -
Nearest neighbor 0.33 ..--:-J‘“-::..

Figura 25: Resultado obtenido con TEST tras cargar la molécula 2-PMPA en formato smiles.

En este caso el resultado muestra que la mutagenicidad de la molécula es negativa, lo cual
es muy importante para poder proseguir las pruebas in vitro y posteriormente si todos los
resultados son adecuados empezar con la fase clinica.
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6-CONCLUSIONES.

El estudio del &rea de la bioenergética del cancer con la aplicacion de poderosas técnicas
bioinformaticas, hoy en dia disponibles, puede suponer una ayuda importante para
conseguir nuevos farmacos mas eficaces y poder ser usados en casos avanzados de la
enfermedad.

El avance en el estudio de nuevas dianas terapeuticas méas especificas (receptores
enzimaticos de alta afinidad farmacol6gica) en colaboracion con técnicas avanzadas de
docking y cribado molecular significa un acortamiento en tiempo y recursos econémicos
en la consecucidn de farmacos especificos.

Como toda tecnologia puede tener sus dificultades y puntos débiles, en este caso, uno de
los més destacados es la presencia de hallazgos tipo falsos positivos que son moléculas
que a nivel virtual dan parametros muy aptos para su posterior uso, pero, en la practica
del laboratorio, en pruebas in vitro, el resultado es negativo y paraello se recurre a pruebas
de inhibicion enzimatica in vitro que en el caso de inhibicién enzimética acompetitiva
serian las rectas del doble reciproco (Linevauer-Burk).

El futuro pasa por un refinamiento de las técnicas de docking y cribado virtual molecular
que disminuyan los resultados falsos positivos y una mayor rapidez en la consecucion de
moléculas con capacidad inhibitoria enzimatica importante.

En el objetivo 1 se consigui6 un listado de 52 receptores, ordenados por el indice de
afinidad farmacoldgica y en el objetivo 2 un listado de 33 receptores con ligandos
asociados lo que significa que en un 63% de los receptores podremos utilizar el método
de similitud de ligandos con su alta eficiencia para conseguir listados de moléculas que
una vez procesadas por docking molecular y ordenadas(funcion de puntuacion)
tendremos un listado o archivo de moléculas que en colaboracién con la base Zinc20
conseguir ,de ellas, todas las disponible comercialmente.
Con estas moléculas se puede pasar a una fase “in vitro” de cuantificacion inhibitoria
celular (prueba citotoxica cuantificadora por MTT) y calcular el IC50(dosis inhibitoria en
que es viable el 50% de la poblacién celular) y que se puede comparar con la IC50 de los
farmacos disponibles en la clinica. En la prueba citotdxica con MTT(sales de tetrazolio )
se utilizan cultivos celulares 2D correspondientes al tipo de cancer especifico.

EI MTT es un compuesto perteneciente a la familia de sales de tetrazolio, soluble en agua
y con color amarillo. Al reducirse, el MTT se convierte en un compuesto de la familia
formazanos, de color violeta e insoluble en agua. Para cuantificarlo se suele disolver en
un disolvente organico, como DMSO (dimetilsulfoxido) y se mide su color mediante la
A570.
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