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El oxigeno es el principal componente que requieren las células de un
organismo vivo para obtener energia y de esta manera sea capaz de
realizar sus actividades metabdlicas de forma adecuada. Entonces,
¢podran existiralgunas células sin el suministro de oxigeno? La respuesta
es si. Porincreible que parezca, existen células en diversos padecimientos
que son capaces de permanecer vivas a bajas concentraciones de
oxigeno. Esto es posible debido a una serie de mecanismos moleculares
que se activan al percibir este estado de hipoxia, como la expresién de
la familia del factor inducido por hipoxia (HIF-1, 2 y 3), que protegen a
las células en padecimientos como la anemia, la isquemia miocardica,
la hipertension pulmonar, el cdncer, etc. Especificamente, la familia HIF
brinda resistencia a las células presentes en canceres soélidos contra las
terapias actuales y aseguran la supervivencia del tumor cambiando de
sumetabolismo aerobio a un metabolismo anaerobio, generando nuevas
vascularizaciones para una mayor irrigacion sanguinea y activando genes
encargados de aumentar la produccién de células sanguineas dentro
del organismo, etc. Debido al papel tan importante que desempefia
la familia HIF en la supervivencia de células cancerigenas, en esta
investigacién se propone describir el bloqueo de la actividad de HIF-1
empleando metodologias in silico. Se considera que un punto clave
para su inactivacion es evitar la dimerizacion de las subunidades
proteicas que lo constituyen. Como resultado de este analisis, se
pretende tener un nuevo aliado en las terapias actuales contra el cancer.

Palabras clave: Cancer, Factor HIF-1, Dimerizacién, Quimica computacional,
Acoplamiento molecular.

Abstract

Oxygen is the main component required by the cells of a living organism
to obtain energy and thus be able to perform its metabolic activities
properly. So, can some cells exist without the supply of oxygen? The
answer is yes. Incredible as it may seem, there are cells in various
diseases that can remain alive at low oxygen concentrations. This is
possible due to a series of molecular mechanisms that are activated upon
perceiving this state of hypoxia, such as the expression of the hypoxia-
induced factor family (HIF-1, 2 and 3), which protect cells in conditions
such as anemia, myocardial ischemia, pulmonary hypertension, cancer,
etc. Specifically, the HIF family provides resistance to the cells present
in solid cancers against current therapies and ensures the survival of the
tumor by changing its aerobic metabolism to an anaerobic metabolism,
generating new vascularization for greater blood irrigation and activating
genes responsible for increasing the production of blood cells within
the organism, etc. Due to the significant role played by the HIF family
in the survival of cancer cells, we propose to describe the blocking
of HIF-1 activity using in silico methodologies. It is considered that a
key factor for its inactivation is the non-dimerization of its constituent
protein subunits. As a result of this analysis, it is intended to have a
new ally in the current therapies against cancer.
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iCOmo sobrevivir
sin oxigeno?

El oxigeno se requiere para el correcto
funcionamiento de organismos con meta-
bolismo aerobio, manteniendo la demanda
de los gastos bioenergéticos de las célu-
las y los tejidos. Si la concentracién de
oxigeno disminuye considerablemente,
las consecuencias pueden ser fatales, ya
que moririan los tejidos comprometidos
por estos bajos niveles de oxigeno (Ber-
tout et al., 2008). La isquemia miocardica
es un padecimiento representativo de
esta condicién, la cual consiste en la
disminucién del didmetro de las arterias
coronarias del corazén y reduce como
consecuencia el flujo sanguineo, por
lo tanto, el musculo cardiaco no recibe
suficiente oxigeno. Otro padecimiento es
la generaciéon de trombos cerebrales, en
donde la pérdida de oxigeno se debe a
la obstruccién de la vascularizacion por
un codgulo sanguineo. En procesos como
el cancer hay una proliferacion celular
descontrolada cuya agregaciéon forma
cumulos densos (cancer de tipo sélido)
cuyas células mas profundas carecen de
oxigeno (Chao et al., 2021). ¢Cémo
sobreviven este tipo de células que no
tienen oxigeno? Existen tres sistemas que
intervienen en la respuesta a la hipoxia:
a) de deteccién o sensor de oxigeno; b)
de regulacién, mediante el control de la
expresion de una amplia serie de genes;
y c) efector multiple, incluye no solo ex-
presion de genes, sino multiples cambios
funcionales que van desde la estimulacién
de moléculas vasodilatadoras hasta las
variaciones en la afinidad de la hemoglo-
bina por el oxigeno. El sistema regulador
estd modulado directamente por el sensor
y el elemento organizador principal es un
factor de transcripcién especifico, el fac-
tor inducible por hipoxia 1 (HIF-1). Este
factor pertenece a una familia de protei-
nas compuesta por tres elementos (HIF-1,
HIF-2 y HIF-3) que son activados ante las
bajas concentraciones de oxigeno en el
tejido, pero trabajan de manera distinta.
En esta ocasion, nos centraremos espe-
cificamente en HIF-1 que es el elemento
mas estudiado.

Estructuralmente, HIF-1 es un factor de
transcripcion proteico compuesto por dos

partes Ilamadas subunidades, la subuni-
dad(y la subunidad ®. AuBao estructuras
cuentan con regiones especificas que les
permiten unirse una a la otra para con-
formar el factor de transcripcién que le
hard frente a la falta de oxigeno donde
seanecesario (Figura1). La subunidad(se
transcribe de forma constitutiva, es decir,
se encuentra presente de forma continua
al interior de la célula, pero si esto es
asf, ¢como es que no estd activa en todo
momento? La respuesta reside en que esta
subunidad es sensible a la presencia de
oxigeno de tal manera que es “marcada”
por otras proteinas para ser degradada, es
decir, si las concentraciones de oxigeno
son optimas, el HIF-1{debe ser eliminado.
¢Pero qué pasa cuando no hay oxigeno en
el medio celular? Es aqui cuando HIF-1€
no es degradado y comienza el proceso
de respuesta ante la condicién de hipoxia
uniéndose a la subunidad ® formando el
heterodimero HIF-1{/®, el cual viajara al
ndcleo y transactivara genes que permi-
tiran la supervivencia de las células. Estos
genes estan implicados en el cambio de un
metabolismo aerobio a uno anaerobio, en
la generacién de nuevos vasos sanguineos
para suplir la ausencia de oxigeno debido
a una isquemia, la activacion de sefiales
que permitan la formacion de mas células
sanguineas para suministrar una mayor
cantidad de oxigeno, e incluso la sobre
expresion de transportadores de glucosa
(Brown, 2007).

HIF-1a

Figura 1. Estructura 3D del complejo proteico
HIF-1. En magenta se resaltan los sitios de unién
PAS-A'Y PAS-B necesarios para la dimerizacién de
la subunidad ( (izquierda) y ® (derecha). En amari-

llo se muestra la regién de unién a ADN, bHLH.

En el cancer, donde existe un crecimiento
celular descontrolado, las células mas
internas se ven ausentes de irrigacion
sanguinea, lo que significa que tales
células quedan desprovistas de oxigeno
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y necesitan de la activacién de los fac-
tores de transcripcion HIF para no morir
(Schénberger et al., 2021).

Un nuevo aliado para
las terapias existentes

La familia de transcripcién HIF realiza
funciones que se contraponen, por un
lado, ayuda a enfrentar deficiencias de
oxigeno como en desérdenes del corazoén,
desérdenes cerebrovasculares, anemias,
leucemias y procesos de cicatrizacion;
y, por otro lado, proporciona resistencia
a las células cancerigenas de tumores
sélidos (sarcomas y carcinomas) que se
encuentran en condiciones extremas de
deficiencia de oxigeno. Desde la década
de los 50’s, Gray y col. mostraron que
las células no tumorales presentes en
condiciones de baja concentracion de
oxigeno son protegidas ante los efectos
citotéxicos que pudieran sufrir al ser
expuestas a rayos-X (Gray et al., 1953).
Posteriormente, a principios del siglo XXI,
Brown describe que los tumores sélidos
humanos estan invariablemente menos
oxigenados que los tejidos normales de
los que provienen, y que esta baja con-
centraciéon de oxigeno provoca que las
células tumorales presenten resistencia
a la radioterapia y quimioterapia (Brown,
2007). Por lo tanto, HIF es una herramienta
de supervivencia de células malignasy un
escudo protector contra las terapias que
buscan destruir dichas células.

En afios mas recientes, Minassian y col.,
aseveran que laresistencia de los tumores
malignos a la quimioterapia se debe al
microambiente deficiente de oxigeno y
que esta condicién puede ser un factor
significativo en el desarrollo de la resis-
tencia a fdrmacos (Minassian et al., 2019).
Con base en lo anterior, se ha planteado
que la inhibicién de al menos un miembro
de la familia de transcripcion HIF seria un
gran complemento para las terapias ya
existentes.

Se ha visto que la desregulacion de la
via de HIF-1 es clave para detener las
caracteristicas malignas de un tumor,
como el crecimiento descontrolado y la
generacion de nuevas vascularizaciones.
Esta via comienza con la expresion del ARN

mensajero de HIF que llevard a la sintesis
de las subunidades (y ®, posteriormente
ambas proteinas maduran y se unen en-
tre si para generar el dimero HIF-1{/®. La
union de este dimero con otras proteinas
formaran un complejo de transcripciony,
por ultimo, se expresaran los genes que
son objetivo de HIF-1(/®.

Con el conocimiento de esta via, varios
grupos de investigacion enfocados en
cancer se han dado a la tarea de proponer
compuestos quimicos que la bloqueen en
las diferentes etapas que la constituyen.
Desde evitar la expresion de HIF-1 a partir
del ADN hasta impedir que HIF acomple-
jado transcriba las regiones de ADN que
permitiran la supervivencia de las células
tumorales. Por ejemplo, Vorinostat (SAHA)
es un compuesto que bloquea la expresion
del ARN mensajero. Bortezomib (Velca-
de®) inhibe la sintesis de la subestructura
{, 0X3 se ocupa de impedir la unién de las
subestructuras ( y ®, acriflavina actua
en la inhibicion del complejo de trans-
cripcién de las subestructuras ( y ® con
otros elementos Ilamados CPB y p300, y
Everolimus, un bloqueador de las regiones
de ADN donde HIF tiene la actividad de
transcripcién (Minassian et al., 2019).

La secuencia de la via
de HIF-1

HIF-1 realiza la activaciéon de los genes
que ayudardn a las células cancerigenas a
sobrevivir, pero ;como lo hace? Mediante
un proceso en el que es necesario launioén
inicial de dos proteinas. Entonces, si HIF-1
funciona mediante dos proteinas, se sabe
de antemano que para que existan debe
haberun gen o un grupo de genes que por
ARN mensajero en el ribosoma formaran
a esas proteinas inmaduras. Lo que pos-
teriormente madurardn por procesos de
glicosilacién, se fusionaran, formaran el
complejo HIF-1{/® que una vez en el nucleo
activard a los genes que necesita el tumor
maligno. En la Figura 2 se muestran seis
puntos bien definidos de la via en los que
se han planteado potenciales farmacos
dirigidos a interrumpir la actividad de HIF-
1 (Schonberger et al., 2021).
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Figura 2. Puntos definidos de la via de HIF-1 en

donde se han probado compuestos quimicos

especificos que conllevan a su desregulacidn.
Modificada de (Schénberger et al., 2019)

Simulacion computacional
como alternativa
en la investigacion

Los métodos computacionales de simula-
cién molecular se han convertido en una
herramienta de suma importancia en el
estudio de distintas enfermedades para
poder combatirlas. La experimentacion in
sillico trae consigo bastantes ventajas,
por ejemplo, facilita modelar estructuras
quimicas que funcionen como inhibidores
que, si lo extrapolamos al cancer, serfan
aquellas moléculas capaces de bloquear
la secuencia de la via en cualquiera de
los seis puntos mencionados en la
seccién anterior (ver Figura 2). Por otro
lado, y a pesar de que las metodologias
experimentales han avanzado a pasos
agigantados, existen moléculas como las
proteinas que no se han podido elucidar
estructuralmente, por lo que el modelarlas
resulta ser la mejor opcién y predecir su
comportamiento al colocarlas en condi-
ciones especificas.

El acoplamiento molecular, también co-
nocido como docking molecular, es una
herramienta computacional que permite
analizar las interacciones intermolecula-
res que se puedan llevar a cabo entre un
ligante (molécula pequefa) y un receptor
(macromolécula), ademds de predecir la
estabilidad del complejo resultante. El
tiempo invertido en esta experimentacion
in silico es mucho menor que el que se ne-
cesitaria para llevara cabo el experimento
in vitro. Porotro lado, el ahorro econémico

también es un factor que se debe resaltar,
ya que lainversién monetaria en la compra
de reactivos o bien de insumos necesarios
para su sintesis, asi como el aislamiento,
purificacion y cristalizacion de proteinas
in vitro es sumamente alta. Cabe mencio-
nar que el docking molecular es la primera
técnica de eleccion empleada en el disefio
de farmacos (Meng et al., 2011)

Antes de llevar a cabo un acoplamiento
molecular, deben modelarse de manera
independiente al ligante y al receptor de-
bido a las diferentes propiedades quimi-
casy estructurales de cada uno. Los datos
experimentales siempre seran el punto de
partida ideal para una buena simulacion,
porlo que se buscan en las diversas bases
de datos cristalograficas, aunque no siem-
pre se tiene éxito. En la actualidad se han
reportado algunos compuestos quimicos
con actividad anticancerigena que acttan
inhibiendo la actividad de HIF-1 bloquean-
do la dimerizacion de las subunidades(y
®. Uno de estos compuestos es el llamado
0X3, que es un derivado de hidroxibenzal-
dehido, y a pesar de que se ha reportado
que tiene actividad inhibitoria en HIF-2, se
contempla como inhibidor en HIF-1 por ser
una proteina homéloga de HIF-2.

Por otro lado, los compuestos PT2377
(Belzitufan), PT2399 y PT2385, que son
derivados de inden-fluorobenzonitrilo,
inhibidores de HIF-2 que, por las mismas
razones que para oX3, pueden ser poten-
ciales inhibidores de HIF-1.

Estos inhibidores (Figura 3) se modelaron
en el programa Gaussiani16 (Frisch et al.,
2016) para obtener las estructuras de
minima energia, lo que, en otras palabras,
significa, obtener la estructura molecular
que en ciertas condiciones sera la mas
estable. Se utilizé la teorfa del funcional
de la densidad (DFT) (Hohenberg & Kohn,
1964) usando el nivel de teoria B3LYP/6-
31+G(d) (Becke,1993; Ditchfield et al.,
1971).
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0X3 Belzitufan

PT2385 PT2399

Figura 3. Estructuras 3D de los ligantes bloquea-
dores de la unién de las subunidades { y ® de HIF.
Los &tomos se presentan en cddigo de color CPK.

Modelado de la
macromolécula

Las bases de datos bioldgicos disponibles
para obtener informacién de proteinas re-
sueltas cristalograficamente son bastante
amplias, sin embargo, no se encuentran
todas las proteinas que existen en la
naturaleza. Se realiz6 la bisqueda en la
base de datos Protein Data Bank (https://
www.rcsb.org) de la estructura cristalina
de HIF-1¢/® humana, sin embargo, no se
encontraron resultados, por lo que fue
necesario utilizar técnicas de modelado
de proteinas. El modelado de la proteina
se realiz6 mediante un alineamiento mul-
tiple de secuencias de aminoacidos (AA)
de la proteina que se desea modelar con
una aserie de secuencia de aminodcidos
de proteinas homdélogas con estructuras
cristalinas resueltas (Figura 4). Para dicho
alineamiento se utiliz6 el programa Clustal
Omega (Thompson etal., 1994) y se visua-
liz6 en el programa JalView (Waterhouse

et al., 2009).
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Una vez alineadas las secuencias se lleva
a cabo el modelado por homologia con el
programa Modeller (Webb & Sali, 2016),
que con base en las estructuras crista-
linas y el resultado del alineamiento de
secuencias realizard la construccion de
la estructura proteica deseada.

Se utilizaron tres estructuras como molde
para llevar a cabo al modelado de la es-
tructura de HIF-1{con PDB ID 4ZP4, 4ZPR,
6E 3T pertenecientes ala estructura HIF-2(,
HIF-1(, y HIF-2(/® aisladas de ratén (Mus
musculus), respectivamente. Ademds de
realizar un modelo de la proteina a partir
de las estructuras molde, se realizé un
solo modelo utilizando los tres moldes,
al cual se denomina modelado multiple.
Las estructuras resultantes se muestran
en la Figura 5.
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Figura 5. Estructuras 3D de las estructuras
modeladas de la subunidad ¢ de HIF-1 de humano
a partir de los diferentes moldes utilizados.
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Figura 4. Alineamiento por homologia para modelado de protefnas.
La fila uno corresponde a la secuencia de aminodcidos (AA) de
la protefna a modelar y las filas subsecuentes corresponden a
la secuencia de AA de protefnas homdélogas cuyas estructuras

cristalinas se encuentran resueltas.
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Modelado de la
interaceion
macromolécula-inhibidor

Una vez obtenidas las estructuras de los
inhibidores y de las proteinas {modeladas,
el siguiente paso a realizar es el acopla-
miento entre cada subunidad modelada
a partir de los diferentes moldes y los
inhibidores (Figura 6), con el objetivo
de encontrar informacion relevante para
la descripcion de un posible mecanismo
por el cual estos inhibidores obtienen su
actividad anticancerigena.

Acoplamiento

Molecular

Inhibidor - HIF-la humana

modelada

Ligantes | | HIF-1a modelada
oo 0
sotuten ey Rarx
przass. )
< == & d >

optimizacion de Alineamiento
s'o"emmlu Maitiple y Modelado
B3019/6-3146(0) ‘Gustol Omogalsatvew

K@ﬁWJ

Figura 6. Diagrama general de trabajo para
el acoplamiento molecular inhibidor-HIF-1a
modelada.

De los cdlculos de acoplamiento molecular
realizados con el programa Autodock Vina
(Trott & Olson, 2010; Eberhardt etal., 2021)
se obtuvo informacion relevante como las
energias de afinidad, siendo el valor mds
bajo para el complejo formado por PT2385-
HIF-1({ (4ZP4) de -8.7 kcal/mol. El sitio de
interaccion se identificod en el dominio

de unién PAS-A, por lo que el inhibidor
impediria la union de esta subunidad{con
la correspondiente subunidad ® (Figura 7).
Las interacciones presentadas para lograr
su estabilidad fueron bastante diversas,
desde interacciones débiles de van der
Waals hasta interacciones de tipo puente
de hidrégeno. Es importante resaltar que
el dtomo de fldor del inhibidor muestra
un papel relevante al formar puentes de
hidrégeno de tipo halégeno (Figura 8).

Figura 7. Representacién grafica del acoplamiento
molecular de PT2358 con la protefna HIF-1a de
humano modelada.
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Figura 8. Diagrama 2D del complejo PT2385-
HIF-1a. Los diferentes tipos de interaccién se
representan en cédigo de colores. Las interaccio-
nes de tipo m-alquilo entre la Valina y los anillos
aromaticos del inhibidor son predominantes.
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Perspectivas

El estudio computacional de las vias de los factores de transcripcion
HIF representa un campo de investigacién muy amplio, ya que el papel
que desempefia cada uno de ellos (HIF-1, HIF-2y HIF-3) en presencia de
masas tumorales es distinto y su expresion depende del tipo de cancer.

Hasta el momento se tienen los indicios del posible mecanismo de
accion de algunos inhibidores propuestos que impiden la unién de las
cadenas <y ® de HIF-1, siendo el dominio de unién PAS-Ay la presencia
de dtomos de fllor relevantes para esta inhibicién. La continuacion de
este trabajo consiste en seguir explorando la via de HIF con los diversos
inhibidores experimentalmente reportados que actdan en diferentes
pasos de la via, de tal forma que en un futuro no muy lejano se sugiera
una estructura quimica, basada en moléculas de origen natural, mds
efectiva en el tratamiento de cancer sélido.

Por dltimo, se incentiva a continuar aportando a la ciencia con cualquier
indicio que ayude a combatir enfermedades tan terribles como el cancer.
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