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Resumen

Las interacciones intermoleculares entre proteinas, hormonas y péptidos
desempeiian un papel importante para el funcionamiento de los procesos bioldgicos.
Sin embargo, los procesos patologicos, incluyendo el cancer, también se encuentran
sujetos a la asociacion de moléculas por medio del mismo tipo de interacciones. Los
receptores proteinicos como blanco de péptidos radiomarcados han tenido gran
importancia dentro de la medicina nuclear y la oncologia. Dentro de la medicina
nuclear molecular, los péptidos radiomarcados son una clase emergente de
radiofarmacos con reconocimiento molecular especifico y permiten implementar
técnicas de diagnostico o terapia altamente eficaces, ademas tienen la gran ventaja
de proveer informacion fisioldgica de procesos bioldgicos en tiempo real. El 99mTc es
uno de los radionudclidos empleados comtinmente en el diagnostico nuclear, puede
conjugarse con diversos péptidos, entre ellos, inhibidores del receptor especifico de
quimiocina-4 (CXCR4), el cual es un receptor transmembranal unido a proteinas G
que juega un importante papel en la progresion y metastasis de muchos tipos de
cancer, hecho que centra la atencién de los investigadores en dicho receptor CXCR4,
como blanco para el desarrollo de farmacos empleados en el diagnostico y
tratamiento de cancer metastéasico. El CXCR4-L (cyclo-D-Tyr-D-[NMe]Orn-Arg-
Nal-Gly) es un ligando peptidico pentaciclico con alta afinidad por el receptor de
quimiocina-4. Con la finalidad de utilizarlo como un sensor para imagen molecular
utilizando técnicas tomograficas de emision de fotén anico (SPECT), el CXCR4-L
podria conjugarse al quelante 6-hydrazinylnicotinamide (HYNIC). El presente
trabajo se enfoca en la descripciéon del acoplamiento de CXCR4-Ly HYNIC-CXCR4-
L con el receptor especifico quimiocina-4 a través del analisis computacional con las
técnicas de acoplamiento y dindmica molecular para determinar las caracteristicas
fisicoquimicas como energia de afinidad y tipos de interacciones intermoleculares
que intervienen en la formaciéon del aducto proteinico y su estabilidad quimica.
Ademés, se aborda la determinacién del perfil biocinético y dosimétrico del

radiofarmaco 99mTc-HYNIC-CXCR4-L en modelos tumorales murinos.



Abstract

Intermolecular interactions between proteins, hormones and peptides play an
important role in the functioning of biological processes. However, pathological
processes, including cancer, are also subject to the association of molecules through
the same type of interactions. Protein receptors as a target for radiolabeled peptides
have been of great importance in nuclear medicine and oncology. Within molecular
nuclear medicine, radiolabeled peptides are an emerging class of
radiopharmaceuticals with specific molecular recognition and highly specific
diagnostic or therapy techniques can be implemented, they also have the great
advantage of providing physiological information of biological processes in real time.
g9omTc is one of the radionuclides used in nuclear diagnosis, it can be conjugated
with various peptides, including inhibitors of the specific chemokine-4 receptor
(CXCR4), which is a transmembrane receptor linked to G proteins that plays an
important role in the progression and metastasis of many types of cancer, a fact that
focuses the attention of researchers on said CXCR4 receptor, as a target for the
development of drugs used in the diagnosis and treatment of metastatic cancer.
CXCR4-L (Cyclo-D-Tyr-D- [NMe] Orn-Arg-Nal-Gly) is a pentacyclic peptide ligand
with high affinity for the chemokine-4 receptor. In order to use it as an image sensor
using molecular techniques of single photon emission techniques (SPECT), CXCR4-
L could be conjugated to chelator 6-hydrazinylnicotinamide (HYNIC). The present
work focuses on the description of the coupling of CXCR4-L and HYNIC-CXCR4-L
with the specific chemokine-4 receptor through computational analysis with
coupling techniques and molecular dynamics to determine physicochemical
characteristics such as affinity energy and types of intermolecular interactions
involved in the formation of the protein adduct and its chemical stability. In
addition, the determination of the biokinetic and dosimetric profile of the

99mTc-HYNIC-CXCR4-L radiopharmaceutical in murine tumor models is addressed.
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Capitulo 1: Introduccion

Las interacciones intermoleculares entre proteinas, hormonas y péptidos
desempeifian un papel importante para el funcionamiento de los procesos bioldgicos.
Sin embargo, los procesos patologicos, incluyendo el cancer, también se encuentran
sujetos a la asociacion de moléculas por medio del mismo tipo de interacciones. Los
receptores proteinicos como blanco de péptidos radiomarcados han tenido gran
importancia dentro de la medicina nuclear y la oncologia. Dentro de la medicina
nuclear molecular, los péptidos radiomarcados son una clase emergente de
radiofarmacos con reconocimiento molecular especifico y permiten implementar

técnicas de diagnostico o terapia altamente eficaces.

Dentro de la medicina nuclear molecular, los péptidos radiomarcados son una
clase emergente de compuestos quimicos con reconocimiento molecular especifico,
permiten implementar técnicas de diagndstico o terapia altamente eficaces.
Conjuntamente tienen la gran ventaja de proveer informacién funcional en el tiempo
y espacio acerca de procesos biologicos a diferencia de los radio-trazadores usados
en técnicas de imagen nuclear. El 99mTc es uno de los radiondclidos empleados
comunmente en el diagnoéstico nuclear, puede conjugarse con diversos péptidos,
entre ellos, inhibidores del receptor especifico de quimiocina-4 (CXCR4), el cual es
un receptor transmembranal unido a proteinas G involucrado en la progresion y
metastasis de muchos tipos de cancer, convirtiéndolo en un blanco potencial para el
desarrollo de nuevos radio-trazadores con aplicacion en el diagnoéstico de cancer

metastasico.

El receptor de quimiocina-4 (CXCR4) es el receptor molecular del factor 1
derivado de células estromales (SDF-1, también llamado CXCL12) (1), juega un papel
fundamental en la progresion, invasividad y metastasis tumoral en mas de 30 tipos

de cancer (2).

El CXCR4-L (cyclo-D-Tyr-D-[NMe]Orn-Arg-Nal-Gly) es un ligando peptidico
pentaciclico con alta afinidad por el receptor de quimiocina-4 (CXCR4) (3), el cual,

al conjugarse con el agente bifuncional 6-hydrazinylnicotinamida (HYNIC) para su
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marcado con Tc-99m, puede utilizarse como un sensor para imagen molecular por

medio de técnicas tomograficas de emision de foton tnico (SPECT).

El objetivo del presente trabajo se enfoca en la describir el acoplamiento de
CXCR4-Ly HYNIC-CXCR4-L con CXCR4 a través del analisis computacional con las
técnicas de acoplamiento molecular para determinar las caracteristicas
fisicoquimicas como puntuacion de afinidad y tipos de interacciones
intermoleculares que intervienen en la formacion del aducto proteinico. Ademas, se
aborda la determinacion del perfil biocinético y dosimétrico del radiofarmaco 99mTc-
HYNIC-CXCR4-L en modelos tumorales murinos.

12



Capitulo 2: Estado del arte

2.1. Pregunta investigacion

¢Cual sera la magnitud de la energia libre de Gibbs relacionada con afinidad
calculada a través de anélisis bioinforméatico del acoplamiento de CXCR4-L y
HYNIC-CXCR4-L con el receptor especifico quimiocina-4? ¢El HYNIC (molécula
altamente lipofilica) acoplada al CXCR4-L funciona como un sitio de anclaje
adicional en las cavidades hidrofobas del CXCR4 para disminuir la energia libre de
Gibbsy con ello incrementar la afinidad del ligando al receptor? ¢El perfil biocinético
y dosimétrico del 99mTc-HYNIC-CXCR4-L en modelos tumorales murinos mostrara
una relacion tumor/tejido normal mayor a 1 para la visualizacion por imagen SPECT

de tumores que sobre-expresan a la proteina CXCR4?

2.2, Hipotesis

La molécula de HYNIC acoplada al CXCR4-L funciona como un sitio de anclaje
adicional en las cavidades hidrofobas del CXCR4 disminuyendo la energia libre de
Gibbs e incrementando la afinidad del ligando al receptor, ademés de quelar con alta
eficiencia (>90%) al Tc-99m para la formacion del radiotrazador 99mTc-HYNIC-

CXCR4-L, util en la deteccion por SPECT de tumores que sobre-expresan CXCR-4.

2.3. Objetivos

2.3.1. Objetivo General

Analizar, a través de herramientas bioinformaticas, el acoplamiento de HYNIC-
CXCR4-L con el receptor especifico quimiocina-4 y determinar el perfil biocinético

y dosimétrico del 99mTe-HYNIC-CXCR4-L en modelos tumorales murinos.

13



2.3.2. Objetivos Especificos

Calcular las funciones de puntuacion de acoplamiento molecular
entre HYNIC-CXCR4-L con el receptor especifico quimiocina-4, a
través de herramientas bioinformaticas.

Determinar las trayectorias de energia vs tiempo por dinamica
molecular para el aducto formado entre HYNIC-CXCR4-L y su
receptor especifico quimiocina-4.

Determinar el perfil biocinético del farmaco 99mTc-HYNIC-CXCR4-L,
a partir de imagenes de modelos tumorales murinos

Determinar el perfil dosimétrico del farmaco 99mTc-HYNIC-CXCR4-L

a partir de la biocinética obtenida.

14



Capitulo 3: Marco tebrico

3.1 Péptidos radiomarcados en el desarrollo de radiofarmacos

Las interacciones intermoleculares entre proteinas, hormonas y péptidos
desempeiian un papel importante para el funcionamiento de los procesos bioldgicos.
Sin embargo, los procesos patologicos, incluyendo el cancer, también se encuentran
sujetos a la asociacion de moléculas por medio del mismo tipo de interacciones (4,5).
Los receptores proteinicos como blanco de péptidos radiomarcados han tenido gran
importancia dentro de la medicina nuclear y la oncologia. Muchos receptores
peptidicos se encuentran sobreexpresados en numerosos tipos de cancer, en
comparacién con su expresion fisiologica relativamente baja en Organos no
patoldgicos (5), esta caracteristica de sobreexpresion cobra importancia para la
obtenciéon de imagenes moleculares in vivo y para la terapia de radionuclidos

dirigida con sondas peptidicas radiomarcadas.

Con el objetivo de visualizar tumores neuroendo6crinos, un grupo de
investigadores conformado por Krenning y colaboradores, en 1990, reportaron por
primera vez una imagen gammagrafica de los receptores de somatostatina,
empleando [123I-Tyr3]-octre6tido como péptido radiomarcado (5-7). Dicho
octredtido (8 aminoacidos) es un analogo de la hormona somatostatina (14
aminoacidos) , de manera que el mecanismo de reconocimiento molecular se basé
en estimular la inhibicion de la liberacion de la hormona del crecimiento, que esta

mediada por receptores de somatostatina (6,7).

Partiendo de la premisa de que la accion biologica de los péptidos esta
mediada por la union con alta afinidad por receptores especificos y la sobreexpresion
de receptores en procesos tumorales, sienta las bases moleculares para el desarrollo
de péptidos radiomarcados para su aplicacion como radiofarmacos para imagenes

de tumores o terapia, en funcion de radionuaclido conjugado (5).

El proceso para el desarrollo exitoso de un radiopéptido dirigido a un receptor

especifico, puede esquematizarse en 6 pasos (5):
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

Identificacién del blanco molecular (receptor): Se puede utilizar
técnicas experimentales como autoradiografia, inmunohistoquimica,
etc. A partir del desarrollo tecnolégico y computacional, resulta 6ptimo
utilizar herramientas bioinformaticas para analizar codigos genémicos
y prote6micos para optimizar la busqueda de dichos receptores.
Sintesis de un péptido o analogo con alta afinidad por el receptor: El
diseno de péptidos afines al receptor se basa en la basqueda de
ligandos naturales de alta afinidad por dicho receptor o a través del uso
de modelado molecular donde también puede evaluarse la factibilidad
teorica sobre la funcionalidad potencial de la union receptor-ligando y
estimar los resultados que podrian esperarse en la etapa experimental,
con la finalidad de optimizar tiempos de anélisis y aprovechar los
recursos disponibles.

Radiomarcado: Consiste en la unién covalente del péptido sintetizado
con un radiondclido para imagen diagnostica o terapia. Dependiendo
de las caracteristicas del péptido resulta util la implementacion de un
agente bifuncional quelante unido a la biomolécula que permita la
formacion de un complejo con el radionudclido, con la finalidad de
mantener la estructura molecular biolégicamente activa en el
reconocimiento especifico sin afectar la afinidad del radiopéptido por
su recepto. Deben usarse protocolos de radiomarcado que garanticen
una alta pureza radioquimica, actividad especifica.

Caracterizacion in vitro: En esta etapa se realizan pruebas
experimentales en cultivos celulares adecuados que sobreexpresen el
receptor de interés en la investigacion.

Evaluacion in vivo: En este paso técnicas de biodistribucién e imagen
son usadas con modelos animales adecuados para evaluar el
comportamiento farmacolégico y farmacocinético del péptido
radiomarcado.

Pruebas toxicologicas y pruebas clinicas en humanos: Es una etapa

importante el desarrollo farmacéutico donde se corrobora la seguridad
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e inocuidad del radiotrazador disefiado para su aplicacion en pruebas

clinicas en humanos.

3.2 Disefio de péptidos y bioinformética

3.2.1.1 Diseio de péptidos

Un péptido es una cadena corta de aminoacidos unidos a través de un enlace
tipo amida llamados “enlace peptidico”. Estas cadenas cortas se clasifican en funcion
del namero de aminoacidos que contengan: oligopéptido si tiene entre 2 y 10
residuos, polipéptidos si contiene de 10 a 50 residuos, cadenas mayores reciben el
nombre de proteinas. Los péptidos tienen funciones biologicas como accion
hormonal, neurotransmisora, ligandos de canales i6nicos, incluso pueden tener
actividad anti-infectiva (8—10). Son moléculas de sefializacién selectiva, eficaz y
especifica, pueden unirse a receptores especificos en la superficie celular como:
receptores acoplados a proteina G (GPCRs), o canales i6nicos donde activan efectos
intracelulares. Las propiedades intrinsecas de los péptidos y su atractivo perfil
farmacologico proyectan a los péptidos como punto de partida para disefiar terapias
novedosas de alta especificidad, seguridad, tolerabilidad y eficacia en humanos (9).
Dentro de la biofarmacéutica, la produccion con péptidos tiene menor complejidad
que productos basados en proteinas completas. El disefio de péptidos para fines
clinicos incluye: péptidos multifuncionales y de penetracion celular, asi como

conjugados de farmacos (9,11,12).

Existen diversos métodos y herramientas para el diseno de péptidos; una
técnica llamada “Disefio Racional” se basa en iniciar con una secuencia peptidica de
estructura cristalina conocida, ya que aporta informacién de su estructura
secundaria y terciaria. Posteriormente se realizan analisis como: las sustituciones de
Alanina (Ala-Scan), relacidon estructura actividad (SAR); con la finalidad de
identificar aminoacidos esenciales y posibles sitios de sustitucion que sean
propensos a eventos de isomerizacion, glicosilacion u oxidaciéon que deben evitarse

para preservar la estabilidad del péptido (13).
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Otro aspecto importante en el disefio racional de péptidos consiste en mejorar
las propiedades fisicoquimicas de los péptidos naturales, ya que suelen presentar
tendencia a agregarse que puede resolverse mediante metilaciones en centros
hidréfobos o presentar insolubilidad en agua por lo que se debe prestar atencién en
la distribucion de carga y el punto isoeléctrico del péptido en contraste con el pH del
producto final que se desea obtener (9,13). Factores que pueden mejorar las
propiedades fisicoquimicas de los péptidos son la adicion de estabilizantes de a-
hélices, formacién de puentes salinos o puentes de lactama. Es importante resaltar
que las mejoras a las propiedades fisicoquimicas del péptido deben corresponder a
las propiedades farmacolégicas y farmacocinéticas del péptido terapéutico deseado.
El uso de herramientas informaticas de software puede facilitar el disefio racional de
péptidos. Sin embargo, las propiedades fisicoquimicas de los péptidos siguen siendo

un desafio que ha llevado a soluciones suboptimas en su uso como medicamentos

(9,13,14).

3.2.1.2 Bioinformatica
Sobre la base del desarrollo de los dispositivos de alto rendimiento para la
captura de datos en biotecnologia, surgi6 una amplia gama de problemas de
optimizacién dimensional en el campo de la bioinformatica y la biologia
computacional durante la tultima década. Debido a que las técnicas de
optimizacién clasica solo exploran una parte limitada del espacio de una solucién,
se propuso el uso de motores de biisqueda aleatorios basados en una poblacion,
para superar esta limitacion y poder explorar mejor el vasto espacio de soluciones.
Los algoritmos genéticos (AG) son las técnicas de optimizacién evolutiva mas
conocidas y han sido el método de eleccién para muchos de los problemas de la

bioinformatica (5).

La estimacion de los algoritmos de distribucion (EDAs) es una nueva clase
de algoritmos de optimizacion evolutiva que se desarrollaron como una
alternativa natural a los algoritmos genéticos. Las principales ventajas de los EDA

sobre los algoritmos genéticos son la ausencia de multiples parametros que se

18



deben ajustar, la expresividad y transparencia del modelo probabilistico que guia

el proceso de busqueda (15,16).

3.2.1.3 Acoplamiento molecular (Molecular Docking)

El campo del acoplamiento molecular ha cobrado auge durante las tltimas
tres décadas, debido a la necesidad estructural de la Biologia molecular y al
descubrimiento de fArmacos basados en la estructura. Esta drea ha crecido en gran
medida por el desarrollo tecnologico del poder y capacidad de las computadoras

que han facilitado el acceso a bases de datos de pequenas moléculas y proteinas

(17—20).

El Software de acoplamiento molecular automatizado tiene como objetivo
comprender y predecir el reconocimiento molecular de manera estructural y
energéticamente a través de la afinidad de enlace. El acoplamiento molecular
generalmente se realiza entre una molécula pequenia (ligando) y una
macromolécula diana, que suele llamarse “acoplamiento ligando-proteina”. Sin
embargo, existe un interés creciente en el acoplamiento proteina-proteina.
Algunas de las aplicaciones del acoplamiento molecular convergen en el
desarrollo y descubrimiento de nuevos farmacos, incluyendo estudios de
estructura-actividad, optimizaciéon, como asistente en la cristalografia de rayos x
para la adaptacién de sustratos inhibidores de la densidad electrénica, estudios

de mecanismos quimicos, entre otros (17).

La aplicacion de técnicas computacionales para estudiar el acoplamiento
proteina-ligando o proteina-proteina en la prediccion de la orientacion de un
ligando con el sitio de union de su receptor, ha sido relevante desde las pasadas
tres décadas (21,17). Con las estrategias de acoplamiento molecular, es posible
calcular la farmaco-compatibilidad de ligandos y su especificidad frente a una
macromolécula blanco o la buasqueda de derivados optimizados. Los softwares de
acoplamiento molecular emplean algoritmos de buasqueda donde la conformacion

del ligando se evalia de manera recursiva hasta converger en una conformaciéon
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de minima energia. A cada conformacion se le denomina pose, para evaluarlas y
determinar cual es la de mayor viabilidad energética, se emplea una funcion de
puntuacion de afinidad (AG) que es representativa de la energia total del sistema
(Urota en kcal/mol) y se compone la suma de las energias implicadas en
interacciones de tipo coulombianas, de Van der Waals, electrostaticas y en la
formacion de puentes de hidrogeno (22). La complementariedad entre ligando-
receptor en sistemas biologicos, estd determinada por la forma y superficie
electrostatica del sitio de unién del receptor y su respectivo ligando. Las técnicas
de acoplamiento molecular tienen como objetivo: 1) La prediccion de poses:
determinar conformaciones del ligando, 2) Cribado virtual: evaluar el
acoplamiento de una biblioteca de ligandos respecto a un mismo receptor y 3)

Realizar el calculo aproximado de la afinidad de uni6on ligando-receptor (23,24)

La metodologia de acoplamiento molecular se basa principalmente en dos
herramientas basicas: El algoritmo de buasqueda y la funcion de puntuaciéon de

energia para generar y evaluar las conformaciones del ligando.

Algoritmos de biasqueda

Los algoritmos de basqueda son usados para explorar el entorno de energia
libre y encontrar la mejor pose del ligando. Si la funcién de energia modela
correctamente los efectos de entalpia y entropia del sistema termodinamico, la
energia global minima podria corresponder a la conformacién experimental
ligando-receptor. Sin embargo, considerar los efectos entropicos es complejo y se
utilizan aproximaciones burdas, esto conlleva a obtener discrepancias respecto al
modo nativo de unién (23). Existen, en principio, tres métodos de acoplamiento
para abordar los efectos entropicos relacionados con la flexibilidad del ligando y
su receptor macromolecular: en el primer caso, la macromolécula y el ligando son
considerados como cuerpos rigidos, tinicamente se evalian los grados de libertad
traslacionales y rotacionales del ligando, es decir, los grados de libertad internos
del ligando no son involucrados; la segunda forma implica que la macromolécula

sea considerada como rigida y los grados de libertad traslacionales, rotacionales y
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conformacionales (internos) del ligando sean incluidos en la geometria; un tercer
método involucra la flexibilidad total o parcial de la macromolécula y todos los
grados de libertad del ligando también son evaluados (23). Como se mencion6 en
la seccion anterior, la mayoria de los algoritmos consideran a la macromolécula
como un cuerpo rigido y el ligando como una entidad molecular flexible. Es
importante concretar que, en este método, los enlaces formados por hibridaciones

sp3 pueden rotar y tanto longitudes como angulos de enlace se mantienen fijos

(22,24).

En funcion de la metodologia para investigar la flexibilidad del ligando, los
algoritmos de busqueda pueden clasificarse en tres grupos: sistematicos,

estocésticos y busquedas deterministas.

Los algoritmos sisteméaticos modelan los grados de libertad del ligando
durante la busqueda. Este grupo de algoritmos puede subdividirse como: 1)
exhaustivos: que evaltan los valores de cada grado de libertad en forma
combinatoria con base a la rotacion de angulos diédricos del ligando, sujetos a
restricciones geométricas y quimicas (24), es evidente notar que un ligando con
mayor numero de grados de libertad, tendra un problema de optimizaciéon mas
complejo, los programas eHiTs (28) y Glide (29) forman parte de este grupo de
algoritmos; 2) construcciéon incremental: es un enfoque de fragmentaciéon del
ligando en partes mas pequeias con la seleccion y acoplamiento de un fragmento
base dentro del sitio de unién del receptor y la posterior reconstruccién del
ligando completo, esta estrategia es ampliamente utilizada en el disefio de novo
de ligandos con mejores caracteristicas de acoplamiento (30,31), los programas
FlexX (32), Hammerhead (33) son ejemplo de esta categoria; 3) estrategia de
conjunto conformacional: acoplan de manera rigida un set de conformaciones del
ligando generadas previamente en el sitio de uniéon, ejemplo de estos softwares
son FLOG (34) y Dock 4.0 (35).

Los algoritmos basados en métodos estocasticos se fundamentan en el
cambio aleatorio de los grados de libertad rotacional, traslacional y

conformacional del ligando en cada paso, esto genera una diversidad de poses que
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es evaluada bajo criterios probabilisticos para determinar si cada una es aceptada
o no. Ejemplo de estos algoritmos son Monte Carlo (MC), Algoritmos Evolutivos
(EAs) (35). En este tipo de algoritmos es necesario ejecutar de manera repetida e
independiente el proceso de acoplamiento molecular para aumentar la
probabilidad de converger o encontrar una conformacion de minima energia
global. Los métodos basados en MC cambian aleatoriamente los grados de
libertad del ligando e incorporan una etapa de minimizacién de energia en cada
conformacion generada. Las poses son aceptadas o rechazadas de acuerdo con el
factor de Boltzmann, que considera la energia de la conformacion antes y después
del cambio aleatorio, asi como la temperatura absoluta. Una variacién de este
meétodo es el Recocido Simulado (Simulated Annealing) que aplica variaciones de
temperatura con el objetivo de aumentar la probabilidad de encontrar la minima
energia global, debido a que un aumento de temperatura puede permitir que
ciertas barreras energéticas sean superadas (35). Los EAs son métodos basados
en la teoria de la evolucion biologica poblacional a través de la seleccién natural
para obtener soluciones 6ptimas a un problema determinado, en estos métodos
se incluyen algoritmos genéticos, programacion evolutiva y estrategias de
evolucion. Los EAs tienen la gran ventaja de poder escapar de los minimos locales
y a la vez poder identificar multiples soluciones de baja energia (35). Algunos
ejemplos de programas de acoplamiento molecular que emplean algoritmos
estocasticos son: Prodock (36) e ICM (37) que se basan en métodos MC, GOLD
(38) y DockThor (39) basados en EAs, entre otros como PSI-Dock (40) y PLANTS

(41).

Respecto a los métodos deterministas, el estado actual del sistema
determina las modificaciones a realizar para obtener el estado siguiente, la
minimizacion de energia (EM, por sus siglas en inglés) y la dinamica molecular
son ejemplo de este grupo de algoritmos. EM evalta el entorno energético
empleando la direccién asociada con el gradiente de energia potencial llevando al
sistema al minimo local mas cercano. Sin embargo, en este método se tiene como
limitante la incapacidad para superar barreras energéticas que permitan evaluar

otros minimos locales y poder realizar una evaluacion del entorno energético con
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mayor eficiencia, por ello, para obtener resultados con mejores aproximaciones,
EM se combina (como un método local) con otras estrategias de acoplamiento
(24). Los métodos MD, simulan el movimiento de un sistema a través del tiempo
en consideracion con variables termodindmicas de estado (temperatura y
presion). En consecuencia, se obtiene el beneficio de poder incluir de manera
natural un disolvente particular, ademas los grados de libertad del ligando y el
receptor son considerados en la simulacion. El costo computacional y la
posibilidad de que el sistema quede atrapado en un minimo local resultan ser los
principales inconvenientes para este método. Con la finalidad de minimizar
dichos inconvenientes, al igual que en el caso de EM, se realizan adaptaciones para
combinar MD con otras estrategias (24). Por ejemplo, CDOCKER (42) combina

MD con recocido simulado para tal efecto.

Las proteinas en solucién adoptan conformaciones variadas al unirse a un
ligando debido a efectos de ajuste inducidos, generando que las proteinas existan
como un conjunto de estados conformacionales y no como una estructura nativa
unica. Por ello es importante tomar en cuenta la flexibilidad de la proteina en las
estrategias de acoplamiento molecular (43). Las metodologias que se han
desarrollado con el objetivo de abordar esta caracteristica pueden clasificarse en:

Acoplamiento suave, flexibilidad de la cadena lateral, relajacion molecular.

Acoplamiento suave modela pequenos cambios conformacionales como
variaciones atomicas de hasta 1 A"y suaviza el término repulsivo del potencial de
Lennard-Jones con pequeiias sobreposiciones entre la proteina y los &tomos del
ligando. Aunque esta metodologia es rapida, debe emplearse tinicamente para
movimientos locales del receptor (44). En 2004, Ferrari y colaboradores
obtuvieron mejores resultados al aplicar acoplamiento suave en cribado virtual el

estudio de ligandos potenciales de lisozima T4 y un aldol reductasa (44).

El enfoque sobre la flexibilidad de cadena lateral es ttil cuando se exceden
los limites de acoplamiento suave, en esta estrategia la cadena principal de la
proteina se considera fija y solo se evaltan las conformaciones de las cadenas

laterales en funciéon de sus grados de torsion y de libertad, los algoritmos

23



empleados en esta metodologia utilizan como referencia bibliotecas de rotameros

de las cadenas laterales de cada aminoacido (24).

La relajacién molecular es empleada para optimizar las conformaciones del
complejo proteina-ligando obtenidas por acoplamiento rigido, se utilizan
métodos EM, MC, MD. El uso de modelos de disolventes implicitos y las
restricciones geométricas en los aminoacidos externos al sitio de unién, son
empleados en MD para reducir el espacio de busqueda y conseguir que la

simulacion sea eficiente y viable computacionalmente (44).
Funcion de puntuacion de energia

Durante el proceso de acoplamiento molecular, los algoritmos de basqueda
investigan una gran cantidad de conformaciones de ligandos, evaluando la calidad
de estas poses de acoplamiento, con la finalidad de guiar los métodos de biasqueda
hacia conformaciones de ligandos relevantes. Las funciones de puntuacion tienen
tres objetivos principales: El primero es distinguir los modos de unién observados
experimentalmente, asocidndolos con los valores de energia mas bajos del paisaje
energético, de todas las deméas poses exploradas por el algoritmo de busqueda. El
segundo objetivo de las funciones de puntuacion es clasificar adecuadamente los
ligandos activos e inactivos (cribado virtual). El tercero y maés critico, es que debe
predecir las constantes de afinidad y clasificar correctamente varios compuestos

segun su potencia (estimacién de la afinidad de union).

Los métodos de acoplamiento actuales presentan un buen rendimiento en
identificar modos de unién experimentales cuando la flexibilidad no juega un
papel muy relevante para una proteina en particular. Sin embargo, la deteccion de
compuestos activos entre un conjunto senuelo de ligandos y la prediccion precisa
de la afinidad de union siguen siendo tareas desafiantes, incluso cuando los

efectos de ajuste inducidos no son importantes para la union.
Las funciones de puntuacion pueden dividirse en 3 clases:
e Basadas en campos de fuerza

e Empiricas

24



e Basadas en conocimientos

Las funciones de puntuacion basadas en campos de fuerza se derivan de un
campo de fuerza clasico y consisten en una suma en términos de energia. Este tipo
de funcién de puntuaciéon normalmente considera las energias de interaccion del
complejo proteina-ligando (términos no enlazados) y la energia interna del ligando
(términos enlazados y no enlazados). Los principales problemas relacionados con
el uso de funciones de puntuacién basadas en campos de fuerza se relacionan con
los choques atomicos que surgen de una fuerte repulsion a distancias cortas como
resultado del potencial de Lennard-Jones y la sobreestimacién de las interacciones
entre atomos cargados. Se han desarrollado algunas variaciones para abordar estos
efectos indeseables y se han incluido términos adicionales para calcular otras

propiedades como el efecto de solvatacion (Zhang et al. 1997; Shoichetetal. 1999).

Las funciones de puntuacion empiricas se han desarrollado para reproducir
datos de afinidad de union experimentales con alta precisiéon. Estas funciones se
basan en la idea de que es posible correlacionar la energia libre de enlace con una
suma ponderada de variables no relacionadas. Los coeficientes asociados con los
términos funcionales se pueden obtener mediante un analisis de regresion
utilizando datos de afinidad de unién conocidos de estructuras determinadas
experimentalmente. Una funciéon de puntuacion empirica se puede descomponer
en varios términos relacionados con propiedades especificas de interés. Por
ejemplo, interacciones de Van der Waals, enlaces de hidrégeno y entropia y se

puede escribir en términos de sumatoria de energias.

Las funciones basadas en el conocimiento se han determinado a partir del
analisis estadistico de pares de atomos que interactian a partir de complejos
proteina-ligando con estructuras tridimensionales disponibles. Estos datos de
atomos por pares se convierten en un pseudopotencial, también conocido como
potencial de fuerza media, que describe las geometrias preferidas de los &tomos por

pares de proteina-ligando (Wallqvist y Covell 1996).

Existe una amplia gama de herramientas de acoplamiento molecular, cada

una sujeta a metodologias de procesamiento en particular, de las cuales las mas
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citadas son AutoDock (http://autodock.scripps.edu); DOCK (http://dock.
compbio.ucsf.edu/); FlexX  (http://www.biosolveit.de/FlexX ); GOLD
(http://www.ccde.cam.ac.uk/products/life  sciences/gold/ ); and ICM

(http://www.molsoft.com/docking.html) (17,23,25—28).

De manera general realizacion del acoplamiento molecular consiste en:
Seleccion y preparacion de la molécula diana (“target”), seleccidon y preparacion
de la molécula que sera el ligando (“ligand”), ejecucion del acoplamiento
molecular (Docking) y el analisis de los resultados. Como se muestra en la figura

1.

Seleccion de diana Seleccion
de ligando
Preparacion de Preparacion del
la diana ligando

Acoplamiento
molecular

[ Evaluacion de ]

resultados

Figura 1. Diagrama de flujo para la realizacién de acoplamiento molecular automatizado
(modificado de Hu y col, 2005).

3.2.2 Dinamica Molecular
La dinamica molecular (MD) ha permitido un alcance muy amplio en la
Quimica y Biologia al proporcionar una resolucion espacial y temporal que no esta

disponible en los experimentos. Las simulaciones muestrean facilmente los
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movimientos moleculares en la escala ps y las técnicas de conjunto permiten estudiar
procesos a escala de milisegundos, como el plegamiento de proteinas. Como primer
paso, un usuario tipico de MD elige una configuracion molecular inicial, describe las
interacciones atémicas y la fisica del modelo, ejecuta una simulacion y hace
observaciones de la trayectoria. Estas simulaciones evaldan millones de
interacciones de particulas durante miles de millones de pasos de tiempo, lo que
puede requerir cantidades extraordinarias de hardware y tiempo computacional; la
calidad cientifica del resultado es a menudo proporcional a la cantidad de muestreo.
El enorme potencial de aplicacion ha llevado a implementaciones de MD en muchos
paquetes de software, incluidos GROMACS, AMBER, NAMD, CHARMM, LAMMPS

y Desmond.

En la actualidad, han aumentado considerablemente las publicaciones
utilizan GROMACS cada afo, debido a su versatilidad y una de las partes mas

interesantes del software libre.

Una de las grandes ventajas de GROMACS es enfoque clave de la suposicion
fundamental de que los recursos son limitados en la ciencia en muchas ocasiones:
GROMACS minimiza el uso de recursos, permite ejecutar més simulaciones, p. €j. a
través de métodos de conjunto. GROMACS tiene como objetivo proporcionar el
rendimiento y la eficiencia absolutos mas altos posibles en cualquier hardware, de
modo que tanto el rendimiento maximo alcanzable como el rendimiento real sea

alto, para hacer el mejor uso de los recursos computacionales.

3.2.3 Radiomarcaje de péptidos

Con la secuenciacion completa del genoma, la perspectiva de la medicina se
enfoca en obtener imagenes moleculares capaces de diagnosticar alteraciones
fenotipicas del cuerpo humano tales como cambios en la actividad enzimatica,
aumento o disminucion de receptores celulares, actividad o integridad celular. La
quimica de radiofarmacos se ha perfilado al estudio de la quimica molecular, y la
medicina nuclear busca aprovechar la capacidad que tienen los péptidos
radiomarcados para detectar sitios bioquimicos especificos para obtener imagenes

moleculares de procesos bioquimicos sin alterarlos (29).
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Los métodos para radiomarcar péptidos estdn basados en los métodos para
marcar anticuerpos monoclonales. No obstante, es importante elegir
cuidadosamente el método para hacerlo debido a para el caso de los péptidos, al ser
moléculas de menor tamano, existe una menor cantidad de sitios disponibles para
enlazar el radionuclido, con ello se corre el riesgo de modificar estructuralmente al

péptido causandole la pérdida de su actividad biolégica (29,30).

Los métodos para el radiomarcado pueden clasificarse de dos formas: directo
e indirecto. Para el marcado directo se emplean agentes reductores que formen
especies electrofilicas del radiontclido que se adhieran a los grupos funcionales del
péptido. Por ejemplo 99mTc es un radiontclido con afinidad hacia los grupos tioles
formados por la reducciéon de puentes disulfuro, las desventajas son: en primer lugar
se requiere que el péptido tenga cisteinas cicladas en su estructura, en segundo lugar
existe una alta probabilidad de alterar la funcionalidad del péptido (29,30). El
método indirecto emplea agentes bifuncionales para unirse por un lado al péptido y

por otro al radionuclido, figura 2.
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Figura 2. Agentes bifuncionales para el marcado indirecto de péptidos (tomado de Alafort y col,
2002).
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Se derivan dos métodos para el marcado indirecto: pre-conjugaciéon y post-
conjugacion. La pre-conjugacion consiste en radiomarcar al agente bifuncional antes
de conjugarlo para evitar exponer al péptido a condiciones extremas de temperatura
o pH durante el proceso de marcado. Es importante resaltar que la proteccion de
grupos reactivos debe realizarse antes de la conjugacion si existiera mas de uno en el
péptido, y desprotegerlo al terminar el marcado, asi mismo hay que purificar el
producto para eliminar reactivos remanentes. Para el marcado post-conjugacion
consiste en conjugar el péptido con el agente bifuncional y después marcar el

conjugado, en este método se obtiene un producto inico y no requiere purificacion

(5,29).

3.2.4 Péptidos Radiomarcados de uso clinico

1.1.4.1 Inhibidores de receptor especifico de quimiocina-4 (CXCR4)

El receptor especifico de quimiocina-4 (CXCR4) es una proteina
transmembranal sobreexpresada en mas de 23 tipos de canceres que afectan al
humano, lo que lo vuelve una molécula blanco para el tratamiento y diagnostico
nuclear. Se ha empleado ¢8Ga-Pentixafor ®, un ciclopentapéptido radiomarcado
con galio-68, como trazador en tomografia por emision de positrones (PET) para
visualizar al receptor CXCR4 (4,31—33). A través de estudios preclinicos, con el
ligando (N-[1C]metil-AMD3465) util en PET, se ha podido obtener iméagenes
confiables de la expresion de CXCR4 en gliomas (34). Estos trazadores de PET tienen
un potencial aplicacion util en la identificacidon de pacientes en quienes una terapia
dirigida a CXCR4 como blanco tendria beneficio para ellos. Sin embargo, con la
finalidad permitir la producciéon de trazadores comerciales de menor costo, la
posibilidad de desarrollar radiopéptidos marcados con 99mTc para tomografia por
emision de foton tnico (SPECT) permitiria la deteccion con gran exactitud de la

proteina CXCR4 y con mayor accesibilidad alrededor del mundo.

En este afan el péptido ciclico T140® conformado por 14 aminoacidos tiene
una alta actividad antagoénica hacia el receptor CXCR4. Las caracteristicas de la
unién quimica ligando-receptor muestran que el nicleo Arg2, Nal3, Tyrs y Arg'4 de

ligando T140® es clave en el reconocimiento especifico por CXCR4, formandose
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interacciones polares y puentes de hidrogeno entre Arg2 y Argi4 de T140® con las
cadenas laterales de los residuos Asp171, Asp262, Thri17 y His117 de la proteina
CXCR4, asi como también un sitio de anclaje peptidico entre Nal3 y Tyr5 de T140®
con la region hidrofobica de la a-hélice V del receptor CXCR4 (35). Con base a este
nicleo de interaccion de Ti140®, Fuji y colaboradores (2003), disenaron el
cyclopentapéptido (ciclo-Tyrs-Arg!-Arg2-Nal3-Gly4) con una actividad antagonista
mejorada (36).

En la busqueda de una utilidad terapéutica con radiontdclidos, Demmer y
colaboradores (37)agregaron [NMe]Orn al residuo Arg! para poder unir al agente
quelante bifuncional DOTA (4cido 1,4,7,10-tetracyclododecano-1,4,7,10-tetracético),
con ello lograr el radiomarcado con ©8Ga, In, 77Lu y 9°Y (Pentixafor®),
determinaron que la metilacién en [NMe]-Orn era critica para mantener la afinidad
del ligando por el receptor CXCR4 (37). Un antagonista de CXCR4 radiomarcado con
99mTc de estructura similar sin considerar la metilacién de Orn fue reportado por

Mikaeili y colaboradores en 2018 (37).

El ligando IT1t®, de origen no peptidico interactiia como un potente antagénico
a través de puentes salinos con los grupos carboxilicos de las cadenas laterales de
Aspy7 y Glu288 de CXCR4 (38,39). CVXi15 es otro antagonista importante,

estructuralmente es un ciclopéptido de 16 residuos con alta afinidad a CXCR4 (39).

A lo largo de investigaciones realizadas, es observable que tanto los ligandos
T140®, IT1t, CVX15 y Pentixafor® convergen en la interacciéon con la hélice Vy VI
de la proteina CXCR4.

30



Capitulo 4: Metodologia

4.1. Infraestructura y apoyo técnico disponible

Equipo de computo para realizar docking molecular y dinamica
molecular (Laboratorio de Simulaciéon Monte Carlo, Facultad de
Medicina UAEMéx, Dr. en C. Eugenio Torres Garcia, Centro Conjunto
de Investigacion en Quimica Sustentanble UNAM-UAEMex, Dra. en C.
Ma. de la Paz Nelly Gonzalez Rivas)
o Software: AutoDock Vina, Avogadro, Chimera, Discovery Studio
2019, AutoDock Tools, ConTEXT.
o Para Dindmica molecular se usara la paqueteria de software:
GROMACS Software Package.
Determinacion del perfil biocinético y dosimétrico (ININ, Dra. en C.
Guillermina Ferro Flores)
Conjugacion y radomarcado del péptido modificado con 99mTc (ININ,

Dra. en C. Guillermina Ferro Flores)

e Andlisis estadistico: SigmaPlot

4.2 Diseno de estudio

4.2.1. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

Criterios de inclusion:

Se incluyeron las estructuras de acoplamiento con funciones de
puntuacion de AutoDock vina cuyo valor absoluto fuese mayor a 8
kcal/mol.

Criterios de Exclusion:

Se eliminaron las estructuras que difieran en méas de 3 kcal/mol respecto

a la pose de mayor puntuacion en AutoDock vina.
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Criterios de Eliminacion:

e Estructuras que pierdan conexion entre los atomos en la simulacion de

acoplamiento o dinamica molecular.

4.3. Procedimientos

4.3.1 Docking y Dinamica Molecular

e Preparacion del Receptor: Se utiliz6 la estructura proteinica de CXCR4
obtenida de Protein Data Bank con clave 30Eo0, la cual se edito
eliminando las moléculas de agua, asociadas a la estructura proteinica,
dejando exclusivamente la cadena principal de aminoacidos, mediante
modelado por homologia con SWISS-MODEL se completaron atomos
faltantes en la cadena de aminoacidos, debido a la resolucion del
modelo 30E0 por difracciéon de rayos X (2.90 A), se adicionaron los
hidrogenos polares para una condicién de pH=7.4 fisiologico.

e Preparacion del Ligandos:

Control: Se utiliz6 la estructura CVX15 como ligando, incluida en la
estructura PDB:30Eo0, para validar los resultados a través de re-
docking. De la misma forma la molécula se edit6 para la eliminacién de
moléculas de agua de la estructura, se agregaron los hidrégenos polares
para una condicion de pH=7.4 fisiolégico y se optimiz6 empleando

MOPAC con el algoritmo de mecanica cuantica PM7.

o Propiedad del ININ
Ligando 1: CXCR4-L
Ligando 2: HYNIC-CXCR4-L

o Péptido comercial usado en PET

68Ga-Pentixafor®

Las estructuras se editardn en ChemDraw 18.1 para general los

modelos 2D y se producira el modelo con coordenadas cartesianas en
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formato “.pdb” a través de Chem3D 18.1, las moléculas se optimizaran

en MOPAC con el algoritmo PM7 de mecanica cuantica.

e La configuracion para la ejecucion del docking se realiz6 con un
tamano de caja centrado en las coordenadas del ligando CVXi5
incluido en la estructura pdb 30E0 y un tamano de caja de bisqueda
de 55 angstroms, se generaron 20 poses por cada ligando y se
realizaron 5 repeticiones para realizar un analisis estadistico.

e La ejecucion del modelado por acoplamiento molecular se llevd a cabo
en el Laboratorio de Simulaciones de Monte Carlo en la Facultad de
Medicina, UAEMéx.

e FEl anilisis de los resultados de acoplamiento molecular consistié
determinar la estadistica descriptiva de cada ligando, la validacion con
CVX15 se realiz6 a través de la comparacion con datos experimentales
reportados en la literatura.

e Se revisaron las interacciones moleculares con el software Discovery
Studio 2020 para cuantificar los puentes de hidrogeno formados y
generar los esquemas correspondientes de cada aducto proteinico
formado.

e Se recalcul6 la energia del sistema en cada modelo filtrados mediante
la paqueteria de software GROMACS ejecutando analisis por dindmica

molecular empleando el campo de fuerza CHARMM36.

4.3.2 Perfil biocinético y dosimétrico
Preparacion de 99mTc- HYNIC-CXCR4-L

Materiales

El pépetido ciclo-D-Tyr-D- [NMe] Orn (HYNIC) -Arg-Nal-Gly (PM 837 g/
mol) (HYNIC-CXCR4-L) se utiliz6 para el marcaje con 99mTc el péptido fue
disenado en el ININ y adquirido a través de una sintesis personalizada por
medio de Zhejiang Ontores Biotechnologies Co. Ltd. El péptido fue

caracterizado y analizado mediante espectroscopias de masas (MALDI) e IR
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(ATR-FTIR), asi como cromatografia liquida de alta resolucion en fase
inversa (RP-HPLC). El tecnecio (99mTcO4Na) se obtuvo de un generador de
99Mo/99mTc (ININ, México).

Radiomarcado

Preparacion de 99mTc-HYNIC-CXCR4-L (99mTc-CXCR4-L)

El HYNIC-CXCR4-L marcado con tecnecio-99m se obtuvo mediante la
reconstitucion de una formulacion liofilizada (HYNIC-CXCR4-L, 0,05 mg,
0,06 mmol; acido etilendiamina-N, N-diacético, 10 mg; tricina, 20 mg;
manitol 50 mg) con una soluciéon de 99mTcO4Na (925 MBq, 2 mL, NaCl al

0,9%) e incubacion de la solucién en bano seco a 9 ° C durante 10 min.

Evaluacién de la pureza radioquimica

Mediante el uso de radiocromatografia radio-HPLC (columna p-Bondapak
C18, Waters, 3,9 x 300 mm, tamano de particula de 5 um), se evaluo6 la
pureza radioquimica del 99mTc-CXCR4-L (equipo Shimadzu en linea con un
detector de radiactividad Gabi-Raytest). Se utilizd un gradiente lineal
(disolvente A: TFA al 0.1% / agua; disolvente B: TFA al 01% / acetonitrilo),

con un flujode 1 mL / min (disolvente B: de 0 a 70% de en 20 min).

Biodistibucion

Los estudios de biodistribucion de 99mTc-CXCR4-L en ratones se llevaron a
cabo de acuerdo con las normas éticas (normas internacionales y
nacionales) para el manejo de animales de laboratorio (Norma Oficial
Mexicana 062-Z00-1999). Se indujeron tumores C6 (glioma) o DU-4475
(cancer de mama) en la parte superior de la espalda de ratones atimicos (21-
23 g, hembra de 7 semanas de edad) mediante inyeccion subcutanea de
células C6 0 DU-4475 (2 x 10° células / 0.1 ml de NaCl al 0.9% ). Se inyect6
99mTc-CXCR4-L en la vena de la cola de ratones (0.05 ml, 3,7 MBq, 0,2 ug
de péptido). A las 0,5, 1, 3y 24 h (99mTc CXCR4-L) después de la inyeccion
(n = 3 en cada punto temporal), se sacrificaron los ratones. Los 6rganos

disecados (higado, bazo, pancreas, pulmon, rinones, corazon) y muestras de
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tejido (tumor, intestinos, musculo, sangre) se contaron para determinar la
presencia de radiactividad (recuentos por minuto, c.p.m.) en un detector de
Nal(Tl). También se contdé una muestra de la solucion inicial de 99mTc-
CXCR4-L (0.05 mL, 3.7 MBq) que representaba el 100% de la actividad
inyectada para calcular el % ID/g (porcentaje de actividad inyectada por
gramo de tejido). A las 3 h, se llevaron a cabo estudios de biodistribuciéon
adicionales en animales co-inyectados con CXCR4-L frio (0.1 ml de una

solucion de 1,0 umol / ml) (grupo CXCR4 bloqueado, n = 3).

Modelo biocinético
A partir de datos de biodistribuciéon de 99mTc-CXCR4-L en ratones con
tumores inducidos con células de glioma C6 y DU-4475 y el porcentaje de
actividad por oOrgano (sangre, pulmoén, higado, bazo, rindén, intestino,
tumor) respecto al tiempo (t= 20 min, 1h, 3h, 24h), se ajust6 el modelo
biocinético a una cinética de primer orden calculando el total de
desintegraciones por 6rgano mediante el codigo OLINDA, se tomaron en
cuenta los valores S para cada 6rgano en modelos murinos, con ellos se
calcularon las dosis equivalentes y efectiva para obtener el perfil
dosimétrico, de acuerdo a la metodologia MIRD basados en la ecuacion (1)
para el célculo de la dosis absorbida en un 6rgano:
'E‘z nE¢,

m

D= 1)

Donde D = dosis absorbida (Gy); A= es la actividad acumulada (MBqg-s);
ni= namero de particulas con energia Ei emitidas por transicion nuclear;

Ei= energia por particula (MeV); ¢, = fraccion de la energia absorbida en el

blanco; m= masa de la region blanco (kg).

El término “actividad acamulada” ( A) es el area bajo la curva de actividad-

tiempo para un o6rgano fuente o region. Como la actividad es el nimero de
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desintegraciones por unidad de tiempo, integrando ésta sobre el tiempo da

el nimero total de desintegraciones.
- t
A=A, - (2)
0

La ecuaci6n de la dosis absorbida en el sistema MIRD (“Medical Internal
Radiation Dosimetry”) es una representacion simplificada de la ecuacion

(1) como sigue:

D =AS (3)

La actividad acumulada representa el factor biol6gico como anteriormente
se explico, mientras que el factor “S” engloba a todos los parametros fisicos

involucrados en la evaluacion de la dosis absorbida:

Z nE¢

m

S (4)

Para mas de un organo se consideran varios blancos para los que se
requiere saber la dosis absorbida. En este caso, la ecuacién MIRD necesita
ser resuelta para cada region fuente (rn) y para cada region blanco (rx)

como sigue:
D(r «1,)= Z'E‘hs(rk 1) (5)
h

Utilizando el codigo OLINDA (Organ Level Internal Dose Assessment), se

expreso la dosis como:

D =NxDF (6)

Donde N es el nimero de desintegraciones que ocurren en un 6rgano

fuente, y DF (el factor de dosis) es:

DF = (kz n.E,g, j /m (7)
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El DF mateméaticamente es el mismo que el valor S. El nimero de
desintegraciones es la integral de la curva tiempo-actividad para una
region fuente. La integral de esta funcion tiene unidades de actividad x
tiempo (Bq s). Se utiliz6 el namero de desintegraciones que ocurren en
una region fuente para obtener la dosis total para las regiones blanco
seleccionadas. En este trabajo se utilizo el namero de desintegraciones
que ocurren en una region fuente por unidad de actividad administrada,
definida como N en unidades de Bq-s/Bq administrado.

El DF mateméaticamente es el mismo que el valor S. El nimero de
desintegraciones es la integral de la curva tiempo-actividad para una
region fuente. Se utilizé el nimero de desintegraciones que ocurren en
una regiéon fuente para obtener la dosis total para las regiones blanco

seleccionadas.

4.4 Variables de estudio

Independientes: pH, Temperatura, Presion, osmotica, Actividad por 6rgano, Valores
S para modelos murinos (OLINDA)

Dependientes: Energia de Afinidad, Estabilidad, Dosis equivalente, Dosis efectiva

Intervinientes: Conformacion estructural, Energia libre de Gibbs, Entalpias.

4.5. Implicaciones bioéticas

La ejecucion de las pruebas en modelos murinos se realizara mediante las normas
vigentes de manejo de animales de laboratorio NOM-062-Z00-1999, también se
considerari los factores de proteccion radiolégica para minimizar el impacto de la

exposicion hacia el personal que colabore en el presente proyecto
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4.6. Recoleccion de datos

Se recolectaran los datos de acuerdo con las variables establecidas, seran tanto
de frecuencias como valores medidos para cada variable se registraran en la

bitacora de investigacion para su posterior analisis estadistico

4.7. Analisis estadisticos

Para determinar si existe diferencia significativa entre los resultados del analisis
bioinformatico se utilizara una prueba t-student, empleando el software
SigmaPlot de igual forma en la determinacion del perfil biocinético y dosimétrico

en modelos murinos.
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Capitulo 5: Resultados y discusion

5.1. Acoplamiento Molecular (Docking Molecular)

En la tabla 1 se presentan los valores de las funciones de puntuacién de afinidad
como resultado de cada modelado por acoplamiento molecular, tomando los valores
promedio de las 5 repeticiones (D1, D2, D3, D4, D5) el ligante HYNIC-CXCR4-L
muestra una puntuacion mejor (-10.8 kcal/mol) respecto al ligante CXCR4-L (-9.5
kcal/mol) y al ligante Pentixafor (-9.00 kcal/mol) , por casi un orden de magnitud
mayor que se refleja al momento de determinar la contante de inhibicion (Ki), este
comportamiento es compatible con la hip6tesis planteada respecto al grupo HYNIC
como un sitio adicional de anclaje en la uniéon del ligante con el receptor de
quimicina-4. A su vez se muestra que HYNIC-CXCR4-L podria presentar resultados
confiables para la deteccidon del receptor por imagen SPECT respecto a su analogo
comercial Pentixafor utilizado en imagen PET. Generando un candidato prometedor

para su aplicacion en imagen molecular diagnoéstica a un costo menor.

Tabla 1. El parametro de “Afinidad” se refiere a los valores de la funcién de puntuacion de
afinidad obtenidas con AutoDock vina 1.1.2. Los encabezados D1, D2, D3, D4, D5, representan
cada una de las repeticiones de la ejecucion de acoplamiento molecular, los valores Ki (constante
de inhibicién) se determinaron a través de la ecuacion descrita en el manual de AutoDock4 <<
Ki=exp (Afinidad/(R*T)>> presentando los valores en unidad nanomolar.

Afinidad (kcal/mol)

Molécula D1 D2 D3 D4 D5 PROMEDIO SD Ki(nM)
CVvX15 -920 -9.00 -9.20 -9.30 -8.70 -9.10 0.24 205.00
Pentixafor -9.10 -9.10 -9.30 -8.30 -9.00 -9.00 0.38 243.00
CXCR4-L -950 -9.60 -950 -9.50 -9.60 -9.50 0.05 104.00
HYNIC-CXCR4-L  -11.00 -10.90 -10.90 -10.50 -10.90 -10.80 0.19 12.00
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La representacion de los complejos proteina-ligando formados se muestra en la

figura 3y 4.

Figura 3. Complejo proteinico formado por CXCR4
(representacion en forma de liston) y el ciclopentapéptido
CXCR4-L.

SER
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Interactions
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Atractive Charge - P T-shaped

- Conventonal Hydrogen Bond D Pr-aky!

- Unfavorabie Danor-Donor

Figura 4. Esquema de interacciones presentes en el acoplamiento

CXCR4 (esferas) y CXCR4-L (representacion en trazo).

Las figuras 3 y 4 corresponden al aducto formado por el ligando CXCR4-L y el

receptor CXCR4, como se muestra en la figura 3 existe la formaciéon de 3 puentes

hidrégeno entre los aminoacidos Asp69, Alayo, Cys158 del receptor con al ligando

pentaciclico, es perceptible que la His85 de CXCR4 tiene una repulsiéon por cercania

entre dos grupos donadores de densidades electronicas.
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Interactions

D van der Waals E] P+-Cation
Figura 5. Complejo proteinico formado por CXCR4 (representacion E A:‘::ztmw E :::a
en forma de listén) y el ciclopentapéptido HYNIC-CXCR4-L. [ Carbon Hycrogen sond

Figura 6. Esquema de interacciones presentes en el acoplamiento
CXCR4 (esferas) y CXCR4-L (representaciéon en trazo).

Las interacciones formadas por el ligante HYNIC-CXCR4-L y el receptor de
quimiocina-4 (Figuras 5y 6) mantiene interacciones de tipo electrostatico en el sitio
activo del receptor. Se generan 3 puentes de hidrogeno entre el grupo HYNIC y
Tyr21, Ser415, Glu418 del receptor CXCR4, un puente de hidrogeno adicional esta
conformado por la interaccién de la His175 y el oxigeno del anillo aromatico de
Tirosina en el ligante, implicando total de 4 puentes de hidrogeno respecto a la
interaccion del receptor con CXCR4-L, ademas la repulsion electrostatica se
desaparece al agregar el agente bifuncional HYNIC al ligante. Con ello se comprueba
que el grupo funcional HYNIC propicia un sitio adicional de anclaje para garantizar

la afinidad del ligante por el receptor.

5.2. Dindmica Molecular (DM)

La configuracion para cada sistema CXCR4-L, HYNIC-CXCR4-L se presentan

en la siguiente seccion.

En el proceso de minimizacion de energia se busca una conformacién molecular de

energia minima para considerar que el sistema se encuentra relajado
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(energéticamente), es decir que no presenta tensiones estructurales que afecten las
interacciones intramoleculares debido a, una inestabilidad molecular, el archivo de

configuracion denominado em.mdp como se ajustdé como lo muestra en la Figura 7.

; LINES STARTING WITH ':;' ARE COMMENTS
titcle = Minimization ; Title of run

; Parameters describing what to do, when to stop and what to save

integrator = steep ; BAlgorithm (steep = steepest descent minimization)
emtol = 1000.0 ; Stop minimization when the maximum force < 10.0 kJ/mol
emstep = 0.01 ; Energy step size

nsteps = 50000 ; Maximum number of (minimization) steps to perform

; Parameters describing how to find the neighbors of each atom and how to calculate the interactions

nstlist =1 ; Frequency to update the neighbor list and long range forces
cutoff-schems = Verlet

ns_tvpe = grid ; Method to determine neighbor list (simple, grid)
rlist = 1.2 ; Cnt-off for making neighbor list (short range forces)
coulombtype = PME 2 Treatment of long range electrostatic interactions
rooulomb = 1.2 ; long range electrostatic cut-off

wdwtype = cutoff

viw-modifier = force-switch

rvdw-switch = 1.0

rvdw = 1.2 ; long range Van der Waals cut-off

=) =l= = XYZ ; Periodic Boundary Conditions

DispCorr = no

Figura 7. Fichero em.mdp para configuraciéon del proceso de minimizacién de energia de cada
sistema molecular con su receptor

Es importante denotar que se utiliz6 un esquema de corte tipo Verlet como lo manejé
Huang, X. et al, 2003 (40) y considerar las interacciones electrostaticas de largo

alcance se emple6 la malla de particulas de Ewalds (PME).

Como paso subsecuente, una vez que se determin6 la conformacion de mayor
estabilidad en el sistema, se ejecuté un equilibrio NPT para encontrar una fase de
temperatura y presion adecuadas para la asignacion de ecuaciones de movimiento a
cada 4tomo y que no se ocasionara una ruptura molecular por exceso de presion en
el sistema. Se emple6 como baroéstato el modelo de Parrinello-Rahman como lo

utiliz6 Cutolo, et al. 2016 (41) con su ligando end6geno CXCL12.

El archivo de configuracion para este proceso se ajusté como lo indica la figura 8.
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title
; RBun parameters

Protein-ligand complex MD simumlation

integrator = md ; leap-frog integrator

nsteps = 10000000 ;1 * 10000000 = 10000 ps (10 ns)
dt = 0.001 ;1 £s

; Cutput control

nstenergy = 5000 ; save energies ewvery 10.0 ps
nstlog = 5000 ; update log file every 10.0 ps
nEtxout-conpressed = 5000 ;s =save coordinates every 10.0 p=s
ENergygres = Protein CXL1

; Bond parameters |
continuation = yes ; continuing from NPT

constraint algorithm = lincs ; holonomic constraints
constraints = h-bonds ; bonds to H are constrained
lincs_iter =1 ; accuracy of LINCS

lincs_order =4 ; also related to accuracy

; Heighbor searching and wdW

cutoff-scheme = Verlet
neE_type = grid
nstlist = 20
rlist =1.2
vdwtype = cutoff

vidw-modifier

;s search neighboring grid cells
; largely irrelevant with Verlet

force-switch

rvdw—-switch = 1.0

rvdw =1.2 ; short-range van der Waals cutoff (in nm)

; Electrostatics

coulonbtype = PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics
rocoulonb =1.2

pme_order = 4 ; cubic interpolation

fourierspacing = 0.1& ; grid spacing for FFT

; Temperature coupling

tcoupl = Y-rescale ; modified Berendsen thermostat
tC—-gIps = Protein CXL1 Water and ions ; two coupling groups - mOre accurate
tau_t = 0.1 0.1 ; time constant, in ps

ref t = 300 300 ; reference temperature, one for each group,
; Pressure coupling

pooupl = Parrinello-Rahman ; pressure coupling is on for NPT
pooupltype = isotropic ; uniform scaling of box wectors
tau_p = 2.0 ; time constant, in ps

ref p = 1.0 ; reference pressure, in bar
conpressibility = 4,5e-5 ; isothermal compressibility of water, bar™-1
; Periodic boundary conditcions

pbc = XY¥Z ; 3-D PBC

; Dispersion correction is not used for proteins with the C36 additive FF

DispCorr = no

; Velocity generation

gen_wvel = no ; continuing from WPT egquilibration

Figura 8. Fichero ie.mdp para configuracion de proceso de equilibrio NPT
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leitie
; Run parameters

Protein-ligand complex MD simulation

integrator = md ; leap-frog integrator

nsteps = 10000000 ;1 * 10000000 = 10000 ps (10 ns)
dt = 0.001 ;1 fs

; Cutput control

nstenergy = 5000 ; save energies every 10.0 ps
nstlog = 5000 ; update log file every 10.0 ps
nstxout-conpressed = 5000 ; save coordinates every 10.0 ps
; Bond parameters

continuation = yes ; continuing from NPT
constraint_algorithm = lincs ; holonomic constraints
constraints = h-bonds ; bonds to H are constrained
lincs_iter -] ; accuracy of LINCS

lincs_order = 4 ; also related to accuracy

; Neighbor searching and wvdW

cutoff-scheme = Verlet

ns_type = grid ; search neighboring grid cells

nstlisc = 20 ; largely irrelevant with Verlet

rlisc =1.2

vdwtype = cutoff

vdw-modifier = force-switch

rvdw-switch =1.0

rvdw =1.2 ; short-range van der Waals cutoff (in nm)

; Electrostatics

coulombtype = PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics
rcoulomb =1.2

pme order = 4 ; cubic interpolation

fou;ierspacing = 0.16 ; grid spacing for FFT

; Temperature coupling

tcoupl = V-rescale ; modified Berendsen thermostat

to-gIps = Protein CXL1l Water_and_ions ; two coupling groups - more accurate
tau_t = 0.1 0.1 ; time constant, in ps

ref t = 300 300 ; reference temperature, one for each group, in K
; Pressure coupling

pcoupl = Parrinello-Rahman ; pressure coupling is on for NPT
pcoupltype = isotropic ; uniform scaling of box vectors
tau p = 2.0 ; time constant, in ps

:ef_p = 1.0 : reference pressure, in bar
compressibility = 4. 5%e-5 ; isothermal compressibility of water, bar®-1
; Periodic boundary conditions

pbc = xyz : 3-D PBC

; Dispersion correction is not used for proteins with the C3& additive FF

DispCorrx = no

; Velocity generation

gen_vel = no ; continuing from NPT equilibration

Figura 9. Fichero md.mdp de configuracién para la ejecucion de la Dinamica molecular

Para la ejecucion de la dindmica molecular se utiliz6 el archivo de
configuracion llamado md.mdp, como describe la figura 9. Se realiz6 la dindmica
molecular durante 10 ns con diferencia de tiempo pasos de 1 fs. Para determinar la
componente de Van de Waals se utilizo el algoritmo de tipo Verlet con radio de 1.0 a
1.2 nm. El potencial electrostatico se calcul6 como particula de Mesh Ewald para
interacciones de largo alcance, el acoplamiento térmico se utilizdé el termostato
modificado de Berendsen, y como barémetro se us6 Parrinello-Rahman. Como

condiciones periodicas de limite se utiliz6 el modelo 3-D PBC.
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(k)/mol)

En el calculo de la minimizacion, la energia potencial de HYNIC-CXCR4-L cuyo valor

fue de -2.68E+06 kJ/mol mostrando una uniéon de mayor estabilidad en

comparacion con las energias potenciales de CXCR4-L y Pentixafor los cuales fueron

de -2.57E+06 kJ/mol y -2.59E+06, respectivamente, los diagramas se muestran en

la Figura 10. El comportamiento de diferencias de un orden de magnitud en la
afinidad del ligando HYNIC-CXCR4-L en comparacion con el ligando CXCR4 no

aparece visible en la minimizacién energética, como se esperaba respecto al analisis

de acoplamiento molecular, Tabla 1. Sin embargo, el comportamiento energético es

coherente con que el agente bifuncional HYNIC aporta un sitio mas de anclaje,

mejorando su afinidad por el receptor CXCR4.
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Figura 10 Energia potencial vs tiempo para cada ligando con el receptor CXCR4.
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El seguimiento a la trayectoria de energia total del sistema (representada por la suma

de la energia potencial y la energia cinética) para determinar la ausencia de cambios

drasticos en el comportamiento energético para demostrar la estabilidad del sistema

durante la dindmica molecular, se muestra figura 11 muestra el comportamiento de

la trayectoria.
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Figura 11 Trayectoria de energia total en la dindmica molecular de CXCR4 con los ligandos CXCR4-L, HYNIC-CXCR4-L,
Pentixafor

A lo largo de la trayectoria, se muestra una estabilidad molecular para el aducto
formado conformado por el receptor CXCR4 con los grupos CXCR4-L, HYNIC-
CXCR4-Ly Pentixafor. En los tres casos la energia total se cuantifica en un promedio
de -1.84E+06 kJ/mol comparando con la energia total reportada por Malgija, B.,
2019 para CXCR4 con un antagonista para bloquear la entrada celular de VIH, el
cual tiene una trayectoria de energia total entorno a un valor promedio de -2.91E+04
kJ/mol (42), en contraste con el ligando CXCR4-L que tiene una mayor afinidad por

el receptor con estabilidad favorable.

Un parametro adicional que nos permite evaluar la estabilidad del complejo
proteina-ligando y validar que no existe una disociacion espontanea del mismo, es el
radio de giro (Rg) de la molécula el cual nos indica la compacidad de la proteina y si
durante la dinAmica molecular el sistema esta plegandose de manera estable o bien

se rompe espontaneamente (43). Este parametro Rg se presenta en la Figura 12.
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Figura 12 Radio de giro (Rg) de CXCR4 durante la dindmica molecular con los ligandos CXCR4-L, HYNIC-CXCR4-L y

Pentixafor. Las grdficas en color rojo, verde y azul representan el andlisis en los ejes x, y, z, respectivamente. La grdfica en
color negro indica el valor promedio de Rg por los tres planos, y denota un valor poco cambiante indicando que el
complejo proteina-ligando se mantiene estable durante ejecucion de la dindmica molecular.
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5.3. Perfil biocinético y dosimétrico

Tabla 2. Datos de pesos de 6rganos de modelos murinos de 25 g (37).

Datos de Ratdn y sus

drganos
Organo Peso (g)
Sangre 2.003
Pulmones 0.150
Higado 1.050
Bazo 0.090
Riflones 0.265
Intestino 0.878
Delgado
Tumor 0.024
Peso total de 25.000
Raton

Tabla 3. Factores de conversion de dosis total de 99 Tc, manejados por el software OLINDA para
modelos tumorales murinos de 25g (44).

Factores de conversion de dosis total [mSv/MBq-s]
Radionticlido: Tc-99m (6.01 h) para ratdon de 25g

Sangre Pulmones Higado Bazo Rifiones Intestino delgado
Sangre 1.19E-04  1.25E-04 1.28E-04 1.23E-04 1.28E-04 1.26E-04
Pulmones 1.44E-04  2.53E-02 1.23E-04 1.71E-05 1.69E-05 1.16E-05
Higado 1.47E-04  1.26E-04 1.66E-03 3.34E-05 4.94E-05 3.65E-05
Bazo 1.41E-04  1.70E-05 3.42E-05 2.36E-02 1.16E-04 2.54E-05
Riflones 1.47E-04  1.65E-05 5.05E-05 1.23E-04 8.90E-03 5.90E-05
Intestino delgado  1.47E-04  1.13E-05 3.62E-05 2.43E-05 5.79E-05 1.67E-03

El factor de dosis (DF) para 99mTc en un tumor de 1g de acuerdo con OLINDA es

2.63E-03 mSv/MBg-s.

La biodistribucion del radiotrazador se realizé en tumores inducidos por dos cepas
celulares en un total de 3 ratones. Se calcul6 el porcentaje de dosis por gramo de
organo (%ID/g)y se calcularon los porcentajes de dosis (%1D) para modelos murinos
de 25 g empleando la tabla 2. La tabla 4 muestra los resultados para ratones con
tumores inducidos por la cepa Du-4475. La tabla 5 muestra los resultados para

ratones con tumores inducidos por la cepa C6.
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Tabla 4. Porcentajes de dosis por gramo de 6rgano (%ID/g) y por érgano (%ID) para tumores
inducidos con Du-4475.

Porcentaje de dosis ‘
Du-4475 %ID/g %ID
Tiempo (h) Tiempo (h)

Organo 033 1.00 3.00 2400 033 1.00 3.00 24.00
Sangre 1.84 0.84 0.18 0.00 3.6855 1.6825 0.3605 0.0000
Pulmones 2.60 1.40 0.22 0.04 0.3900 0.2100 0.0330 0.0060
Higado 463 204 143 0.03 4.8615 2.1420 1.5015 0.0315
Bazo 248 1.14 0.61 0.08 0.2232 0.1026 0.0549 0.0072
Rifiones 8.56 5.32 3.76 0.42 2.2684 1.4098 0.9964 0.1113
Intestino Delgado  2.46 2.76 2.24 0.11 2.1599 2.4233 1.9667 0.0966
Tumor 480 3.17 2.89 4.80 3.17 2.89 4.80 3.17
* Sangre se considera como Remanente

Tabla 5. Porcentajes de dosis por gramo de 6rgano (%ID/g) y por 6rgano (%ID) para tumores
inducidos con C6.

Porcentaje de dosis ‘
%ID/g %ID
c6 . .
Tiempo (h) Tiempo (h)

Organo 0.33 1.00 3.00 24.00 0.33 1.00 3.00 24.00
Sangre 198 095 0.22 0.00 3.9659 1.9029 0.4407 0.0000
Pulmones 223 157 0.17 0.07 0.3345 0.2355 0.0255 0.0105
Higado 442 225 1.62 0.10 4.6410 2.3625 1.7010 0.1050
Bazo 198 1.29 0.56 0.02 0.1782 0.1161 0.0504 0.0018
Rifiones 7.24 484 4.06 0.24 1.9186 1.2826 1.0759 0.0636
Intestino Delgado 2.21 237 1.98 0.13 1.9404 2.0809 1.7384 0.1141
Tumor 403 293 252 144 403 293 252 144

Se ajustaron los perfiles biocinéticos por érgano siguiendo una cinética de primer
orden mediante el programa OLINDA/EXM resolviendo de manera iterativa la

suma de 3 componentes exponenciales:

A(t) = Ae_(a+/199mTc)t + Be_(b+/199mTc)t + C'e_(c+/199mTc)t

Se calculo la integral definida para determinar el nimero de desintegraciones

totales en cada 6rgano y poder calcular las dosis equivalentes y efectiva.
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Tabla 6. Perfil biocinético por 6rgano de tumores inducidos con Du-4475, Obtenidos con OLINDA.

Valores de coeficientes biocinéticos Tumor Du-4475

Organo A a B b C c

Sangre 16.5000 66.9000 5.0200 1.4200 0.5940 0.2390
Pulmones 13.5000 74.0000 0.3040 10.1000 0.5090 0.8900
Higado 11.4000 4.4600 2.1300 0.1530 0.2210 0.1530
Bazo 13.5000 67.3000 0.9010 6.7300 0.1390 0.3080
Rifiones 41.6000 16.9000 1.6400 2.1800 1.3600 0.1040
Intestino delgado 16.7000 67.3000 0.7960 0.0967 1.6800 0.0967
Tumor 6.6200 4.2800 2.1000 0.0382 1.1200 0.0407

Tabla 7. Perfil biocinético por érgano de tumores inducidos con C6, Obtenidos con OLINDA.

Valores de coeficientes biocinéticos Tumor C6

Organo A a B b C c

Sangre 16.5000 66.9000 5.0200 1.4200 0.5940 0.2390
Pulmones 13.5000 74.0000 0.3040 10.1000 0.5090 0.8900
Higado 98.0000 14.6000 4.4100 3.4200 2.5300 0.1330
Bazo 13.5000 67.3000 0.9010 6.7300 0.1390 0.3080
Rifones 41.6000 16.9000 1.6400 2.1800 1.3600 0.1040
Intestino delgado 16.7000 67.3000 0.7960 0.0967 1.6800 0.0967
Tumor 2.9000 2.4500 2.0100 0.0184 0.7550 0.0678

A través de OLINDA, se obtuvo la grafica del perfil biocinético para cada 6rgano
como se muestra un ejemplo en la figura 13, para el caso de los valores

correspondientes a higado.

50




Perfil Biocinético del Higado

3.42%
Células Tumorales Du-4475

A, B, C -Coeficientes
Biocinéticos

PmTe-HYNIC-CXCR4-L

a, b, ¢ - Constantes de
eliminacion biologica
t=Tiempo (hrs)

(%) Actividad

26.4 hrs

Tiempo (hrs)
Apctividad (t)=Aexp(-at)+B*exp(-bt)+C*exp(-ct)
Actividad (£) = 11.4 * exp (-4.46t) + 2.13 * exp(0.153t) + 0.222 * exp(0.1531)

Figura 13 Grdfica del perfil biocinético en higado para el modelo tumoral murino de células DU-
4475. Los coeficientes A, B, C representan coeficientes biocinéticos y las constantes de eliminacion
biolégica se representan por letras minusculas a, b, ¢, respectivamente.

Tabla 8. Numero de desintegraciones totales por 6rgano para tumores inducidos con Du-4475y

cé6.
N (MBg-s/MBq)

Organo Du-4475 cé6

Sangre 186.84 810.72
Pulmones 2592  26.28
Higado 405 651.60
Bazo 23.76 19.44
Rifiones 336.96 540.36
Intestino delgado 429.48 369.00
Tumor 805.32 730.44

Para calcular el perfil dosimétrico se calcularon las dosis equivalentes por 6rgano en
funcion de los valores S para modelos murinos de 25g tomados de la tabla 3. La dosis
equivalente en el tumor inducido se calcul6 de acuerdo con el modelo esférico para

tumores de 0.2g en el programa OLINDA. En la tabla 9 se enlistan los datos
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correspondientes a la dosis equivalente por 6rgano y tumor para el radiotrazador
99mTc-HYNIC-CXCR4-L en los modelos tumorales inducidos con células Du-4475
y C6. La figura 14 muestra graficamente el comportamiento de las dosis por 6rgano,
es posible apreciar que en cada caso el tumor recibe una mayor dosis de radiacion en

comparacion con los 6rganos extraidos.

Tabla 9. Cdlculo de dosis equivalente por érgano.

Dosis equivalente (mSv/MBq)

Organo Du-4475 C6

Sangre 0.14 0.61
Pulmones 0.66 0.67
Higado 0.67 1.08
Bazo 0.57 0.47
Rifones 2.12 1.92
Intestino delgado 0.84 0.72
Tumor 3.13 5.02

Dosis Equivalente
99mMTc-HYNIC-CXCR4-L

w

H; r = mSv/MBq
N

[EEN

Du-4475 cé

H Sangre H Pulmones M Higado = Bazo M Rifiones M Intestino delgado B Tumor

Figura 14 Calculo de dosis equivalente para cada 6rgano en los modelos de tumor inducido con
células Du-4475 y C6, respectivamente. La tendencia pone de manifiesto que cada tumor inducido
recibe la mayor dosis de radiacién, esto es consistente con un comportamiento localizado y

especifico para la obtencion de imagenes moleculares nucleares.
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Se determino la relaciéon de captacién tumor-6rgano para cada tipo de tumor

inducido, lo resultados se presentan en la tabla 10.

Tabla 10. Relaciéon de captacién tumor-oérgano en modelos murinos de 25g para tumores
inducidos con células Du-4475 y Cé6.

Relacién tumor/érgano

Organo Du-4475 6

Sangre 22.36 8.23
Pulmones 4.74 7.49
Higado 4.67 4.65
Bazo 5.49 10.68
Rifiones 1.48 2.61
Intestino delgado 3.73 6.97

En la tabla 10, se refleja la relacién tumor/érgano mayor a 1, esto indica que el
radiotrazador HYNIC-CXCR4-L marcado con 99mTc tiene mayor captacion en el
tumor respecto a los demés 6rganos y confirma que puede utilizarse como agente
indicador para imagen nuclear molecular por SPECT. Graficamente este

comportamiento se muestra en la figura 15.
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Relacion de captacion
99mTe-HYNIC-CXCR4-L

25
20 Tumor
o inducido
c
P M Du-4475
=
g 10 mC6
=}
'_
5 ‘ . ‘
0
Sangre  Pulmones  Higado Bazo Rifiones  Intestino
delgado

Organos extraidos

Figura 15. Grdfica de la relacién de captacion tumor/érgano para el radiotrazador 99gmTc-HYNIC-
CXCR4-L en modelos tumorales murinos para tumores inducidos con células D4-4475 y C6,
respectivamente. El radiotrazador muestra una mayor captacioén en el tumor respecto a los demas
organos y confirma que puede utilizarse como agente indicador para imagen nuclear molecular
por SPECT.
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Capitulo 6: Discusién

El acoplamiento molecular demostr6 que HYNIC-CXCR4-L interactia en la cavidad
de union del ligando CXCR4 con una afinidad adecuada. Existen interacciones
considerables que ocurren en el sitio de accion del receptor con el agente bifuncional
HYNIC, una de ellas con el residuo no polar y neutral Trpg4 (Van der Waals), y la
otra con Asp188 a través de un enlace de hidréogeno convencional. La interaccion con
Trpo4 sugiere que HYNIC podria actuar como un sitio de anclaje adicional a las
regiones hidrofébicas de la molécula CXCR4, lo que posiblemente explicaria la
mayor afinidad teoérica observada por HYNIC-CXCR4-L en comparacion con otros
ligados de quimiocina hasta ahora reportados, como CVX15 y CXCR4-L [9y 10]. El
valor de Ki encontrado para el ligando CVXi15 (Tabla 1) es bastante similar al
informado por Wu et al. [9], lo que significa una validacion indirecta de los calculos.
También es posible que la interaccion con Asp188 esté relacionada con la carga de
resonancia positiva neta generada por el anillo aromatico heterociclico HYNIC [9].
En este punto, es importante recordar que los grupos quimicos cargados y los anillos
aromaticos en las cadenas laterales del ligando tienen una participacion importante

en la uni6on de los receptores peptidérgicos acoplados a la proteina G [14].

La energia potencial de HYNIC-CXCR4-L cuyo valor fue de -2.68E+06 kJ/mol
mostrando una unién de mayor estabilidad en comparaciéon con las energias
potenciales de CXCR4-L y Pentixafor los cuales fueron de -2.57E+06 kJ/mol y -

2.59E+06, respectivamente.

Como se esperaba respecto al analisis de acoplamiento molecular no es perceptible
la diferencia de un orden de magnitud en la afinidad del ligando HYNIC-CXCR4-L
en comparacion con el ligando CXCR4 hacia el receptor CXCR4, esto se debe a que,
en el andlisis de acoplamiento molecular, las entalpias de formaciéon no son
consideradas para fines de optimizar los tiempos de calculo. Sin embargo, el
comportamiento energético es coherente con que el agente bifuncional HYNIC

aporta un sitio méas de anclaje, mejorando su afinidad por el receptor CXCR4.
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Alo largo de la trayectoria energética, se muestra una estabilidad molecular para el
aducto formado por el receptor CXCR4 con los grupos CXCR4-L, HYNIC-CXCR4-L
con un valor energético de -1.84E+06 kJ/mol, la diferencia manifestada entre la
energia potencial en la minimizacién y la energia total, radica principalmente en que
se ve involucrada la energia cinética debido a la simulacién dindmica molecular. A
pesar de que el valor de la energia total es menor comparado con la energia potencial,
el orden de magnitud se mantiene refinando el calculo energético. Recordemos que
los valores de energia negativos representan valores de la energia libre de Gibbs que

indica que es posible la reaccién espontanea entre el receptor y el ligando.

El comportamiento del radio de giro (Rg) nos indica que la dinAmica molecular se

ejecuta de manera correcta en cada paso y que los resultados pueden validarse.

La internalizacion fue menor en las células DU-4475 y C6 para 77Lu CXCR4-L, en
comparacion con 99mTc-CXCR4-L, posiblemente debido al efecto quimico de DOTA
en la estructura, como propusieron Wiistemann et al. [17]. No obstante, la
internalizacion fue significativamente mayor en las células de glioblastoma C6 en
comparacion con las células de cancer de mama DU-4475, lo que quizas esté
asociado a la formacion de heterémeros CXCR4 con otros receptores de quimiocinas
e incluso con otros receptores acoplados a proteinas G, que pueden modular su
afinidad e internalizacion [18]. En las células de cancer de mama, se ha confirmado
la co-normalizaciéon del heterbmero CXCR4-CXCR7 [19]. En las células C6, se ha
encontrado que la presencia de algunos metales de transicién como el cobre, el
niquel y el zinc modifican la absorcién de CXCL2 en 9, 7y 3 veces, respectivamente
[4]. Las diferencias en la captacion e internalizacién del complejo CXCR4-ligando
pueden deberse a la formacién de heteromeros que provocan una dilucion del sitio
de reconocimiento y, al mismo tiempo, modifican la tasa de re-sensibilizacion. Cabe
mencionar que, en general, las células de cancer de mama expresan un mayor
nimero de subtipos de receptores de quimiocinas (CXCR1, CXCR3, CXCR4, CXCR7,
CCR2, CCR4, CCR5, CCR7 y CCR9), en comparacion con las detectadas en gliomas
(CXCR4, CCR3 y CCR5) (18).
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Desde la parte de analisis teorico computacional que se desarroll6 en el presente
trabajo, hasta el perfil dosimétrico obtenido, es importante resaltar que los
resultados y tendencias observadas en el progreso del anélisis han sido consistentes
con respecto a predecir una unién estable entre el ligando HYNIC-CXCR4-L y el
receptor de quimiocina-4, cuya puntuacion de afinidad en el analisis de
acoplamiento molecular fue de -10.8 kcal/mol y si Ki = 12 nM, sugiriendo asi una
formacion estable del complejo proteina ligando, més tarde con la ejecucion de la
dindmica molecular se evalua la estabilidad del complejo a través del tiempo de
duraciéon de la simulaciéon (10 ns) donde la energia total del sistema (-1.84E+06
kJ/mol) refuta la premisa de que el ligando se mantiene en la cavidad del sitio de
accion del receptor. Con respecto a la parte experimental se comprueba que el
radiotrazador 99mTc-CXCR4-L se mantiene localizado en el tumor que expresa al
receptor de quimiocina-4, al evaluar el perfil biocinético y dosimétrico se corrobora
que el radiotrazador se queda unido al receptor CXCR4 manteniendo una relaciéon
sefial ruido adecuada permitiendo la obtencién de iméagenes nucleares moleculares
por técnica de SPECT.
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Capitulo 7: Conclusiones

e FEl ligando CXCR4-L mantiene un comportamiento de afinidad

equivalente a la molécula CVX15 y al analogo comercial Petixafor.

e El agente bifuncional HYNIC acttia como un sitio adicional de anclaje en
el sitio active del receptor CXCR4 permitiendo una unién favorable

entre el ligante y el receptor.

e La relacion de captaciéon tumor 6rgano fue favorable (mayor a uno)
indicando que el HYNIC-CXCR4-L tiende a retenerse en el tejido
tumoral diferenciandose de la sefial de fondo, lo que permite su uso

como radiotrazador en imagen molecular por SPECT

e La bioinformatica es una herramienta fiable para implementarse en la
buisqueda de biomarcadores que permitan realizar diagnostico y terapia

molecular dirigida dentro del campo de accion de la Fisica Médica.

Capitulo 8: Trabajo a Futuro
Como trabajo a futuro se prospecta continuar con la linea de investigacion sobre la

aplicacion de HYNIC-CXCR4-L y su optimizacién en la obtencién de imagenes

nucleares moleculares SPECT para su aplicacion clinica.
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