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Abstract

In this work we develop a characterization of the DNMT1 inhibitors chemical space
reported in public sources. To achieve this goal we implement a variety of computational

techniques that include chemioinformatic and molecular modeling studies.

Trough the chemical space analysis was possible to discriminate compounds
regards its biological activity and chemical structure. The best compound clusters were

selected to develop a pharmacophore model

The obtained pharmacophore models were subjected to internal validation through
ROC space criteria. The external validation was carried out by virtual screening of
independent active compounds databases synthetized by Dr. Massimo Bertinaria
laboratory. This procedure gave rise to the selection of one pharmacophore model. The
pharmacophore model is based in one common non-nucleosidic scaffold of a DNMT1
inhibitor.

The inhibitors information was also analyzed by molecular docking in flexible
related binding sites of DNMT1 crystallographic structure. Two non-catalytic and non-
cofactor flexible related binding sites were located, as well as a group of consensus hits
against DNMT1. These hits may be a starting point of experimental optimization

campaigns focused in allosteric inhibitors search.

Finally, we present the theoretical bases of a new molecular representation method
for focused databases (Database Fingerprint). DFP is based in relative redundancies
presented in binary representations to assess the general structural pattern of molecular
collections. This work demonstrates the potential of DFP as a chemical space

characterization metric with promising performance in virtual screening applications.



Resumen

En este trabajo se realiz6 la caracterizacion del espacio quimico de inhibidores de DNMT1
reportados en fuentes publicas. Para alcanzar este objetivo se utilizaron una serie de
técnicas computacionales que abarcan estudios quimioinformaticos y de modelado

molecular.

A través de la caracterizacion del espacio quimico fue posible hacer Ila
discriminacién de compuestos respecto a su actividad biolégica y basada en estructura
quimica. Los grupos de compuestos con mayores posibilidades de ser exitosos fueron

seleccionados para la realizacion del modelado del farmacoforo.

Los modelos obtenidos fueron sujetos a validacién interna mediante el uso del
espacio ROC (Receiver Operating Characteristic). La validacion externa fue realizada por
medio de cribado virtual de bases de datos independientes al desarrollo del modelo y con
compuestos activos obtenidos por el laboratorio del Dr. Massimo Bertinaria. Este
procedimiento dio como resultado la seleccion de un modelo del farmacoéforo basado en la
estructura de un grupo de compuestos con un nucleo base de inhibidores de DNMT1 en

comun.

La informacién de inhibidores de DNMT1 también fue analizada por medio de una
metodologia de tamizado molecular basada en acoplamiento molecular en sitios de union
relacionados con la flexibilidad de DNMT1. Se localizaron dos sitios de unién distintos al
sitio catalitico y del cofactor con una gran influencia sobre la flexibilidad de la proteina, asi
como una serie de candidatos consenso activos contra DNMT1 que pueden ser la base

de programas de optimizacion de inhibidores alostéricos de dicha enzima.

Por ultimo, se desarrollé un nuevo método de representacion molecular para bases
de datos enfocadas (Database Fingerprint, DPF). Esta representacion se basa en el
nuamero relativo de redundancias de representaciones binarias para obtener informacion
general sobre el patrén estructural de los inhibidores estudiados. En este trabajo se
muestra el potencial de DFP para ser utilizada como métrica en la caracterizacion del
espacio quimico, con expectativas prometedoras en su aplicacion en campafas de

cribado virtual a gran escala.



1. Introduccion

En el disefio racional de farmacos confluyen una gran cantidad de areas
relacionadas por el mismo objetivo. A lo largo del tiempo, estos esfuerzos han
dado como resultado la acumulaciéon de grandes volumenes de informacién
quimica y bioldégica que en nuestros dias es imposible analizar sin la ayuda de
metodologias sistematicas basadas en el uso de computadoras digitales. Ello
impulsé a la formacion de una nueva rama del conocimiento que se encarga del
manejo, almacenamiento, analisis, representacion y modelado de la informacién
quimica llamada quimioinformatica. Su presencia en el area farmacéutica ha ido
en aumento, siendo ya parte integral de los procesos de desarrollo de sustancias
bioactivas dentro del sector publico y privado, como una de las herramientas
fundamentales utilizadas en el disefio de estrategias que satisfagan la creciente

demanda de insumos relacionados con la salud publica.

La DNA metiltransferasa 1 (DNMT1) es una de principales macromoléculas
relacionadas con la regulacién de la expresion genética mediante la metilacién de
regiones especificas del DNA. La desregulacion de dicho mecanismo se encuentra
directamente relacionado con enfermedades como cancer, enfermedades del
sistema nervioso y cardiovascular. En los ultimos afos han surgido terapias
basadas en la inhibicion de DNMT1, sin embargo, los farmacos disponibles en la
actualidad, aun cuando son efectivos, presentan una gran toxicidad, baja
selectividad y biodisponibilidad limitada. Por este motivo, es de suma importancia
que se den esfuerzos dirigidos a la optimizacién y busqueda de estructuras
quimicas alternativas que sean capaces de inhibir a DNMT1 sin la presencia de

los efectos adversos presentes en los farmacos aprobados.

En este trabajo se presenta el uso y desarrollo de diversas metodologias
quimioinformaticas y de modelado molecular que tienen por objetivo la exploraciéon
del espacio quimico y el analisis de la informacion molecular de inhibidores de
DNMT1 para la obtencién de conocimiento clave que sea de utilidad para asistir a
los esfuerzos multidisciplinarios relacionados en el disefio de nuevos inhibidores

de DNMT1 no nucleosidicos.



2. Antecedentes

Mientras que la informacion genética se encuentra codificada en los genes, los
procesos como transcripcion, traduccidn y, en general, la expresion de la
informacion contenida en el DNA se encuentra regulada por una serie de
mecanismos englobados en el llamado epigenoma. Estos mecanismos son

heredados mitéticamente y no afectan el contenido informacional del DNA."

En términos generales, estos mecanismos pueden ser divididos en tres
grandes etapas: generadora, iniciadora y de mantenimiento. El generador en un
estimulo procedente del ambiente que desata una respuesta intracelular que
desemboca en la aparicion del iniciador.? Por su parte, el iniciador traduce la sefial
del generador para establecer un contexto de la cromatina en un sitio en
especifico. Es decir, el iniciador determina el lugar del cromosoma donde se
llevara a cabo la regulacién epigenética. La etapa de mantenimiento, sostiene el
estado de la cromatina por medio de modificacion de histonas, posicionamiento de

nucleosomas, metilacion de DNA, entre otros. 3

Enzimas como la histona acetiltransferasas, histona deacetilasas y DNA
metiltransferasas realizan modificaciones covalentes sobre la cromatina para

mantener la regulacion epigenética.

Actualmente se conoce que la metilacion de DNA es un mecanismo de
silenciamiento de genes supresores de tumores y genes responsables de la
reproduccion celular en células cancerigenas, donde el patrén de metilacion se ve
modificado respecto a células sanas.  Esto ha llevado a que este mecanismo
cobre gran importancia como blanco terapéutico para el desarrollo de sustancias
bioactivas. Lo que es de suma importancia como parte de las terapias enfocadas
al tratamiento de diversas clases de cancer, asi como otros padecimientos
vinculados con la desregulacion epigenética como es el caso de desordenes
metabdlicos, inflamacion, enfermedades del sistema nervioso central e infecciones

virales.* %87

La metilacién de DNA en mamiferos se encuentra mediada por una familia

de enzimas llamadas DNA metiltransferasas (DNMT’'s). Esta familia esta



constituida por las enzimas DNMT1, DNMT3A, DNMT3B. Estas enzimas
mantienen el patrén de metilacién de la cromatina mediante la metilacion selectiva
en posiciones ricas en el dinucleétido CpG (islas CpG) hemimetilado o
directamente mediante la metilacion de novo. En células cancerigenas se ha
detectado un patron general hipometilado con presencia de hipermetilacion en las

regiones comprendidas como islas CpG. 3

Actualmente la 5-aza y 5-aza-2"-deoxicitidina (respectivamente Azacitidina y
Decitabina), dos inhibidores nucleosidicos de las DNMT, se encuentran aprobados
por la FDA (U.S.A. Food and Drug Administration por sus siglas en inglés) para su
uso clinico en el tratamiento del sindrome mielodisplasico, leucemia

mielomonocitica crénica y leucemia mieloide aguda.® Ver FiguraA.1.
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formacioén de un enlace covalente en el sitio catalitico. ,

Sin embargo, ambos presentan una gran toxicidad, baja selectividad y escasa
estabilidad quimica. Esto apoya la hipotesis mecanicista que sostienen que su
efecto terapéutico se da gracias a la incorporacion de estas moléculas dentro de la

estructura de DNA con el subsecuente agotamiento de las DNMT's dado por la
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Este trabajo presta especial atencion a este mecanismo de mantenimiento
epigenético como punto de partida para el desarrollo racional de epiprobes o
epifarmacos no nucleosidicos, por medio de metodologias computacionales
enfocadas en la optimizacion del proceso de busqueda de compuestos que
presenten mayor selectividad y menor toxicidad como inhibidores de DNMT1

respecto a las moléculas disponibles actualmente en el mercado.
2.1. DNMT

La metilacion de DNA es el mecanismo epigenético de mayor preponderancia en
organismos eucariontes. Sin embargo, se ha demostrado la prevalencia de este
mecanismo en distintos grupos de organismos como las bacterias o los virus'"'?,
La metilacion de DNA se encuentra mediada por una familia de enzimas llamada
DNMTs. En el ser humano esta familia incluye a las enzimas DNMT1, DNMT3A,
DNMT3B y DNMT3L. Esta familia de enzimas facilitan la metilacion de DNA en el
carbono C-5 de la citosina en presencia del donador de metilo S-adenosil-L-
metionina (SAM o AdoMet), dando como resultado a la base nitrogenada
correspondiente en su forma metilada y la S-adenosil-L-homocisteina (SAH),

dentro de regiones ricas en el dinucledtido CpG, llamadas islas CpG."

DNMT1 es la DNMT mas abundante en mamiferos y la primera en haber
sido clonada y caracterizada bioquimicamente. Su funciéon se relaciona con el
mantenimiento del patron de metilacion en posiciones hemimetiladas de DNA, lo
que estabiliza la estructura de la cromatina, silencia genes y protege la
informacién genética de inserciones'®. Por otro lado, DNMT3A y DNMT3B, son
capaces de generar nuevos patrones de metilacion en DNA desmetilado por
medio de la metilacién de novo, lo cual se encuentra estrechamente relacionado
con la herencia mitética de la informacion epigenética. Por ultimo, no se ha
identificado un sitio catalitico para DNMT3L, sin embargo, se sabe que actua como
regulador de la metilacion de novo asociandose a las enzimas DNMT3A vy
DNMT3B.’



2.1.1. DNMT1: funcién y estructura

En los mamiferos, la metilacion ocurre en el carbono C-5 de la citosina
preferentemente en los dinucleétidos CpG. En general, solo algunas de estas
posiciones se encuentran metiladas, dando lugar a diferentes patrones de
metilacion en distintos tipos celulares y tejidos. La especificidad de las posiciones
metiladas se puede ponderar si se toma en cuenta que aproximadamente del 60 al
80% de los 56 000 sitios CpG en mamiferos se encuentran metilados, lo que sélo

representa del 4 al 6 % del total de citosinas presentes en el genoma humano. "

Esta especificidad se puede entender observando la estructura proteica de
las DNMT’s, las cuales cuentan con un gran multidominio N-terminal que es
responsable de la localizacion internuclear y el reconocimiento proteina-proteina
de estas enzimas. Las DNMT’s también cuentan con una region C-terminal que
corresponde al dominio catalitico. Este dominio contiene al sitio activo de las
enzimas, que comprende diez motivos estructurales que se encuentra
conservados entre las C5 DNMT’s de organismos procariontes y eucariontes. En
el dominio catalitico se encuentra la presencia de un sitio llamado AdoMet-
dependent Mtase fold, formado por un conjunto de seis laminas 3 paralelas y siete
laminas 3 antiparalelas intercaladas en la posicidén cinco y seis, que a su vez, se

encuentran rodeadas de seis a hélices. '

Las variaciones presentes en el dominio catalitico, especialmente en una
region no conservada responsable del reconocimiento del sustrato y la
especificidad de la enzima (Target Recognition Domain TRD), son las principales
causantes de las diferencias encontradas entre las distintas funciones realizadas
por las DNMT’s. Las diferentes funciones realizadas por las DNMT’s en
mamiferos, se pueden diferenciar en metilacion de novo (DNMT3A y 3B) y
mantenimiento del patron de metilacidn del DNA, el cual se realiza en posiciones
hemimetiladas del DNA (DNMT1). ™



La DNMT1 humana estda formada por 1616 residuos de aminoacidos.
Aproximadamente tres cuartos de su secuencia forman al dominio de regulacién.

Dentro de esta region se encuentran los siguientes dominios:

e Dominio de reconocimiento de la union de la proteina asociada a DNMT1
(DMAP1).

e Dominio RFTS (Replication Foci Targeting Sequence).

e Dominio de unién de Zinc CxxC.

El dominio DMAP es una regién encargada de la unién de DNMT1 con
DMAP1, lo que se ha asociado con la cosupresion de la transcripcion al unirse con
histona desacetilasa2 (HDAC2). La funcion de RFTS aun se desconoce pero se
tiene la hipdtesis de que puede estar relacionada con la localizacién de la enzima
dentro del sitio de replicacion durante la fase S del ciclo celular. EI dominio CxxC
participa en la actividad catalitica de DNMT1 al interactuar de forma especifica con

zonas del DNA hemimetilado.™

Se ha determinado que la unién proteolitica de la region N y C-terminal
resulta en un aumento de la actividad metilante de novo. También existe evidencia
que sostiene, que la interaccion intermolecular entre la region CxxC del dominio de
regulacion y el dominio catalitico, lleva a la activacién alostérica de la enzima una

vez que esta se encuentra unida al sustrato metilado. '

La region C-terminal corresponde al dominio catalitico de la enzima. Este
contiene una secuencia de trece residuos de Gly-Lys que se repite de forma
alternada y que es encargada de la unién entre este dominio y el dominio de

regulacion.™

Cuando la metilacion va a ser realizada, el dominio catalitico extrae a la
base de la doble hélice (base flipping) para insertarla dentro de la cavidad
catalitica junto al sitio AdoMet. La transferencia del grupo metilo se da de acuerdo
a una reaccion de adiciéon de Michael. Un residuo conservado de cisteina del sitio
catalitico inicia la reaccion mediante un ataque nucleofilico sobre el carbono C-6

para formar un intermediario covalente entre la citosina y la enzima. Los siguientes



pasos incluyen la formacién de los complejos enzima-sustrato y enzima-sustrato-
cofactor lo que incluye el mecanismo del giro de la base. Enseguida se da las
desprotonacién del N3 endociclico, lo que da lugar a la formacién de un enlace
covalente entre el grupo metilo del donador y el carbono C-5 de la citosina junto de
la liberacion del S-Adenosil L-homocisteina. El proton de la posicion C-5 de
citosina es extraido por algun residuo basico del sitio catalitico y la metilacion es
finaliza por medio de una 3 eliminacion seguida del regreso de la base a su
conformacién original en la doble hélice (Figura A.2.). Toda la catalisis enzimatica
depende de la formacion, acumulacion y concentracion de intermediarios de
reaccion asi como de los factores que median la transferencia de protén durante el
proceso de transferencia de metilo, lo que representa el paso limitante de la
catalisis.'*'?

2.1.2. DNMT1: Inhibidores

Los inhibidores de DNMT1 pueden ser divididos en dos grandes grupos:

nucleosidicos y no nucleosidicos.

El primer grupo incluye compuestos que se incorporan dentro de la
estructura del DNA durante la replicacion. Estos compuestos actuan inhibiendo el
mecanismo de accion de DNMT1 al generar un complejo covalente irreversible
entre el DNA y la diana, dada la imposibilidad de la B eliminacion. Los compuestos
aprobados por la FDA para su uso clinico 5-aza citidina y 5-aza-2 -deoxicitidina
(respectivamente Azacitidina (aprobado en 2004) y Decitabina (aprobado en
2006)) son dos analogos del nucledsido 2°-deoxicitidina sustituidos por un
nitrégeno en el carbono C-5, lo que previne la disociacion del complejo. La Figura
A.2. muestra el mecanismo propuesto para la reaccidon de metilacion sobre la

citosina y la 5-azacitosina. '
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Figura A.2. Mecanismo de accion de los inhibidores nucleosidicos de DNMT1.

Estos compuestos han demostrado una alta efectividad y sus efectos contra otras
clases de cancer se encuentran en fase clinica. Sin embargo, dado que su
mecanismo de accién implica la integracién de estas moléculas dentro de la
estructura de DNA, su selectividad es muy baja. Se observan altos niveles de
toxicidad dada su habilidad para integrarse en cualquier zona del DNA, ademas de
presentar valores de vida media bajos cuando son expuestos a condiciones
fisiologicas. '°

Dadas estas condiciones, se ha vuelto cada vez mas atractivo encontrar
compuestos no nucleosidicos capaces de inhibir la metilacion de DNA. Este
conjunto de compuestos comprende una familia estructuralmente heterogénea que
incluye compuestos de muy diversas fuentes: productos naturales,
reposicionamiento de farmacos, productos sintéticos, producto de optimizacién

1,6 entre otros."” En la

experimental, tamizado de alto rendimiento, tamizado virtua
Figura A.3. se muestran algunos ejemplos de compuestos que han demostrado
actividad desmetilante por medio de la inhibicion de DNMT1 clasificados de

acuerdo a su fuente de obtencion.
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Reposicionamiento, D: Compuestos sintéticos producto de programas de optimizacion, E:

Tamizado molecular de alta eficiencia.

Estos compuestos prueban la existencia de moléculas capaces de inhibir a DNMT
sin producir los efectos secundarios presentes en los compuestos nucleosidicos.
Esto abre nuevas oportunidades en la investigacion dedicada al disefio de
epifarmacos, que de ser exitosas se traduciria en quimioterapias menos agresivas
para las personas que padecen enfermedades relacionadas con la desregulacion

epigenética.
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2.2. Métodos computacionales

Actualmente, los métodos computacionales son utilizados dentro de instituciones
académicas y privadas, para aumentar las posibilidades de éxito en las primeras
fases del desarrollo y optimizacion de nuevos inhibidores de dianas relacionadas
con la regulacion epigenética. Estos métodos se pueden dividir en dos grandes

grupos:

e Basados en estructura

e Basados en ligando

Los métodos basados en estructura son aquellos que son aplicados en
caso de existir informacion experimental sobre la estructura de la diana de interés.
Dichos estudios son comunmente realizados por medio de difraccion de rayos X'y,
en menor medida, por medio de resonancia nuclear magnética y modelado por
homologia '®. Aunque es necesario recordar, que la aproximacion por homologia
sblo es accesible en el caso de contar con informacion estructural de proteinas
taxondmicamente relacionadas, o que en muchos casos, pueden llevar a
resultados cuestionables que deben ser posteriormente validados por medio de

meétodos experimentales.

Entre los métodos computacionales basados en estructura se pueden

enumerar algunos de los mas populares.®

e Acoplamiento molecular

¢ Dinamica molecular

¢ Acoplamiento ensamble

e Farmacdforo basado en estructura

e Meétodos ab initio

Los métodos basados en ligante, generalmente utilizados en la ausencia de
informacion estructural del blanco, hacen uso de la informacién de compuestos

con actividades conocidas para inferir y proponer las caracteristicas moleculares
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generales que deben satisfacer los inhibidores prototipo que son propuestos
dentro de campafias de desarrollo de sustancias bioactivas.'® Entre los métodos

basados en ligando se pueden mencionar:

e QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship)

e SAS (Structure Activity Similarity), DAD (Dual Activity Difference maps) y
TAT (Triple Activity Difference maps)

¢ Huellas digitales moleculares (Molecular fingerprints) y métricas de similitud

e Descriptores moleculares y propiedades fisicoquimicas

¢ Nucleos base (scaffolds)

e Farmacdforo basado en ligando

Aun cuando la cantidad de informacion estructural crece exponencialmente ano
con afo, hasta el momento sigue siendo insuficiente respecto al numero de
biomoléculas implicadas en el metabolismo de enfermedades. Este hecho, aunado
a los costos y tiempos de calculo en los métodos estructurales, ha posicionado a
los métodos basados en estructura del ligando dentro de los primeros puestos de
popularidad en empresas farmacéuticas. Por su parte, los métodos basados en
estructura generalmente se encuentran confinados a la investigacion realizada en

instituciones académicas.

En este trabajo se utilizaron metodologias que pueden ser incluidas en
ambos grupos, asi como algunas que se encuentran en la interface de esta

clasificacion.
2.2.1. Representacion y similitud molecular

El concepto de similitud es ampliamente utilizado en cualquiera de las actividades
abstractas que realiza el ser humano y la quimica no es la excepcion. Dicho
concepto es dependiente del observador que realiza el juicio de similitud entre dos
0 mas entidades que pertenezcan a su foco de atencion. Es decir, el concepto de
similitud, incluso cuando es ampliamente usado en las distintas ramas del

conocimiento humano, es subjetivo. 2
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La similitud molecular depende principalmente de dos conceptos: el modo
de representacion de las entidades comprendidas y el método de comparacion,
ambos a su vez interrelacionados. Sin reparar mas en generalidades, dentro de la
quimica se han utilizado cientos de formas de representacion de los sistemas
moleculares, siendo los mas utilizados y representativos aquellos que se ilustran
mediante grafos con pesos.?’ En la Figura A.4. se muestra a la molécula de

cafeina mediante varios tipos de representacion.

o) N N

Y | \> SMILES: Cn1cnc2c1¢(=0)n(c(=0)n2C)C
HsC \ CgH1oN,0;
O CHs InChi: RYYVLZVUVIJVGH-UHFFFAOQYSA-N

ChemSpider ID: 2424

Nombre sistematicol,3,7-Trimethyl-3,7-dihydro-1H-purine-2,6-dione
Nombre alternativo: 1-methyl-Theobromine

Nombre comun: cafeina

Figura A.4. Representacion molecular bidimensional de la cafeina.?

Como se puede observar en la Figura A.4., todos estos métodos de
representacion apuntan a la misma entidad quimica, sin embargo, los elementos
que la componen pueden diferir significativamente respecto al tipo y cantidad de
informacion que contienen. Tanto el tipo como la cantidad de elementos incluidos
en la representacién dependeran de la cantidad de informacion con la que se
cuenta, asi como el objetivo de la misma. Sin tomar en cuenta las posibles
relaciones de dependencia de los elementos que conforman a la representacion,
se puede decir que una condicidn necesaria para que esta sea efectiva es que

contenga aquellos elementos susceptibles al analisis del sistema en cuestion.

A partir de la revolucién informatica que se dio algunas décadas atras,
iniciaron los esfuerzos por representar compuestos quimicos de modo que fueran
interpretables por computadoras. Este hecho daba la posibilidad de analizar

grandes cantidades de informacién quimica en tiempos asequibles. Tomando en
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cuenta que el espacio quimico de moléculas pequenas (30 atomos, C, H, O, N, F,
tamafio promedio de una molécula druglike) se aproxima a un orden de 10%, % |a
capacidad de procesamiento de la informacion molecular por medios

computacionales se vuelve una necesidad de primer orden.

Los métodos de representacion computacionales se pueden clasificar de la
siguiente manera: unidimensionales (1D), bidimensionales (2D) y tridimensionales
(3D). Entre los métodos de representacion 1D se pueden encontrar propiedades
macroscopicas y descriptores moleculares codificados con numeros continuos o
discretos. Ejemplo de ello son las propiedades fisicoquimicas como punto de
fusioén, logP, PSA, TPSA, peso molecular, entre otras. Estas propiedades pueden
ser obtenidas directamente de la experimentacion o por medio de métodos
computacionales que varian en su grado de exactitud respecto a la teoria en la
cual se sustentan. En cuanto a los descriptores moleculares encontramos
caracteristicas ligadas con sistemas moleculares discretos, como es el caso de
numero de aceptores de hidrégeno, numero de donadores de hidrégeno, enlaces

rotables, nimero de enlaces sp>, nimero de sistemas ciclicos o aromaticos, etc. 2*

Ambos métodos de representacion permiten la visualizacion del espacio
quimico de propiedades y descriptores. Dicho espacio no tiene un punto de
referencia fijo, por lo que es comun utilizar bases de datos de compuestos,
fragmentos o moléculas ampliamente caracterizadas como estandar para situarse
dentro del mismo. Ya que generalmente esta clase de estudios utiliza grandes
cantidades de informacion molecular con el propdsito de correlacionar a los
elementos utilizados para describir al sistema, el uso de métodos estadisticos y de
ciencia de datos es una herramienta imprescindible para su estudio. Entre los
métodos mas utilizados para estudiar este tipo de sistemas multidimensionales se
encuentran el aprendizaje de maquina, el agrupamiento (clustering), el analisis de

componentes principales, la estadistica inferencial, etc. %

Para ejemplificar estos conceptos, se puede tomar un conjunto de
compuestos y obtener un n numero de propiedades y/o descriptores, con lo que el
tamafo de dicho espacio sera de n dimensiones. Ya que no nos es posible

visualizar espacios superiores a tres dimensiones, es comun que se apliquen
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métodos de reduccién dimensional con el propdsito de representar de forma
grafica al espacio de propiedades para asi visualizar el comportamiento colectivo
de los elementos del sistema. En la Figura A.5. se muestra la representacion 2D y
3D de un grupo de moléculas que pertenecen a un espacio de propiedades de
seis dimensiones mediante la reduccion dimensional realizada por medio de
analisis de los componentes principales.

PCA2

PCA1

Figura A.5.Reduccion del espacio de propiedades a dos y tres dimensiones por medio de
PCA.
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Este método realiza la reduccion dimensional por medio del calculo de los valores
y vectores propios de la matriz de covarianza o matriz de coeficientes de
correlacion, la cual al ser simétrica contienen una base completa. Dichos vectores
son tomados como nuevos sistemas de coordenadas. El numero de dimensiones
a reducir dependera de la capacidad de cada uno de estos vectores para capturar
la varianza de la distribucion y, por lo tanto, de la dispersién de los datos en el

espacio n dimensional que ocupan.

Los métodos de representacion 2D, comunmente conocidos como huellas
digitales moleculares o fingerprints, hacen uso de notacion lineal para almacenar
informacion molecular. Uno de los métodos de representacion 2D mas utilizados
son aquellos que se caracterizan por codificar sus componentes por medio de
notacion binaria. Siendo que, valores iguales a uno indican la presencia de algun
elemento y cero su ausencia. Estos métodos se subdividen a su vez en: basados
en un diccionario y calculados in situ. Los primeros tienen un diccionario en
memoria que cuenta con elementos predefinidos para cada una de las posiciones
del vector. La Figura A.6. muestra el concepto de representacion basada en un

diccionario.®®
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Figura A.6. Representacion conceptual de los métodos de representacién 2D basados en

un diccionario.

Las huellas digitales binarias calculadas in situ o sobre la marcha, incluyen
caracteristicas singulares de cada molécula a representar. Entre estos métodos se

pueden contar: basados en grafos, en puntos farmacoféricos y en conectividad. En
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la Figura A.7. se muestra el concepto que se encuentra detras del método de

representacion conocido como extended connectivity. 26

[ofofofrfoffofofr]]

Figura A.7.Representacion conceptual de los métodos de representacion 2D extended

connectivity.

Este método determina los atomos vecinos de cada uno de los atomos presentes

en la molécula respecto a circulos concéntricos que difieren en diametro.

Entre los métodos farmacofdricos se encuentra los llamados de n puntos.
Estos métodos asocian distintas geometrias, dependientes del numero de puntos
seleccionados, a la vecindad de cada uno de los atomos de una molécula.
Ademas de ello, pueden relacionar distintos descriptores moleculares a cada uno
de los atomos identificados para generar patrones que son codificados dentro del

vector resultante. ?’

Otro de los métodos de representacion molecular 2D es el conocido como
nucleos base o scaffolds. Este método retira cada uno de los elementos lineales
de grafos moleculares para obtener s6lo aquellos elementos de naturaleza ciclica;
se retiran atomos que no pertenecen a sistemas ciclicos, a menos que participen
en el enlace de dos de ellos.?® Cada uno de los elementos encontrados se llama

quimiotipos y pueden ser codificados por medio de codigos alfanuméricos. Los

17



quimiotipos permiten agrupar a las moléculas de un conjunto en diferentes grupos
respecto al nucleo base compartido por dos 0 mas entidades quimicas. Este
método de representacion es de gran utilidad en estudios dirigidos a la
investigacion de sustancias bioactivas, ya que se sabe que diferentes elementos
moleculares pueden ser intercambiados en un sistema sin perder la actividad
deseada (bioisésteros), e incluso, existen estructuras de naturaleza ciclica que
presentan actividad contra una gran variedad de dianas biologicas (estructuras
privilegiadas). En la Figura A.8. se muestran ejemplos de moléculas que
comparten un nucleo base y el quimiotipo asociado segun la metodologia utilizada

por el programa MEQI. %
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Figura A.8.Moléculas con el mismo quimiotipo seguin el ntcleo base que comparten.’

Por ultimo, los métodos de representacion 3D tienen la informacién estructural y
espacial de los elementos moleculares de los compuestos quimicos. Aun cuando
este método de representacién pareceria uno de los mas completos para
representar de forma adecuada a los sistemas moleculares, la dificultad que se
presenta respecto a los grados de libertad del sistema han limitado en gran

medida su verdadera utilidad, siendo que en muchas ocasiones, los métodos 2D
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superan a estos ultimos dentro de muchas aplicaciones quimioinformaticas. Este
hecho se puede explicar, en parte, por la explosion combinatoria producto del
posible numero de conformaciones asociadas a los grados de libertad de una
molécula, asi como a los problemas asociados a la busqueda de minimos globales

o de conformaciones bioactivas.

En el disefo racional de farmacos asistido por computadora estos métodos
de representacion son utilizados comunmente para realizar comparaciones de dos
0 mas moléculas. Uno de los principios centrales de esta rama del conocimiento
postula que "moléculas similares tienen propiedades (actividad bioldgica)
similares”. Incluso cuando este postulado no se cumple en el 100% de los casos,
afos de pruebas experimentales lo validan como un primer acercamiento eficaz
para el disefio de moléculas bioactivas. Dado este hecho, el concepto de similitud
se coloca en uno de los lugares privilegiados de la investigacion farmacéutica vy,

por ende, del disefio racional de farmacos.

Para que dos o mas moléculas sean susceptibles de ser comparadas es
necesario que se encuentren descritas por medio del mismo método de
representacion. Una vez que esto se encuentra satisfecho, el siguiente paso es
aplicar algun tipo de métrica comparativa a cada uno de los elementos que se
desea comparar. Dentro de la quimioinformatica se utilizan una gran variedad de
métricas de comparacion que contemplan diferentes parametros para determinar
el grado de similitud entre dos entidades quimicas. Entre las mas simples y
populares métricas de comparacion se encuentra el llamado indice de Tanimoto.
Este indice puede variar su forma respecto al método de representacion, utilizando
vectores o escalares segun sea el caso, pero en esencia lo que intenta describir
es la similitud de los elementos comparados por medio del numero de elementos
compartidos y no compartidos de dos entidades de interés. En la Figura A.9. se

muestra la ecuacién para calcular el indice de Tanimoto. ?°

C

Iab)=a7B-C

Figura A.9. indice de Tanimoto.
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Tomando dos moléculas representadas por medio de vectores binarios, el valor de
C se determina como el numero de posiciones binarias compartidas con valor de
uno (presencia de algun elemento molecular), A como el numero de elementos
unicos en la molécula a y B como el numero de elementos unicos en la molécula
b. Los valores resultantes de este indice se encuentran en un intervalo decimal
que adquiere valores entre cero y uno, donde cero representa la maxima
disimilitud (S-1) y uno la maxima similitud. El espacio de valores formado por las
comparaciones pareadas de las moléculas estudiadas conforma el llamado
espacio de similitud. Este espacio puede ser estudiado por los mismos métodos
utilizados para el estudio del espacio de propiedades, pero a diferencia de este, la
dimensionalidad del sistema dependera del numero de elementos constituyentes
del método de representacion. Por ejemplo, MACCS keys representa a las
moléculas por medio de un vector binario de 166 o 322 elementos, lo que da como
resultado un espacio de 166 o 322 dimensiones respectivamente.®® Otras métricas
de comparacion ampliamente utilizadas son: Euclidiana, Block city distances,

Manhattan, indice de Dice, coeficiente coseno, distancias de Soergel, entre otras.

Entre las aplicaciones mas relevantes que se pueden realizar por medio de
la similitud molecular se encuentran la descripcién del espacio quimico y el
tamizado molecular. Como se menciond, ambas aplicaciones dependeran tanto
del método de representacién como de la métrica de comparacion utilizada, lo que
en el primer caso representa el cambio de la topografia del espacio quimico y, en

la segunda, el nimero y clase de hits obtenidos. *’

Otro de los estudios mas recurrentes del espacio quimico utilizando
similitud molecular, es la determinacion de la diversidad quimica de bases de
datos moleculares enfocadas a la busqueda de sustancias bioactivas. En estos
estudios se hace uso de uno o mas métodos de representacion para determinar la
similitud interna de los compuestos presentes en la base de datos. Estos estudios
permiten modular y/o disenar el espacio quimico de interés segun el enfoque de la
investigacion. Por ejemplo, si lo que se desea es realizar tamizados moleculares,
es importante que la porcion del espacio quimico estudiado sea lo mas amplia

posible para asi aumentar las posibilidades de encontrar sustancias novedosas
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contra una diana en particular. Si al contrario, lo que se desea es enriquecer una
base de datos de compuestos con una actividad enfocada contra una diana
bioldgica en particular, lo mas conveniente es encontrar grupos de moléculas que

difieran poco (baja diversidad) de las utilizadas como referencia.
2.2.2. Tamizado molecular

Como se mencioné en el apartado anterior, el tamizado molecular puede ser
realizado por medio de similitud molecular. Sin embargo, esta técnica es mas
general e incluye una amplia diversidad de técnicas. En esencia, el tamizado
molecular es la aplicacion de cualquier método sistematico que permita distinguir y
encontrar moléculas con propiedades particulares y separarlas de aquellas que no
las presentan. Como en el caso de los métodos computacionales enfocados al
disefio de farmacos, el tamizado molecular puede ser realizado basandose en la
estructura de la diana biolégica o en la estructura del ligante, como en el caso de
la similitud molecular. A continuacidon se describen dos metodologias,
acoplamiento molecular y modelo del farmacoforo, la primera de ellas totalmente
basada en la informacion estructural, mientras que la segunda puede hacer uso de

ambas fuentes de informacion segun sea el caso.
2.2.2.1. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular es una técnica de modelado molecular que hace uso de
un campo de fuerza parametrizado para un grupo determinado de atomos,

generalmente aquellos mas frecuentes en sistemas organicos, y un algoritmo de

optimizacion que puede variar de metodologia a metodologia.?*>?

# $1d: AD4_parameters.dat,v 1.14 2007/04/27 06:01:47 garrett Exp $

#

# AutoDock

#

# Copyright (C) 1989-2007, Garrett M. Morris, David S. Goodsell, Ruth Huey,
Arthur J. Olson,

# All Rights Reserved.

#
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# AutoDock is a Trade Mark of The Scripps Research Institute.

#

# This program is free software; you can redistribute it and/or

# modify it under the terms of the GNU General Public License

# as published by the Free Software Foundation; either version 2

# of the License, or (at your option) any later version.

#

# This program is distributed in the hope that it will be useful,

# but WITHOUT ANY WARRANTY; without even the implied warranty of

# MERCHANTABILITY or FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE. See the
# GNU General Public License for more details.

#

# You should have received a copy of the GNU General Public License

# along with this program; if not, write to the Free Software

# Foundation, Inc., 51 Franklin Street, Fifth Floor, Boston, MA 02110-1301, USA.
# AutoDock Linear Free Energy Model Coefficients and Energetic Parameters
# Version 1.0

# $Revision: 1.14 $

# AutoDock 4 free energy coefficients with respect to original (AD2) energetic
parameters

#

# Free Energy Coefficient

# e

FE_coeff vdW 0.1560
FE_coeff hbond 0.0974
FE_coeff estat 0.1465
FE_coeff desolv 0.1159
FE_coeff tors 0.2744

# AutoDock 4 Energy Parameters

# - Atomic solvation volumes and parameters

# - Unweighted vdW and Unweighted H-bond Well Depths#

# - Atom Types

# - Rii = sum of vdW radii of two like atoms (in Angstrom)

# - epsii = vdW well depth (in Kcal/mol)

# - vol = atomic solvation volume (in Angstrom”3)

# - solpar = atomic solvation parameter

# - Rij_hb = H-bond radius of the heteroatom in contact with a hydrogen (in
Angstrom)

# - epsij_hb = well depth of H-bond (in Kcal/mol)

# - hbond = integer indicating type of H-bonding atom (0=no H-bond)

# - rec_index = initialised to -1, but later on holds count of how many of this atom
type are in receptor

# - map_index = initialised to -1, but later on holds the index of the AutoGrid map
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# - bond_index = used in AutoDock to detect bonds; see "mdist.h", enum
{C,N,O,H,XX,P,S}

#

# - To obtain the Rij value for non H-bonding atoms, calculate the

arithmetic mean of the Rii values for the two atom types.

Rij = (Rii + Rjj) / 2

- To obtain the epsij value for non H-bonding atoms, calculate the
geometric mean of the epsii values for the two atom types.
epsij = sqrt( epsii * epsjj )

- Note that the Rij_hb value is non-zero for heteroatoms only, and zero for H
toms;
to obtain the length of an H-bond, look up Rij_hb for the heteroatom only;
this is combined with the Rii value for H in the receptor, in AutoGrid.
For example, the Rij_hb for OA-HD H-bonds will be (1.9 + 1.0) Angstrom,
and the weighted epsij_hb will be 5.0 kcal/mol * FE_coeff_hbond.

Atom Rii Rij_hb rec_index
Type epsii solpar epsij_hb map_index

vol hbond bond_index
atom_par H 2.00 0.020 0.0000 0.00051 0.0 0.0 O -1 -1 3 # Non H-
bonding Hydrogen
atom_par HD 2.00 0.020 0.0000 0.00051 0.0 0.0 2 -1 -1 3 # Donor 1 H-
bond Hydrogen
atom_par HS 2.00 0.020 0.0000 0.00051 0.0 0.0 1 -1 -1 3 # Donor S
Spherical Hydrogen
atom_par C  4.00 0.150 33.5103 -0.00143 0.0 0.0 O -1 -1 O # Non H-
bonding Aliphatic Carbon...

HHEHHFHHFTHFFEHO HFHEHFEHRFEHFEHRHR

Figura A.10. Archivo de parametros de AutoDock4.*

El campo de fuerza contiene una lista de valores determinados de manera
experimental o computacionalmente, que sirven como fuente de informacion para
el algoritmo de optimizacidn. Entre los elementos que se pueden encontrar en este
tipo de archivos se encuentra distancias de enlace, angulos de enlace, angulos
diedros, cargas totales o parciales, etc. El campo de fuerza incluye también
ecuaciones derivadas de la teoria newtoniana que utilizan a los parametros antes
mencionados para describir a los diferentes tipos de interacciones moleculares

que pueden existir entre un ligando y un receptor. Comunmente estas ecuaciones
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se pueden dividir en: interacciones electrostaticas, interacciones de Van der

Waals, puentes de hidrogeno, angulos y distancias de enlace.

El célculo de las interacciones electrostaticas se aproxima mediante la ley
de Coulomb. Esta ecuacion relaciona la magnitud de la carga formal de los atomos
implicados en una interaccion con el inverso de la distancia que los separa, siendo
posible la atraccion en el caso de cargas opuestas o repulsion en el caso

contrario. Ver Figura A.11.

AGelec = Welec)i,j (qi * qj )/ (e(rij) * 1ij)

Figura A.11.Ecuaciéon de Coulomb para interacciones electrostaticas de AutoDock4.*

Las interacciones tipo Van der Waals son descritas como un potencial tipo
Lennard-Jones 12-6, u otras combinaciones de exponentes. Esta ecuacién da
como resultado un pozo de energia con energia minima igual a la energia de
equilibrio de la interaccion interatdmica, lo que aspira no so6lo a describir el
comportamiento de las interacciones débiles sino que a su vez impide el colapso
de dos atomos gracias a la repulsién presente a distancias cortas. Ver Figura
A.12.

AGvdW = WvdW ¥i,j (Aij / rij12 — Bij / rij6)

Figura A.12. Potencial de Lennard-Jones 12-6 de AutoDockLigand.*?

En algunas ocasiones las distancias interatdmicas y angulos de enlace covalentes
se encuentran fijados a valores experimentales o calculados previamente para
pares de atomos de distinta naturaleza. Sin embargo, también es posible obtener
estos valores por medio de la ecuacién de Hook, que es el producto de una
constante asociada al muelle que conecta dos masas (atomos) y el cuadrado de la

distancia o angulo existentes entre ellas. En el caso de AutoDock4 se utiliza una
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ecuacion parametrizada para calcular la energia torsional asociada al cambio de

estado acoplado y desacoplado.

AGtor = Wtor Ntor

Figura A.13. Ecuacion para la energia torsional de AutoDock4, N es el numero de

enlaces rotables.*

Generalmente, en mecanica molecular, los puentes de hidrégeno se determinan
segun parametros que toman en cuenta la electronegatividad de los posibles
donadores y aceptores de puente de hidrogeno, asi como la distancia y angulo
entre ellos. Si los requisitos contemplados en el campo se cumplen, un enlace de
hidrogeno ideal se da entre un donador y aceptor de hidrogeno con grandes
diferencias de electronegatividad, a una distancia de 2.5 A y con un angulo de

180°, el algoritmo determinara su existencia.

El siguiente elemento con que debe contar un programa de acoplamiento
molecular es el algoritmo de optimizacion y muestreo. Este algoritmo puede estar
basado en técnicas de optimizacion de la conformacion de muestreo aleatorio o
determinista. Dichos algoritmos exploran las diferentes combinaciones de valores
que pueden adquirir las variables que forman el campo de fuerza para definir las
interacciones ligando-receptor asociadas a la menor energia posible segun una
cota o linea de corte preestablecida. Todas estas metodologias de optimizacion
aspiran a realizar exploraciones del espacio conformacional asociando una
superficie de energia potencial definida por el campo de fuerza. La seleccion de
este algoritmo puede variar segun el programa que se utilice o ser definida segun
criterios de tiempo y costo. Algunos ejemplos de algoritmos aleatorios son:
algoritmos genéticos, algoritmos Monte Carlo, recocido simulado (simulated
annealing). Entre los métodos clasicos se encuentran algoritmos como: basados

en gradiente, Newton-Raphson, método de biseccion, etc. **%
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Ambas componentes, campo de fuerza y algoritmo de optimizacién,
permiten realizar el acoplamiento de una o mas moléculas sobre un sitio de una
diana en particular. El resultado de este procedimiento sera una serie de
conformaciones asociadas a un valor conocido como score o puntuacion que
tipificara a las moléculas segun la energia de enlace encontrada. En la Figura
1.14. se muestra la conformacién e interacciones resultado del acoplamiento

ligando-receptor.

NSC319745

ARG887
\
'\ -
PR\

ARG684

Figura A.14. Acoplamiento molecular de NSC319745 en sitio del cofactor de DNMT3A

mediante el programa ICM de MolSoft. *¢

Algunos de los sesgos presentes en esta metodologia computacional se

enumeran a continuacion:
e No se toma en cuenta el disolvente.
¢ No contempla factores entropicos.

e El campo de fuerza no incluye factores importantes del comportamiento

electronico.

e Los algoritmos de optimizacidn no garantizan la obtencién de minimos

globales.
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¢ No se puede simular la ruptura o formacion de enlaces.

¢ No se contempla la movilidad del blanco.

Todos estos factores disminuyen la confiabilidad de esta metodologia. Sin
embargo, el docking es empleado por grupos y compafiias con muchos recursos
humanos y econémicos. De hecho, las grandes empresas de software deben su
existencia a las grandes cantidades econdmicas pagadas por empresas como
Pfizer, Novartis, Merck, entre otras.’” Ello es debido a que esta metodologia
representa una técnica de gran utilidad para la busqueda de compuestos
prometedores o para la descripcion preliminar del tipo de interacciones presentes
en compuestos de interés. Esto se hace mas relevante cuando el volumen de
informacion molecular es extenso, es decir, cuando se realiza la exploracion de
grandes zonas del espacio quimico. Ademas de esto, los resultados obtenidos con
esta técnica pueden ser tratados de tal manera que su rendimiento aumente de
forma significativa, ejemplo de ello es el clustering de conformaciones, el uso de
scores consenso, la restriccion del espacio conformacional por medio de modelos
del farmacdforo, el uso de informacion experimental del sistema estudiado como
referencia interna, la combinacion de distintas metodologias en flujos
metodoldgicos, uso de residuos flexibles, uso de filtros o el uso de diferentes

conformaciones del receptor, entre otras.®
2.2.2.2. Modelo del farmacé6foro

El farmacdforo se encuentra definido como: “el conjunto de elementos estéricos y
electrostaticos que garantizan la interaccion supramolecular éptima con una diana

bioldgica particular y asi desatar o bloquear su respuesta bioldgica”. *°

Los modelos computacionales del farmacdéforo pueden basarse en
informacion estructural de la diana, de ligantes o de ambas. Independientemente
de la fuente de informacién, los diferentes modelos intentan localizar las
regularidades o patrones formados por los elementos moleculares que constituyen

el sistema. Una vez mas, estos elementos dependeran del tipo de informacién
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utilizado para representarlos asi como de las posibles conformaciones accesibles

para el sistema.

Los modelos del farmacoforo basados unicamente en la estructura del
ligando hacen uso de algoritmos de mapeo que contemplan un numero
determinado de particulas sonda para la generacidon de grids o mallas
moleculares. Esta técnica trata de determinar el potencial molecular formado por
una serie de puntos separados por una distancia determinada. De esta manera, el
resultado es un campo molecular donde se definen diferentes regiones respecto a
un campo de fuerza preestablecido. En la Figura A.15. se muestra el resultado del
mapeo de un sitio de union proteico de acuerdo a la metodologia AutoGrid del

paquete de programas AutoDock Tools.*

Figura A.15. Molecular grid de un sitio presente en cruzaina (PDB ID: 3KKU). En rojo
interacciones electrostaticas negativas, en blanco positivas, en otro color de naturaleza

hidrofébica.

Este modelo del farmacoforo puede ser utilizado como molde de referencia para
encontrar moléculas que cumplan con la distribucion espacial de elementos
electrostaticos y estéricos, lo que constituye un método de identificacion de

moléculas con posible actividad para esa diana en especifico.

En caso de contar unicamente con informacion relacionada con las
estructuras de ligantes que sean activos contra una diana, sea inferido por su

efecto en wun organismo o por la actividad especifica demostrada
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experimentalmente y/o por métodos computacionales, se puede realizar un
modelo del farmacoforo que determine aquellos elementos moleculares vy
coordenadas espaciales compartidas por dos o mas compuestos. Ya que
generalmente no se conoce la conformacion bioactiva de moléculas con actividad
conocida, se puede aproximar esta a uno de sus minimos de energia para
después realizar un alineamiento rigido o flexible de las estructuras de interés.
Otra estrategia, que implica la informacion estructural del blanco, consiste en
utilizar la estructura cristalina de algun inhibidor cocristalizado como punto de
referencia para el alineamiento. Aun cuando esta aproximacion es razonable, su

aplicacién se encuentra limitada al nimero de moléculas cocristalizadas. '°

La tercera estrategia que se puede seguir, es el uso de las huellas digitales
llamadas SPLIF (Structure Protein Ligand Interaction Fingerprints). Estas huellas
digitales codifican informacion espacial y electrostatica de moléculas acopladas en
un sitio en particular. La informacion con la que se alimenta a este algoritmo puede
ser obtenida experimentalmente o por medio de acoplamiento molecular in silico.
La informacion codificada en esta representacion puede ser utilizada para realizar
busquedas por similitud o para construir el modelo del farmacéforo mediante
distintos esquemas moleculares, lo cuales cuentan con diferentes elementos

moleculares para describir el tipo de interaccién contenida en los SPLIF. *°

Cada uno de los modelos del farmacoforo mencionados, basados en
estructura o en ligante, pueden ser utilizados como criterios para realizar tamizado
molecular en bases de datos de diferente naturaleza. Su informacion también
puede ser ingresada en algoritmos de acoplamiento molecular, como es el caso de
RDock, como restriccion conformacional, lo que puede aumentar la sensibilidad y
selectividad del tamizado asi como disminuir los tiempos de calculo

considerablemente. 4!
2.2.3. Identificacion de sitios de unién

Los métodos que se enfocan en la busqueda de sitios de unién de proteinas se
pueden dividir en tres grandes grupos: conservaciéon, adaptacion del ligando y

busqueda geométrica.
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El primer método de identificacion se basa en la comparacion de la
secuencia de secuencias homodlogas o de los residuos de sitios funcionales. La
hipétesis en la que se sustentan sostiene que los residuos que son importantes

para la union con ligandos se encuentran conservados.

Esto encuentra eco en la teoria de la evolucién molecular, ya que en esta
se entiende a los mecanismos bioquimicos como resultado de miles de afos de
seleccion basados en pruebas y error de mecanismos moleculares, por lo que
aquellos que podemos observar en la actualidad como parte constitutiva de los
organismos vivos han sido lo suficientemente exitosos para ser conservados. La
Figura A.16. muestra el resultado del alineamiento de secuencias encontradas en
el PDB respecto a la secuencia de la enzima cruzaina de Tripanosoma cruzi. En
esta imagen se puede observar la gran similitud de los residuos de aminoacido
que constituyen el sitio activo de un grupo de proteasas de Homo sapiens y el sitio

catalitico de la cruzaina, la cual también es una proteasa.42
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Figura A.16. Alineamiento de proteasas de Homo sapiens y Ié estructura de cruzaina de

Tripanosoma cruzi. Alineamiento realizado en programa pymol académico.

Este ejemplo muestra claramente como este tipo de algoritmos es capaz de
localizar sitios de unién implicados en la respuesta biolégica. Sin embargo, estos
métodos también pueden identificar secuencias que se encuentran relacionadas
sb6lo con la estabilidad estructural de las macromoléculas biolégicas, ya que

muchas de estas también han sido conservadas por la seleccion natural.

Por otro lado, los métodos basados en la adaptacion conformacional del
ligando se fundamentan en las propiedades quimicas de ligandos por medio de la

construccion de plantillas tridimensionales o utilizando la informacion contenida en
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bases de datos que representan una gran distribucion de grupos funcionales
donde se encuentran caracterizados algunos de sus elementos moleculares, como
donadores y aceptores de puente de hidrégeno, hidrofobicidad, carga eléctrica,
etc. Estos métodos también pueden ser catalogados como modelos

farmacoféricos basados en estructura. 43

El tercer grupo de métodos se puede dividir a su vez en tres grupos:
puramente geométricos, geomeétricos con campo de energia y geométricos
combinados con otros métodos. En todos los casos, la identificacion se basa
unicamente en la estructura del receptor. Los puramente geométricos utilizan la
combinacion de los diagramas de Voronoi y algoritmos de determinacion de
caminos minimos como el de Dijkstra. Otra vertiente de estos métodos esta
basada en la caracterizacibn geométrica por medio de esferas de diferentes
tamafios que recorren la superficie del blanco para localizar cavidades que

empaten en términos de volumen. **

Los métodos combinados, los mas utilizados, son aquellos que mezclan los
métodos geomeétricos con otros métodos de localizacidn. Algunos de los
algoritmos mas comunes son, el algoritmo de PocketFinder, el cual construye una
malla molecular por medio del calculo de potenciales tipo Lennard-Jones. De
acuerdo a estos resultados, se descartan aquellas regiones o sitios desfavorables,
para después mapear el contorno de la superficie por métodos geométricos para
identificar hendiduras con un volumen mayor a cierta cota. Otro de estos
algoritmos es el Q-SiteFinder, que utiliza también una maya para determinar el
potencial de van der Waals pero por medio de una sonda de metilo. Su segundo
criterio de exclusion se basa en métodos geométricos que seleccionan a los

mejores sitios de acuerdo a una linea de corte.*?

Como herramientas complementarias a las antes mencionadas se pueden
utilizar acoplamiento molecular ciego de bases de datos de moléculas bioactivas
contra dianas en especifico, el uso de acoplamiento de fragmentos junto al calculo
de modos normales y alineamiento de secuencias (servidor PARS) %0 el uso de
dinamica molecular en mezclas de disolventes para caracterizar el campo

molecular de la superficie de proteinas (pyMDMix *¢), entre otros.
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2.2.4. Entropia de Shannon

La teoria de la informacién es una rama de las matematicas que trata sobre la
transmision y procesamiento de la informacion. Esta teoria fue desarrollada en
parte por Claude E. Shannon y Warren Weaver a finales de los afios cuarentas
durante el periodo de la Segunda Guerra Mundial.*’ Esta teoria fue inaugurada por
el trabajo de Claude E. Shannon titulado “Una teoria matematica de la
comunicacién”, donde en su intento por volver mas eficiente la informacién a
través de los canales de comunicacion, plantea la ecuacién de la entropia que
lleva su nombre. En la Figura A.17. se muestra una de las formas matematicas de

la entropia de Shannon.

ES = —z p(x)log, p(x)

Figura A.17. Entropia de Shannon.

Esta ecuacion es el primer acercamiento tedrico para cuantificar la cantidad de
informacion contenida en un mensaje. Los datos contenidos en un mensaje, sea
cual sea su naturaleza, se encuentran compuestos de dos partes, la informacion y
el ruido. El ruido se puede entender como todas aquellas partes de un mensaje
que no guardan ningun patron de utilidad, siendo normalmente producto de
fendmenos fisicos de naturaleza aleatoria, mientras que la informacién se puede

definir como aquellos datos transmitidos que son de utilidad.

Ya que los datos trasmitidos estan compuestos por elementos finitos de
acuerdo a la naturaleza de la sefal, esta ecuacion entiende que para que un grupo
de datos sea considerado como informacion, debe tener un patréon definido
formado por la presencia de redundancias. Es decir, la informacion es un grupo de
sefales que se encuentran acotadas por alguna estructura abstracta. En el caso
contrario, el ruido, cualquier senal comprendida por un método de transmisién

tiene la misma probabilidad de aparicién.
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En el area de quimioinformatica este concepto ha cobrado gran relevancia
ya que permite cuantificar de manera sistematica la cantidad de informacién
contenida en un grupo de representaciones moleculares. La entropia de Shannon
ha sido utilizada como fundamento para desarrollar un sinnumero de métodos de
representaciones moleculares, dentro de metodologias de tamizado virtual y en la
caracterizacion del espacio quimico.?® Respecto a la caracterizaciéon del espacio
quimico, esta métrica permite catalogar a diferentes bases de datos respecto a su
contenido de informacién, lo que se encuentra estrechamente ligado con el
concepto de diversidad molecular. Por ejemplo, en el caso de una base de datos
con un alto grado de diversidad molecular, estructuras quimicas heterogéneas, la
cantidad de informacion sera baja. Mientras que una base de datos con baja
diversidad, estructuras moleculares analogas, la cantidad de informacién sera alta.
Esto se debe al pequeino grado de redundancia encontrado dentro de una base de
datos diversa, como es el caso de las disefiadas para realizar tamizado de alto
rendimiento y que tiene como caso extremo una distribucidn aleatoria de sefiales.
Caso contrario son las bases de datos enfocadas a dianas especificas. En este
caso es alto el numero de redundancias debido a la gran probabilidad de encontrar
moléculas con un alto grado de similitud gracias al principio que relaciona la

actividad con la similitud. *®
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Objetivos

Objetivo General. Cuantificar la diversidad estructural y cobertura en el espacio
quimico de inhibidores de DNA metiltransferasa (DNMT) evaluando el impacto que
tiene esta diversidad en las bases estructurales que rigen el reconocimiento

molecular y modo de unién de los inhibidores con la diana epigenética.

Objetivo especifico 1. Estudio quimioinformatico de inhibidores conocidos de
DNMT

El objetivo es cuantificar la diversidad estructural y quimica para analizar la
cobertura del espacio quimico de compuestos que han sido identificados por
nuestro grupo y otros grupos de investigacion como inhibidores de DNMTs. Esta
informacion permitira conocer el grado de variacién estructural y quimico de

inhibidores hasta ahora descritos contra esta diana epigenética.

Objetivo especifico 2. Estudio computacional del reconocimiento molecular de

inhibidores de DNMT con la diana epigenética

Por otro lado, existe una gran ausencia de informacion sobre los mecanismos de
accion de los inhibidores de DNMT reportados. Esto también ha dado pie a
incertidumbre respecto a los sitios de union en los que actuan los diferentes
inhibidores. Ambos vacios de informacion han llevado a la generacion de hipétesis
que comprenden la unidon en DNA, sitio del cofactor, sitio activo y posiblemente
sitios que a larga distancia del sitio de union (alostéricos o dinamicos). Por lo
tanto, se planteé como objetivo establecer modelos que describan la interaccion
ligando-diana bioldgica de los inhibidores de DNA metiltransferasas descritos
hasta la fecha para después generar hipotesis sobre el mecanismo de accion. Los
resultados de este objetivo contribuiran a establecer las bases estructurales
implicadas en el reconocimiento molecular de estos inhibidores y ayudaran a

explicar su actividad biolégica a nivel molecular.

Objetivo especifico 3. Proponer una nueva representacion molecular para la

busqueda de inhibidores de DNMT1 en bases de datos.
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El objetivo es generar una representacion total de bases de datos de compuestos
quimicos a través de la probabilidad asociada a los bits de representaciones
binarias por su relacion con la entropia de Shannon y el concepto de redundancia
informacional. Se plantea utilizar estos criterios como una metodologia novedosa
en la busqueda por similitud de compuestos activos contra DNMT1. Esto se
encuentra de acuerdo con publicaciones donde se utiliza este tipo de métricas

para realizar caracterizacion de bases de datos y busquedas por similitud.*®

Recoleccidn de infermacién
molecular en bases de datos
publicas

Curado de datos

Calculo de propiedades FQ
scaffolds y fingerprints

Analisis de resultados:
-PCA
-Scaffolds
-Distribuciones
-Estadisticos
-FDA
-Factor de enriquecimiento

Caracterizacion del espacio
quimico:
-Diversidad estructural
-Distribucién de propiedades
-Complejidad estructural
-Contenido de nicleos base

Objetivo 1
Objetivo 2
Objetivo 3

Colaboracién

FiguraO.1.
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Acoplamiento molecular
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Diagrama de metodologia general para lograr los objetivos.
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Capitulo 1. Quimioinformatica

Metodologia computacional

A)

Construccién y curado de una base de datos molecular de inhibidores de DNMTs
a partir de bibliotecas publicas de compuestos quimicos y de la literatura cientifica
publicada en las principales revistas relacionadas con el desarrollo de farmacos.
Esta base de datos fue analizada mediante una serie de herramientas
quimioinformaticas establecidas® para cuantificar tres aspectos fundamentales vy
complementarios: diversidad estructural empleando descriptores de huellas
digitales moleculares (molecular fingerprints), distribucion de propiedades
fisicoquimicas y métricas asociadas con la complejidad estructural, contenido y
diversidad de nucleos base (molecular scaffolds). Ello se realizé por medio del
paquete de programas Molecular OperatingEnviroment (MOE)*" y el conjunto de
programas Mayachem Tools.

B)

Una vez identificados los compuestos de interés se realizaron estudios de
acoplamiento molecular (molecular docking) ** y modelado del farmacéforo a partir
de superposiciones tridimensionales y/o caracterizacion de huellas digitales de la
interaccion ligando-proteina (protein-ligand interaction fingerprints). Aunado a ello,
se aplicaron las estrategias utilizadas en el primer aio de doctorado, lo que
comprende: busqueda de sitios de unidon no conservados y su posible conexion
con actividad alostérica y/o cambios dinamicos con impacto en la actividad
bioldgica, acoplamiento molecular ensamble y técnicas que toman en cuenta la

flexibilidad de la proteina blanco como estudio de modos normales.
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Desarrollo

Se construyé una base de datos interna con inhibidores de DNMT1 a partir de
cuatro fuentes principales que incluyen tres bases de datos publicas de
compuestos quimicos y busqueda en literatura cientifica vigente. La busqueda en
bases de datos publicas dio como resultado 265 compuestos de CheMBL **, 106
compuestos de Human Epigenetic Enzyme Modulator Database, HEMD* y 337
compuestos de Binding Database.’® La busqueda de compuestos adicionales no
reportados en ninguna de las bases de datos publicas desde el afio 2013 hasta el
momento se realizé dentro de la literatura cientifica por medio del buscador Web
of Science dando como resultado 47 compuestos con actividad inhibitoria contra
alguna DNMT.

El curado de la informacion hallada se realizd de acuerdo con la
metodologia reportada por Fourches D. et al..>” Para cada uno de los compuestos
se realiz6 una homogenizacion de la actividad y se obtuvo la notacioén estructural
lineal candnica de acuerdo a Simplified Molecular Input Line-Entry system (SMILE)
antes de ser ingresada a la base de datos. Cada molécula fue preparada mediante
la funcién wash incluida en el mddulo contenido en el programa Molecular
Operating Environment (MOE)®', que desconecta sales de metales, remueve
componentes simples y recalcula estados de protonacion. Se eliminaron réplicas
de compuestos idénticos con la misma actividad biolégica. Cuando estas
presentaban pequefas diferencias en el valor de actividad reportado se obtuvo la
media. Para el caso compuestos con actividades muy distantes fue necesario
revisar el método experimental por el cual fueron obtenidos dichos valores de
actividad y de acuerdo a ello se seleccionaron algunas de las posibilidades. En
caso de que la informacién no fuera definitoria no se incluyé dentro de la base de
datos. En la Tabla 1.1. se muestran algunas de las caracteristicas de cada una de

las fuentes de informacion utilizadas para este estudio.
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Tipo de fuente Fuente Referencia No.inhibidores

Bases de datos Binding Ref 22 RCS 265
publicas Database
ChEMBL Ref 56 RCS 163
HEMD Ref 57 RCS 96
Literatura Web of Science https://isiknowledge.com 42
TOTAL Conjunto curado y sin réplicas 566

"Tabla 1.1. Fuente de los compuestos que constituyen la base de datos de inhibidores de

DNMT1 construida dentro del grupo. *°

El mismo proceso de curado fue realizado para cuatro bases de datos disponibles
publicamente, entre las que se encuentran una base de datos de compuestos
aprobados como farmacos (Food and Drugs Administration (FDA) de E.E.U.U.A),
una de compuestos en fases clinicas, una coleccién general de inhibidores y una
base de datos enfocada a inhibidores de blancos epigenéticos. En la Tabla 1.2. se
presentan algunas de las caracteristicas generales de las bases de datos
utilizadas para la caracterizacién relativa del espacio quimico de inhibidores de
DNMT1.

Base de datos Fuente Numero de
compuestos
Farmacos aprobados Drug Bank 1490
Coleccion para tamizado Selleck 1100
En fase clinica Therapeutic  Target 837
Database
Base de compuestos enfocada a Selleck 113

inhibidores epigenéticos
‘Tabla 1.2. Fuente y numero de compuestos para cada una de las bases de datos de

referencia. ™°
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Representacion estructural

Las bases de datos fueron comparadas y analizadas por medio del célculo de
propiedades fisicoquimicas, huellas digitales moleculares (molecular fingerprints) y

analisis con el método de representacion basado en nucleos base o scaffolds.

Propiedades fisicoquimicas y descriptores moleculares

Se calcularon seis propiedades fisicoquimicas con el paquete de programas MOE:
coeficiente de particion octanol/agua (SlogP), enlaces rotables (RB), donadores
de puente de hidrogeno (HBD), aceptores de puente de hidrégeno (HBA), area
superficial topoldgica (Topological polar Surface Area TPSA) y peso molecular
(MW).

Posteriormente se obtuvo la distribucion de cada una de las propiedades
asi como el valor de su media, mediana, intervalo intercuartilico y desviacion
estandar. Para cada propiedad y por medio del programa estadistico RGui® se
graficaron diagramas de caja y se calculd la divergencia de la normalidad,
homocedasticidad, pruebas de hipdtesis paramétricas o0 no paramétricas segun
fuera el caso, asi como el correspondiente analisis post-hoc (Kruskal-Wallis y
Nemenyi) utilizando PMCMR de RGui.*®

Para poder generar una representacion grafica de las seis dimensiones en
cuestion, se realizd un analisis de componentes principales (Principal Component

Analysis PCA) utilizando el programa MOE®" y Osiris DataWarrior. *°

Huellas digitales moleculares (molecular fingerprints)

Las bases de datos también fueron estudiadas a partir de diferentes huellas
digitales moleculares (en inglés, molecular fingerprints). Por medio del programa
MOE, se calcularon MACCS keys (166-bits) que originalmente fueron disefiadas
para busqueda de estructuras en bases de datos y donde cada bit describe una
pequena subestructura que cuenta con un maximo de diez atomos sin contar
hidrégeno. GpiDAPH3 (Pharmacophore Graph Triangle) que consta de un
farmacoforo de tres puntos calculado a partir del grafo en dos dimensiones de la
estructura. TGD (Typed Graph Distance) que es un fingerprint del tipo distancia de
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grafos, donde se representa cada fingerprint como un conjunto de tres elementos
de la forma (u, v, d), donde u y v son tipos de atomos que incluyen la etiqueta
acido, base, donador y aceptor de puente de hidrégeno, etc. Mientras que d es la
distancia minima entre dos vértices del grafo. Y finalmente, Extendended-
Connectivity, un fingerprint topoldgico circular, utilizado, en este caso, con un
diametro de cuatro y seis atomos de distancia. 2%’

Seguido de ello se calculdé la matriz de similitud utilizando el indice de
Tanimoto (Figura A.9.), el cual es el cociente del conjunto de elementos que se
comparten por dos fingerprints entre la suma de elementos unicos de cada
estructura restada por el conjunto de elementos que se comparten.?

Para dichas matrices se tomaron los valores fuera de la diagonal y se
realizé un muestreo aleatorio de 5000 valores para después calcular estadisticos
como media, mediana, distancia intercuartilica, maximo, minimo y desviacion
estandar. Finalmente, se determiné el tipo de distribucidn, su desviacion respecto
a una distribucion normal, homocedasticidad, funciones de distribucion
acumulativa y calculo de pruebas de hipdtesis paramétricas y no parameétricas, asi

como el correspondiente analisis post-hoc segun fuera el caso.

Nucleos base (scaffolds)

Otro de los criterios que se utilizd para la descripcion de los inhibidores DNMT1
fue el conteo de scaffolds (también llamados nucleos base o sistemas ciclicos). El
proceso de extraccién de esta informaciéon se realiz6 por medio del programa
Molecular Equivalence Indices (MEQI).?® Este programa remueve de forma
sistematica todos aquellos vértices que con grado uno, dando como resultado a
los grafos ciclicos y en caso existir mas de un ciclo, incluyendo a las cadenas que

conectan a dichos sistemas.

Estos sistemas ciclicos son parte de los quimiotipos definidos en la
metodologia propuesta por Johnson y Xu. ? Para cada uno de los sistemas
ciclicos, esta metodologia asigna un unico identificador de cinco caracteres de

longitud (cédigo quimiotipico). & &
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Por medio de estos resultados es posible determinar la frecuencia para los
diferentes sistemas ciclicos que conforman la base de datos y de esta manera
realizar una comparacion directa con el contenido y diversidad en otras bases de
datos. Para lograr dicho objetivo, se realizé el estudio de los graficos Cyclic
System Retrieval (CSR) (Figural.l.). En dichas graficas se presenta la fraccion de
sistemas ciclicos contra la fraccidon acumulativa de la base de datos. La
informacion contenida en este método de visualizacion se puede explicar por
medio de sus casos extremos: de contener un sistema ciclico diferente para cada
uno de los compuestos en la biblioteca dara como resultado una linea recta con
pendiente de 45°, lo que corresponderia a la maxima diversidad de scaffolds.
Mientras de encontrar un solo sistema ciclico que englobe a todos los compuestos
se obtendra un escaldn con su valor maximo en uno, es decir, el minimo valor de

diversidad posible.

Para poder medir de forma exacta todas las variaciones existentes entre
estos dos posibles extremos es recomendable calcular el area debajo de la curva
de la funcién resultante. Este valor rondara entre 0.5 para el caso de maxima

diversidad y uno para el caso opuesto.

Curva correspondiente
a inhibidores de la
enzima convertidora de
angiotensina

Curva correspondiente
a laminima
diversidad

Un nucleo base comun)
para todos los
compuestos

Fraccién de Ia‘be‘se QIe qatqs

Curva correspondiente
ala maxima
diversidad
Un nicleo base por
compuesto.

Fraccion de nucleos base

Figural.l. Curvas del grafico Cyclic System Retrieval.
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Otras métricas comunmente utilizadas y que son paralelas a la anterior son: valor
Fso (valor de la fraccion de sistemas ciclicos cuando se recupera el 50% de la
fraccidbn de compuestos en la biblioteca), numero y fraccién de “nucleos unicos”
(singletons: sistemas ciclicos que contienen una sélo molécula) respecto al
numero de compuestos y al numero de sistemas ciclicos, fraccion de sistemas

ciclicos, entre otras. 2

Ya que se cuenta con los valores de actividad para los inhibidores de
DNMT1, también es posible construir los graficos de factor de enriquecimiento
respecto a frecuencia de sistemas ciclicos. Para realizarlo se eligieron a los
sistemas ciclicos mas representativos, los mas frecuentes, y se calcul6 para cada

uno de ellos el factor de enriquecimiento (Figura 1.2.)

Act(C)=[C"l/IC]
ACt(CA):[C:]/[CA]
FE(C,)=Act(C,)/ Act(C)

Figura 1.2. Expresiones para obtener el factor de enriquecimiento.

Estos graficos son de gran utilidad ya que nos permiten tener una idea general
sobre la cantidad de analogos reportados para cada clase de inhibidor, asi como
su actividad promedio respecto a los otros sistemas presentes (Figura 1.3). Esta
informacion puede convertirse en informacién clave en la toma de decisiones al

proponer estrategias para la sintesis de nuevos compuestos bioactivos.
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Figura 1.3. Regiones del diagrama de frecuencia de nucleos base contra factor de

enriquecimiento.

Resultados y Discusion

Los resultados se presentaran en tres secciones que representan las diferentes

meétricas utilizadas para la caracterizacién de los inhibidores de DNMT1.

Propiedades fisicoquimicas y descriptores moleculares

En la Figura 1.4. se puede encontrar el resumen de los estadisticos calculados y

los diagramas de caja con muesca (notch box plots) para algunas de las

propiedades y descriptores calculados con la paqueteria de programas MOE,

realizados a través del lenguaje de programacion R.%®
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Figural.4 Valores estadisticos y represen-tacién rhediante bok notch plots de algunas de
las propiedades y descriptores calculadas para los compuestos presentes en las bases de

datos estudiadas. "

Este método de visualizacién de las distribuciones de los descriptores presenta
una caja que incluye a todos los valores contenidos entre el primer y tercer cuartil,
la media de la distribucion como una linea horizontal obscura y circulos vacios en
la parte superior e inferior representado los valores atipicos. Las muescas que se
encuentran a cada lado de la caja representan un intervalo de confianza del 95%

respecto a la media. De acuerdo al analisis realizado con el examen estadistico de
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Shapiro-Wilk, ninguna de las distribuciones presenta un comportamiento normal,
por lo que fue necesario aplicar la prueba no parameétrica Kruskal-Wallis y el
analisis post hoc de Nemenyi implementada en el médulo PMCMR®® de R para

determinar la diferencias estadisticas entre ellas.

De las diferencias encontradas se puede decir que los inhibidores de
DNMT1 muestra, en conjunto, un mayor numero de donadores y aceptores de
puentes de hidrogeno que los compuestos aprobados, en fase clinica y la
coleccion general de inhibidores. Al contrario, para estos descriptores se encontro
una gran similitud con la coleccion de inhibidores epigenéticos, con una media de
5y 2 respectivamente y un valor de p de 0.35 y 0.79. En general se observan
valores mas altos para TPSA, lo que se puede traducir en una tendencia de estos
inhibidores a ser mas polares que los compuestos encontrados en otras bases de

datos.

Los valores de peso molecular y SlogP de los inhibidores de DNMT1 son
similares a las colecciones de referencia, con excepcion de los compuestos
aprobados, que a su vez muestra, para estos descriptores, valores menores

respecto a todas las colecciones estudiadas.

Por ultimo, el numero de enlaces rotables muestra una distribucion muy
similar respecto a todas las colecciones estudiadas y especialmente con los
inhibidores epigenéticos, con un valor p=0.99, lo que indica una flexibilidad

molecular compartida.
Representacion visual del espacio de propiedades

Para generar una representacion visual del espacio de propiedades (6D), se aplico
una reduccion dimensional por medio del analisis de componentes principales
basado en covarianza. La Tabla 1.3. muestra las contribuciones porcentuales de
los tres primeros componentes. Siendo que los dos primeros componentes
recuperan un 77.3% de la covarianza, y los tres primeros un 89.4%, utilizar
cualquiera de estas combinaciones para representar el comportamiento general
del espacio de propiedades es razonable respecto a la cantidad de informacion

perdida.
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PC1 PC2 PC3 PC4
Eigenvalores (EV) -28 -1.27 -1.63 -9.15
Contribucion de EV  563.86 77.31 89.35 95.11

HBA 0.106 -0.023 -0.134 0.155
HBD 0.134 -0.111 -0.280 -0.619
RB 0.051 0.083 0.220 -0.216
SlogP -0.011 0.236 -0.213 -0.086
TPSA 0.005 -0.004 0.002 0.007
MW 0.002 0.002 0.000 0.001

Tabla 1.3. Contribuciones de los cuatro primeros componentes principales. '°

En esta tabla también se incluyen las contribuciones de cada uno de los
descriptores para cada una de las componentes. Siendo aceptores y donadores
de hidrégeno los que mas contribuyen en CP1, SlogP para CP2 y enlaces rotables
para CP3.

La visualizacidn del espacio de propiedades en dos dimensiones se puede

observar en la Figural.5.

L PCA2

-2 -1 0 1 2 3 4 5
PCA1

DATABASE_NAME M Clinical Il DNMT M Epi [ Inhibitors @ drugbank_App
Figura 1.5. Espacio de propiedades respecto a dos componentes principales.
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Después de un examen visual, se puede concluir que los inhibidores de DNMT1
ocupan y son contenidos mayoritariamente por el espacio ocupado por las

colecciones de referencia.

Las dos colecciones que cubren mayoritariamente el espacio son la de
compuestos aprobados y en fase clinica, ademas, y como era esperado, estas dos
colecciones son las mas densamente pobladas dentro de este espacio. La
coleccién de inhibidores de DNMT1 vy la biblioteca enfocada a inhibidores ocupan
un espacio mas restringido que se encuentra incluido en el anterior, sin embargo,
DNMT1 también se expande a regiones no ocupadas por las colecciones de
referencia. Tomando en cuenta las limitaciones y pérdida de informacién implicita
en la reduccion dimensional, se puede decir que la coleccion de inhibidores de
DNMT1 ocupa el espacio de propiedades de quimica farmacéutica tradicional y
algunas de sus moléculas exploran nuevas regiones no incluidas en el anterior, lo

cual es coherente con los valores divergentes para algunas de las propiedades.

También se realizé una subdivisién entre los compuestos activos e inactivos
de DNMT1 respecto a una cota de 10 yM. Obteniendo 378 compuestos por debajo
de esta cota y 32 moléculas con actividades menores a 1 uyM. El espacio que
ocupan dichos compuestos respecto a los denominados inactivos es similar. Sin
embargo, los compuestos activos presentan mayor peso molecular y SlogP,
sugiriendo que son de mayor tamafo y mas hidrofébicos que los inactivos. En esta
poblacion también se observaron valores mayores para el numero de enlaces
rotables, indicando que estos son, en términos generales, mas flexibles que los

inactivos.
Huellas digitales moleculares (molecular fingerprints)

Como se mencion6é anteriormente, para determinar la variacion del espacio
quimico ocupado respecto a la representacién molecular y la diversidad de cada
una de las bases de datos estudiadas, se calcularon cinco fingerprints diferentes

que difieren en su metodologia y naturaleza. La similitud interna de cada base de
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datos fue calculada por medio del indice de Tanimoto con la paqueteria de

programas MayaChem Tools."

Los resultados muestran una gran diferencia de la similitud media respecto
al método de representacion utilizado. TGD presenta los valores de similitud mas
altos, con una media entre 0.54 y 0.64, seguido de MACCS keys, con media entre
0.31 y 0.41, GpiDAPHS3, con media de entre 0.13 y 0.26, y ECFP con media entre
los valores 0.06 y 0.07. Esta tendencia también puede ser observada en otros
trabajos donde se hace uso de diferentes métodos de representacion. ! Esta
tendencia se puede explicar parcialmente por el grado de resolucion con el que

cuenta cada una de las representaciones.

Mientras que MACCS keys esta basado en un diccionario preestablecido de
fragmentos, ECFP es calculado al vuelo y depende del numero y tipo de vecinos

que compartan las moléculas representadas.

En conclusiéon, se puede decir que la base de datos de inhibidores de
DNMT1 es diversa, y que es comparable con la de la biblioteca enfocada a
inhibidores epigenéticos segun TGD, MACCS keys y GpiDAPH3. En la Figura 1.6
se puede observar la comparacion de las diferentes bases de datos representadas
por medio de un fingerprint determinado en su forma de funciones de distribucion

acumulada.
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Figura 1.6. Funciones acumulativas para los fingerprints MACCS keys y TGD."
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Al comparar las diferentes bibliotecas se puede afirmar que la base de datos de
compuestos aprobados es la que presenta mayor diversidad, seguida de los
compuestos en fase clinica y la biblioteca de inhibidores. Esto no nos sorprende
ya que dichas bases no son enfocadas en ninguna diana particular, sino que
incluyen inhibidores de diversas dianas. Sin embargo, los resultados apuntan a
validar el uso de al menos tres tipos de representacion molecular para la
comparacion y estudio de la diversidad. Estos son: TGD, GpiDAPH3 y MACCS
keys.

Aun cuando en otros estudios ECFP ha dado buenos resultados para el
estudio de las relaciones estructura actividad, en nuestro caso los valores que se
obtienen son demasiado pequefos para poder compararlos con los resultados

obtenidos con otras métricas de representacion.
Estudio de nacleos base

El estudio de la diversidad nucleos base de la biblioteca de inhibidores de DNMT1
se realizd por medio del conteo de frecuencia y de la curva CSR. Los valores
asociados a los nucleos base como es el nUmero de nucleos base, el nUmero de

nucleos unicos, y distintas fracciones se resumen en la Tabla 1.4.

Conjunto DNMT1i

N 291
N/M  0.515
Nsing 170

Tabla 1.4. Diversidad de nucleos base para inhibidores de DNMT1."®

Estos resultados muestran una gran diversidad de nucleos base, esto se ve
reflejado en proporcion de nucleos Unicos respecto al numero de sistemas ciclicos

(58%), asi como al numero de compuestos en la base de datos (30%). Esto
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también se puede verificar mediante el area debajo de la curva y fraccion 50, con

valores de 0.67 y 0.23, respectivamente.

Los nucleos base encontrados pueden dividirse en dos grandes grupos:
nucleosidicos y no nucleosidicos. Los primeros estan relacionados con analogos
del cofactor S-adenosil-L-metionina, mientras que el segundo grupo incluye
estructuras de diversa naturaleza. Dentro del conjunto de compuestos con mayor
actividad se pueden encontrar quimiotipos relacionados con ambos grupos. Entre
los nucleos base mas frecuente de naturaleza nucleosidicos se encuentran los
siguientes quimiotipos expresados por su identificador de cinco caracteres FUIL1,
H8B7P, KQ2XT y WU6XX con frecuencias de alrededor del 5% comprendiendo el
12.7% de la base de datos con un total de 72 compuestos. Por el otro lado, los
nucleos base con identificador RYLFV, SU70D, 4E1HD, G5AAS y RNDWX en total
representan solo el 7.1% de la base de datos con un total de 40 compuestos.

Estos resultados expresan las tendencias histéricas que se han dado en el
desarrollo de inhibidores de esta diana, las cuales estan relacionadas con la
sintesis de moléculas similares los compuestos analogos al cofactor SAM

aprobados para su uso clinico.
Enriquecimiento de quimiotipos

Para calcular a los quimiotipos mas relevantes de la base de datos de DNMT1 se
calculo la frecuencia y factor de enriquecimiento como se muestra en la seccion de

metodologia.

El factor de enriquecimiento da la proporcién de compuestos activos para
determinado nucleo base, ello combinado con la informacién de frecuencias
permite identificar a aquellos nucleos que son mas atractivos por la informacién
accesible para generar relaciones de estructura-actividad. En segundo término,
también posibilita la seleccion de nucleos novedosos donde la informacion de sus
analogos aun no se encuentra explorada. Esta seleccion dependera directamente

del enfoque experimental, de factores econdémicos y de viabilidad sintética.

La Figura 1.7. muestra a los nueve nucleos base mas frecuentes junto con

su factor de enriquecimiento. Cuatro de ellos presentan valores de enriquecimiento
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mayores a 1.0, de ellos, tres pertenecientes al grupo de compuestos no
nucleosidicos, con un factor de 1.4 (SU70D, G5AA5 y RNDWX). La fuente
experimental de estos nucleos proviene de experimentos de tamizado molecular
de alto rendimiento realizados por medio de ensayos de molecular beacon probes
por Sanford-Burnham Center for Chemical Genomics.

FU1L1
29 ®

H8B7P
24 L

19

14
KQ2XT
RYLFV @
®

Frecuencia del quimiotipo

suU7o0e
WUBXX ® 4E1HD

G5AA®
€ RNDWX

04 06 0.8 1 12 14 16
Factor de enriquecimiento

Figura 1.7. Frecuencia del quimiotipo contra factor de enriquecimiento de los nucleos

base mas frecuentes en la base de datos de inhibidores de DNMT1."®

En especial, en nucleo base con identificador SU70D presenta una de las mejores
opciones al contar con mayor informacién para un analisis de estructura-actividad
dado su alto valor de frecuencia. Los analisis realizados indican que una buena
estrategia inicial para encontrar nuevos agentes quimioterapéuticos que tengan
como diana molecular a DNMT1 seria la exploracién de las relaciones estructura
actividad de estos tres nucleos (SU70D, G5AA5 y RNDWX).

Uno de los quimiotipos mas interesantes desde la perspectiva
computacional es el 4E1HD. Esta familia de compuestos fue encontrada mediante

52



el tamizado virtual basado en acoplamiento molecular y agrupamiento de una base
de datos de 111,121 moléculas por el grupo de investigacién de Chen et al..% De
estos resultados se obtuvieron 50 hits, de los cuales de compraron analogos para
realizar analisis de actividad contra DNMT1 y explorar asi las relaciones estructura

actividad.

Por ultimo, el nucleo base con mayor frecuencia (29 compuestos) pertenece
al quimiotipo FU1L1 con un factor de enriquecimiento de 0.98. Este nucleo
pertenece a analogos del cofactor SAM, lo que desde nuestra perspectiva caen en
segundo término de importancia dados los efectos adversos potenciales que un

inhibidor de esta naturaleza pueda presentar.

Es importante recalcar que ademas de las posibles estrategias
experimentales que pudieran surgir gracias a esta informacién, en términos
computacionales seria posible utilizar cualquiera de los nucleos antes
mencionados como punto de partida de metodologias de tamizado molecular

basadas en similitud o en otra técnica de busqueda virtual.
Resumen de resultados

Esta parte de la tesis doctoral representa uno de los primeros esfuerzos por
caracterizar el espacio quimico de los inhibidores de DNMT1. Esto se realizd por
medio de tres métricas complementarias que contemplan: diversidad estructural
por medio de similitud, nucleos base y estudio de la distribucion de descriptores

moleculares y propiedades de los inhibidores de DNMT1.

A raiz del estudio sobre el espacio de propiedades fisicoquimicas se puede
concluir que estos inhibidores presentan una polaridad promedio mayor que la
molecular aprobadas para uso clinico, en fase clinica y que la coleccion general de
inhibidores, reflejado en los valores encontrados para donadores y aceptores de
puente de hidrogeno y TPSA. También se encontré que los inhibidores de DNMT1
presentan una flexibilidad comparable a estas bases de datos, lo cual se refleja en
los valores de enlaces rotables.

La representacion visual por medio de la reduccion dimensional efectuada

por analisis de componentes principales, muestra que la base de datos de
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inhibidores de DNMT1 ocupa regiones contenidas en el espacio quimico
farmacéutico tradicional, con algunas moléculas que exploran regiones distantes.

Estas moléculas podria también ser punto de partida de estudios de
estructura actividad en busca de inhibidores novedosos, aun cuando a su vez

corren mayor riesgo de presentar efectos secundarios o baja biodisponibilidad.

La diversidad medida por medio de distintas métodos de representacion
molecular y con el indice de Tanimoto, demuestra que la coleccion inhibidores de
DNMT1 presenta diversidad estructural por debajo de la encontrada para la
coleccion de compuestos aprobados para uso clinico. El analisis de nucleos base
plantea la posibilidad de encontrar quimiotipos que resulten en estructuras
privilegiadas epigenéticas, lo que representa una oportunidad para la exploracion

de la relaciones estructura actividad de sus analogos.

Ademas estos resultados estan de acuerdo con las tendencias actuales
sobre el desarrollo de inhibidores de DNMT1 no basados en la estructura del
cofactor SAM, lo que es posible apreciar en los cuatro quimiotipo no nucleosidicos
mencionados en el texto. Sobre estos nucleos es conveniente realizar otro tipo de
estudios computacionales basados en la estructura cristalografica de DNMT1
como es el caso de acoplamiento molecular rigido y flexible-flexible, lo que puede
sentar las bases atomisticas de la interaccion ligando proteina y por lo tanto guiar
campanas experimentales de optimizacién que pretendan explorar mas a fondo

las relaciones estructura-actividad de estos inhibidores prometedores.

Para obtener informacion mas detallada de este trabajo se puede consultar la

siguiente referencia:

Fernandez-de Gortari, E., Medina-Franco, J.L. et al. “Relevant epigenetic chemical
space: a chemoinformatic characterization of small molecules: DNMT inhibitors”.
Publicado en RCS. Gortari, E. and Medina-Franco, J. (2015). Epigenetic relevant
chemical space: a chemoinformatic characterization of inhibitors of DNA
methyltransferases. RSC Adv., 5(106), 87465-87476.

54



Capitulo 2. Farmacoforo

Metodologia computacional

A)

Utilizando el grafico de factor de enriquecimiento contra frecuencia de nucleos
base como criterio, se seleccion6 a los compuestos pertenecientes a quimiotipos
no nucleosidico mas sobresalientes como punto de partida para realizar
acoplamiento molecular segun la metodologia presente en el programa Internal
Coordinate Mechanics (ICM).*® El acoplamiento molecular se realizé sobre la
estructura cristalizada de DNMT1 con codigo PDB 3PTA en su forma activa dentro
de un volumen que comprende el sitio del sustrato y del cofactor en ausencia del
cofactor SAM. &

B)

Para cada uno de los modos de unidn encontrados se calcularon las huellas
digitales de interaccion ligando receptor llamados Protein Ligand Interaction
Fingerprints (PLIF) implementados en Molecular Operating Environment (MOE).®’
Los PLIF guardan informacion del tipo de interacciéon y residuos de aminoacido
involucrados en el reconocimiento ligando-proteina. Los resultados se pueden
analizar por medio de histogramas y graficos de barras, incluyendo el tipo de
interaccién y su frecuencia respecto a los residuos con los que interactua.

C)

Se seleccionaron a aquellos nucleos base que presentaron los compuestos con
mayor frecuencia de interaccién para generar modelos del farmacoéforo. Este
analisis se realiz6 tanto para el total de inhibidores seleccionados, como para cada
quimiotipo por separado.

D)

Cada uno de los modelos del farmacéforo obtenidos fue probado mediante la
implementacion de una busqueda basada en dichos modelos. Los hits obtenidos
fueron clasificados con falsos positivos, positivos verdaderos, falsos negativos y

negativos verdaderos para construir la matriz de confusion y obtener la
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sensibilidad y selectividad de cada uno de ellos. Con estos valores se construyo el
espacio ROC® correspondiente para la validacion y seleccion de los mejores
modelos que serviran como base para posteriores campafas de tamizado virtual
en bases de datos externas a la utilizada para la generacidon de los modelos.
Resultados y discusion
El acoplamiento molecular para cada uno de los compuestos pertenecientes a los
quimiotipos seleccionados fue realizado en por medio del programa ICM con dos
metodologias diferentes: acoplamiento flexible-flexible y acoplamiento rigido-
flexible. La metodologia computacional que usa este paquete de programas esta
basada en la optimizacion de las coordenadas internas del ligando dentro de un
mapa de potenciales mediante algoritmos Monte Carlo. o7

El sitio de acoplamiento fue definido alrededor de la cisteina catalitica
(Cys1226) de la DNMT1 incluyendo al sitio del substrato y cofactor en ausencia de
SAM (Figura 2.1.). Esta estructura cristalina esta reportada en el PDB con el
codigo 3PTA. La estructura fue preparada y equilibrada, ademas de ser sujeta a
estudios de dinamica molecular para obtener una posible conformacion activa.®
La conformacion activa se caracteriza por la presencia un asa relacionada con la

interaccion y reconocimiento de DNA en su forma abierta.
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Figura2.1. Estructura cristalografica de la enzima DNMT1 (PDB ID: 3PTA).

Para asegurar la convergencia de los resultados obtenidos por el algoritmo de
optimizacién, se realizaron tres ciclos de acoplamiento y se seleccionaron
moléculas de acuerdo a los valores de la funcién de puntuacion y conformacion.

Los compuestos seleccionados sirvieron de base para calcular los PLIF
implementados en MOE. Este método describe las interacciones entre el ligando y
el receptor utilizando una huella digital molecular que consta de seis tipos de
interacciones: donador y aceptor de hidrogeno de cadena lateral, aceptor y
donador del esqueleto de la proteina, interacciones iénicas y de superficie. En este
meétodo de representacion los puentes de hidrogeno se determinan a través de la
media de distribuciones obtenidas del andlisis de este tipo de interacciones en
sistemas proteicos, donde se determina un porcentaje de probabilidad de acuerdo

a los valores de longitud y angulo de enlace de los atomos que participan en la
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interaccién. Las interacciones idnicas se aproximan con la fuerza de Coulomb de
atomos que presentan cargas formales contrarias, mientras que las interacciones
dependientes de la superficie se obtienen por medio del calculo de la exposicidon
de los residuos frente al disolvente.®®

Los PLIF contienen la informacion necesaria para generar referentes de
busqueda basados en el farmacéforo de cada uno de los nucleos base
seleccionados. Para realizarlo se utilizaron dos esquemas diferentes llamados
Unified y PPCH_AII, respectivamente. Los esquemas son un grupo de reglas que
determinan el numero y tipo de puntos farmacoféricos que satisfacen la interacciéon
observada entre el ligando y su diana. Cada uno de estos esquemas contiene una
serie de elementos basados en la interaccion ligando proteina.

Estos dos esquemas se pueden separar en: 1) anotaciones atémicas, que
describen directamente a un atomo segun el tipo de interaccidon que presenta en el
sistema, 2) anotaciones del centroide, que determina el centro geométrico de un
conjunto de atomos, 3) anotaciones proyectadas, que determinan las posibles
interacciones entre dos atomos. El esquema llamado Unified incluye también
proyecciones para aceptores y donadores de puentes de hidrogeno, distinciones
generales entre sistemas m y no T, ligandos metalicos, aniones, cationes,
bioisosteros NCN +, bioisosteros COO-, centroides aromaticos y grupos R,
mientras que PPCH_AIl soélo incluye algunas de ellas mas anotaciones
hidrofébicas.®

El grupo de modelos asi obtenidos para cada uno de los quimiotipos fueron
utilizados como criterio de busqueda dentro de una base de datos de conformeros
de los inhibidores presentes en la base de datos de DNMT1. Los resultados se
analizaron para determinar el numero de falsos positivos, falsos negativos y el
numero de positivos y negativos verdaderos segun un limite de actividad de 10
MM. Para cada modelo se construyd la matriz de confusion que contiene la
informacion necesaria para determinar la especificidad y la sensibilidad de cada
hipotesis (Figura2.2).
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Figura2.2. Expresiones para especificidad (true negative rate) y sensibilidad (true positive
rate) de los dos parametros de ROC. P: positivos, N: negativos, PV: positivos verdaderos,

FN: falsos negativos, FV: falsos verdaderos, FP: falsos positivos.

Con dichos elementos se determiné el espacio ROC, el cual fue interpretado para
seleccionar la mejor hipotesis para implementarla en metodologias de busqueda
de moléculas bioactivas.

En la Figura 2.3. se resumen los pasos realizados dentro de la metodologia:

Construccion de
Base 3D

A 4

PLIF Acoplamiento ' PLIF

Farmacaoforo

Validacion

|

Aplicacién

I 3

Figura 2.3. Metodologia seguida para obtener el modelo del farmacdforo.
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Acoplamiento molecular

Después de depurar la informacion de los compuestos con un nucleo base comun,
se realizd el acoplamiento molecular segun la metodologia implementada en el
programa ICM. Las estructuras con una conformacion de interaccién acorde a lo
reportado (Figura 2.4.) y con los mejores valores para la funciéon de puntuacion
fueron seleccionadas como punto de partida para la siguiente fase del modelado.

Esta etapa es de suma importancia, ya que no existe evidencia
experimental sobre el mecanismo de accidn de los inhibidores. Por ejemplo, en los
casos donde el analisis de actividad es funcional, es probable que la actividad

desmetilante esté dada por mecanismos donde DNMT1 no participa.
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Figura 2.4. Ejemplo de conformacién obtenida por acoplamiento molecular de un inhibidor

no nucleosidico en el sitio catalitico de DNMT1.

El acoplamiento molecular se llevé a cabo utilizando la estructura cristalografica
reportada en el Protein Data Bank con el codigo 3PTA, lo que representa una
diferencia sustancial respecto a otros trabajos donde se realizaron esfuerzos para

desarrollar modelos del farmacoforo de los inhibidores de DNMT1.72%8 Otras de las
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grandes diferencias respecto a trabajos similares, es el uso de informacién
molecular actualizada y su tratamiento quimioinformatico para la descripcion del
espacio quimico. Esto ultimo, utilizando descriptores moleculares, métricas de
similitud y analisis de nucleos bases. Ademas de que la metodologia utilizada para
desarrollar los modelos del farmacoforo difieren. En este trabajo se hizo uso de
representaciones moleculares que caracterizan el numero y tipo de interacciones
entre los diferentes compuesto y su diana biolégica para extraer aquellas que son
preponderantes para la actividad biologica de los inhibidores. A su vez se
utilizaron estos modelos para determinar las variables que conforman el espacio
ROC para ser utilizadas como criterio de evaluacién y seleccion de los modelos
que seran utilizados para futuras campafnas de cribado virtual.
PLIF y generacion de los modelos del farmacéforo
Con la informacion contenida en los PLIF para cada uno de los compuestos con
un nucleo base en comun y con un factor de enriquecimiento alto, respecto al
conjunto de los nucleos base considerados, se analizaron las frecuencias y el
cédigo de barras de interacciones para determinar aquellas que son comunes
dentro de cada familia de compuestos y en el total de ellas, asi como los
aminoacidos del sitio de union relacionados con dicha asociacion. (Ver Figura 2.5)
Una vez que dichas relaciones fueron determinadas se generaron los
modelos del farmacdéforo por medio de los esquemas Uniffied y PPCH_AII. La idea
inicial constaba de realizar un solo modelo a través de la mezcla de los elementos
presentes en la poses en todos los compuestos de diferente quimiotipo. Sin
embargo, esto no fue posible ya que la diferencia estructural entre los analogos
que pertenecen a diferentes nucleos base difiere significativamente. Es decir, la
diversidad estructural de la coleccion es grande y por lo tanto la probabilidad de
encontrar conformaciones que presenten interacciones comunes disminuye

considerablemente.
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Debido a la gran diversidad estructural de los compuestos reportados, se
procedié a realizar un modelo del farmacéforo para cada uno de los conjuntos de
compuestos con quimiotipo en comun. (Figura 2.6.) De ellos se obtuvo un modelo
con el maximo numero de elementos farmacoféricos, asi como un modelo para
cada detrimento secuencial de elementos. Esto se realizd6 para determinar en
fases posteriores cuales o cual de estos elementos tiene la mayor contribucion al

momento de discriminar compuestos inactivos de activos.
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Figura 2.6. Farmacéforo obtenido utilizando el quimiotipo RNDWX con el esquema
PPCH_ALL. Las esferas verdes representan regiones hidrofébicas planas, mientras que la

esfera azul representa un aceptor de puente de hidrégeno.

Andlisis del modelo del farmacéforo

Todos los modelos generados en el paso anterior fueron utilizados como criterio
de busqueda en dos bases de datos distintas. La primera base de datos es la
biblioteca de inhibidores original de donde se seleccionaron los compuestos base
para la modelacion.' La segunda consta de 25 conférmeros de baja energia para
cada una de las moléculas presentes en la base de datos original. Esto es
necesario, ya que el modelo del farmacéforo toma en cuenta la disposicion
espacial de sus elementos para determinar si existe similitud con la el modo de
union del compuesto con el que se esta comparando. Es decir, pueden existir
conformaciones de compuestos activos que no sean identificados por el modelo al

no presentar un arreglo tridimensional adecuado.
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Los resultados obtenidos de las diferentes busquedas fueron catalogados
en cuatro grupos: falsos positivos, falsos negativos, negativos verdaderos vy
positivos verdaderos.

La proporcion existente entre estos resultados permitio obtener los
parametros de sensibilidad y selectividad de cada uno de los modelos propuestos.
Los valores de selectividad o especificidad dan cuenta de la capacidad del modelo
para distinguir compuestos activos en bases de datos, mientras que la sensibilidad
indica la capacidad del modelo para discriminar a compuestos inactivos o
negativos verdaderos. Es importante recordar que la diferenciacion entre activos e
inactivos depende del limite de actividad seleccionado (10uM en este trabajo), lo
cual a su vez se ve determinado por la distribucién de actividades de la base de

datos, el objetivo de la investigacién y los recursos disponibles.

Modelo Hits Activos PV FP FN NV Sensibilidad Selectividad Precision

SuU1Uni 0 0 0 0 314 251 0.00 1.00 0.00
SuU2uni 178 80 80 98 234 153 0.25 0.61 0.39
SuU3uni 191 90 90 101 224 150 0.29 0.60 0.40
SuU4Uni 181 89 89 92 225 159 0.28 0.63 0.37
SuU5Uni 310 184 184 126 130 125 0.59 0.50 0.50
Su6Uni 0 0 0 0 314 251 0.00 1.00 0.00
SU1AII 1 2 2 0 312 251 0.01 1.00 1.00
SU2AII 51 18 18 33 296 218 0.06 0.87 0.35
SU3AII 185 118 118 67 196 184 0.38 0.73 0.64
SU4AIl 2 2 2 0 312 251 0.01 1.00 1.00
SUSAII 21 9 9 12 305 239 0.03 0.95 0.43
SUGAII 15 2 2 13 312 238 0.01 0.95 0.13

Tabla. 2.1. Matriz de confusion. PV: positivos verdaderos, FP: falsos positivos, FN: falsos

negativos, NV: negativos verdaderos.

La combinacién de estos valores genera el llamado espacio ROC. Este espacio
esta dividido por una linea de 45° que delimita a aquellos modelos que tienen

mayor capacidad de discriminar moléculas activas respecto a una seleccion
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aleatoria. De esta manera, los modelos que se encuentran la parte superior seran
aquellos con mayor capacidad para distinguir a compuestos inactivos, mientras
que los que encuentran hacia valores situados a la derecha del espacio
presentaran mayor capacidad para identificar compuestos activos. Cualquier
modelo que caiga debajo de la diagonal que divide al espacio ROC tendra una

capacidad igual o menor respecto a una busqueda aleatoria.
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Figura. 2.7. Espacio ROC (Receiver Operating Characteristic).

En nuestro caso se decididé seleccionar a los modelos dentro del area
superior izquierda (mayor sensibilidad) de la Figura 2.8. Seguido de ello se realizé
una caracterizacion del tipo de compuesto (nucleosidico o no nucleosidico) asi
como el numero de analogos, favoreciendo a aquellos que identifican a la mayor

cantidad de compuestos con estructura no nucleosidica.
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El mejor de los modelos encontrados (mayor sensibilidad) fue realizado con
el esquema PPCH_AIl, con un radio maximo de 3 A y una cobertura de 50%. El
modelo fue extraido de la familia de compuestos con cédigo quimitipico RNDWX.
Debe mencionarse que con el esquema Uniffied ningun elemento farmacoférico
consenso fue identificado.

El modelo seleccionado consta de tres puntos farmacoféricos: una region
hidrofébica plana con un radio promedio de 1.8 A, un aceptor de puente de
hidrégeno y ligando metalico con radio promedio de 1.4 A, y otra region
hidrofébica plana con radio promedio de 2.6 A (Figura. 2.9.).

También se selecciond la hipotesis con la mejor selectividad, el cual fue
propuesto utilizando a la familia de compuestos con quimiotipo SU70D. El modelo
también fue realizado con el esquema PPCH_AIl con un radio maximo de 3 Ay
una cobertura del 50%. Este modelo consiste en cuatro puntos farmacoféricos:
una regién hidrofébica plana con radio promedio de 2.6 A, una region no planar de
radio promedio de 1.4 A y dos regiones de aceptores de puente de hidrogeno

planos con radio promedio de 1.3 A y 0.8 A respectivamente.

Aceptor de Puente de hidrégeno

Figura. 2.8. Farmacoforo obtenido utilizando el quimiotipo SU70D con el esquema
PPCH_ALL. La esfera verde claro representa una region hidrofébica plana, mientras que
las esferas azules representan aceptores de puente de hidrogeno y la esfera verde una

region hidrofdbica.
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Validacion externa
Recientemente el laboratorio del Dr. Massimo Bertinaria de la Universidad de
Torino en colaboracion con la Universidad Goethe prob6 una serie de analogos del
compuesto NSC137546, el cual fue originalmente detectado como inhibidor de
DNMT por medio un tamizado virtual de una base de datos molecular realizado en
el National Cancer Institute (NCI) de E.E.U.U.A. Este inhibidor fue propuesto como
un inhibidor reversible del sitio activo de DNMT1, presentando una selectividad
moderada contra DNMT1 frente a DNMT3B en una concentracion de 100pM.71

De los analogos sintetizados por el laboratorio del Dr. Massimo Bertinaria,
dos compuestos fueron encontrados con mayor actividad que NSC137546. En
particular, de los analogos sintetizados el compuesto referido como 22 (Figura
2.10.) fue identificado como el mas activo, presenta inhibicion de la metilacién de
DNA mediada por DNMT1 y DNMT3A en una concentraciéon dentro del intervalo
de concentracion de micro molar. También se caracterizé la inhibicién aislada de
DNMT1 y DNMT 3A por inmunoprecipitacion. Ademas el compuesto 22 presenta

estabilidad dentro de condiciones fisioldgicas en suero humano. "

Be HO, a HO cl 0
H H -
OH OH a 0
o [ HO

- 24 1
Figura 2.9. Compuesto 1, 22 y 24."

Basados en esta informacion se hizo la validacion externa de los dos modelos del
farmacoforo seleccionados en el espacio ROC para probar su capacidad de
reconocimiento y discriminacién de compuestos activos contra DNMT1 en un
conjunto de compuestos externo a la modelacion. Para realizarlo utilizamos una
base de datos que incluia analogos de NSC137546 (Figura 5.1.) reportados por el
Dr. Bertinaria. Fue grato encontrar que los modelos fueron capaces de identificar a
los analogos de NSC137546 asi como al propio NSC137546 y al compuesto 22.
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También se identifico al compuesto 24, el cual es un inhibidor de DNMT1 con una
actividad intermedia entre el compuesto 22 y NSC137546.

Estos resultados muestran de forma preliminar la capacidad de los modelos
como un criterio de busqueda suficientemente robusto para realizar campanas de
tamizado molecular en diferentes bases de datos moleculares para la
identificacion de inhibidores no nucleosidicos de DNMT1.

Tamizado preliminar basado en farmacoforo

Se realizaron dos busquedas basadas en los modelos seleccionados en los pasos
anteriores sobre dos bases de datos moleculares diferentes: una coleccion de
compuestos aprobados por la FDA de E.E.U.U.A. con 1490 compuestos obtenidos
del repositorio publico Drug Bank y una base de datos formada de tres colecciones
de compuestos anticancerigenos aprobados también por la FDA para su uso
clinico. Este conjunto de compuestos se encuentra disponible como platos para
tamizado de la Division of Cancer Treatment & Diagnosis of the National Cancer
Institute U.S.A. con los identificadores ID: AOD6_Plate4825, AODIV _Plate1y 2,y
ApprovedOncDrugs 5 PlateMap con 119, 114 'y 95 compuestos
respectivamente.”® En la Tabla 2.1. se puede revisar los resultados de la

busqueda sobre estas colecciones moleculares.

Base de datos RN_AIl Hits SU3_All Hits
AOD_Plate4825 72 34
AODIV_Plate1 and 2 52 28
ApprovedOncDrugs 5 PlateMap_AOD 67 33

Tabla 2.2. Resultados del tamizado basado en farmacdforo.

Para la busqueda realizada sobre el conjunto de compuestos oncolégicos se
identificaron moléculas como el Celecobix, Femara, Sprycel y Xallkori como
consenso para ambos modelos. En especial se puede decir que la cantidad de hits
encontrados por el modelo SU3_All refleja su selectividad frente al modelo RN_All.
Sin embargo no es evidente la relacidn estructural y espacial entre las moléculas

identificadas y el nucleo base en el que fueron basados. En contraste, las
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moléculas identificadas por el modelo RN_AIl muestran en muchos casos
relaciones estructurales claras con el quimiotipo de referencia. Esto puede
deberse a la novedad del sistema ciclico en el cual estan basados.

En cuanto a las moléculas identificadas sobre la base de datos de
compuestos aprobados, se pretende utilizarlas como punto de partida en
investigaciones que tengan como objetivo el reposicionamiento de farmacos.
Resumen de resultados
En este capitulo de la tesis se presenta el desarrollo de dos modelos del
farmacoforo para la identificacion de inhibidores de DNMT1 basado en la
caracterizacion inicial del espacio quimico. Dicha caracterizacion se realizd por
medio de tres métricas: propiedades fisicoquimicas y descriptores moleculares
(espacio de propiedades), métricas de similitud con huellas dactilares moleculares
y el contenido y analisis de nucleos base. Todo ello dentro de la base de datos
construida mediante la informacion recabada en bases de datos publicas y
literatura cientifica actual de inhibidores de DNMT1. Por medio de Ila
caracterizacion de los nucleos, su frecuencia y factor de enriquecimiento, se
seleccionaron a aquellos sistemas ciclicos con mejores caracteristicas (actividad y
estructura no nucleosidica) para ser punto de partida para la obtencién del modelo

farmacoférico.

Las familias de compuestos seleccionadas fueron sujetas a acoplamiento
molecular sobre el sitio activo y del cofactor en ausencia de SAM de una
estructura cristalina de DNMT1 en una posible conformaciéon activa como una
primera aproximacion para encontrar la conformacion activa de estos inhibidores.
De todas las moléculas seleccionadas y acopladas al receptor se seleccionaron a
aquellas con conformaciones razonables y mejores valores de score como punto

de partida para los pasos subsecuentes de la metodologia.

Para caracterizar el tipo de interaccion presente en los compuestos
seleccionados en el paso anterior, se calcularon los PLIF de cada una de estas

conformaciones.

La informacion de interaccion fue utilizada para generar modelos del

farmacoforo con diferente nimero de elementos. Los modelos se utilizaron como
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referencia para busquedas dentro de la base de datos original y en una base de
datos de conféormeros de los inhibidores de DNMT1, favoreciendo a aquellos que
identificaban hits no nucleosidicos y con alta diversidad. Estos modelos fueron
caracterizados y seleccionados por medio del espacio ROC calculado con un
limite de corte sobre la actividad de 10uM y posterior inspeccion visual de los

compuestos obtenidos.

El mejor modelo obtenido fue el RN_AIl que fue desarrollado bajo el
esquema PPCH_AIl con la familia de compuestos con quimiotipo RNDWX con un
radio de 3A y una cobertura del 50%. Este modelo consiste en tres elementos: una
regién hidrofébica plana con un radio promedio de 1.8 A, un aceptor de puente de
hidrogeno y ligando metalico con radio promedio de 1.4 A, y otra region

hidrofdbica plana con radio promedio de 2.6 A.

Como se demostrd, este modelo puede ser utilizado en investigaciones
posteriores como parte integral de metodologias de tamizado virtual o como
criterio de busqueda en campafas de scaffold hopping para la identificacion de
nuevos inhibidores de DNMT1 no nucleosidicos. Hasta donde sabemos, este es el
modelo de farmacéforo mas reciente basado en la caracterizacion del espacio

quimico de inhibidores de DNMT1 por medio de métodos quimioinformaticos.
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Capitulo 3. Identificacion de sitios de unién de DNMT1

Metodologia computacional

Esta metodologia tiene como objetivo facilitar la busqueda de hits
computacionales con potencial afinidad sobre sitios alternativos de DNMT1
relacionados con la flexibilidad de la proteina. La metodologia que se describe en
este capitulo busca resolver la baja selectividad y alta toxicidad presente en los
farmacos aprobados localizando sitios de union alternativos relacionados con la

respuesta bioldgica.
A)
Se determind el grado de conservacion de la secuencia de aminoacidos asi como

las diferencias de RMSD respecto a la estructura tridimensional PDB ID: 3PTA,

utilizando las estructuras contenidas en el PDB por medio de servidor Dali.*?

B)

Distintas metodologias computacionales fueron utilizadas para la identificacion de
sitios de unién. Por medio de AutoDock Ligand,*> SPACER™ y NMA PARS,* se
localizaron y caracterizaron cavidades con caracteristicas apropiadas para permitir

la interaccibn con moléculas pequefias. Los resultados consenso fueron

seleccionados para realizar estudios de tamizado virtual basado en estructura.

C)

Se realiz6 cribado virtual ciego con las bases de datos de inhibidores de DNMT1
con los programas AutoDock Vina® y AutoDock 423 |Los sitios consenso
identificados con ambos motores fueron seleccionados para realizar tamizado

virtual consenso dirigido.
D)

Por medio de un criterio de seleccién basado en agrupamiento (clustering) y en
valores de la funcién de puntuacién consenso se determinaron las moléculas hits.

Como segundo criterio de seleccion se identificaron a aquellas moléculas
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presentes en el mismo sitio de union al comparar los resultados de las dos

metodologias de acoplamiento molecular aplicadas. (Figura3.1)

Lt I
o B

-

Sitios conservados e impacto en flexibilidad

AD Ligand

Spacer-Allostery

Tamizado virtual consenso

Figura3.1. Diagrama de flujo para la campafa de tamizado virtual basado en estructura.

Resultados y Discusion
Andlisis estructural

Se analizé la estructura cristalografica de la enzima DNMT1 (PDB ID: 3PTA). Por
medio del servidor Dali se realizé la comparaciéon de la estructura tridimensional de
DNMT1 contra las estructuras reportadas en el PDB. Esta comparacién se hizo
con el proposito de encontrar proteinas similares que pudieran en principio ser
afectados por inhibidores conocidos de DNMT1. La comparacion de estructuras en
tres dimensiones se hace mas relevante cuando se encuentran valores de
conservacion de la secuencia menores al 40%, ya que cambios en la secuencia
pueden resultar en arreglos tridimensionales similares y por lo tanto a funciones

bioldgicas relacionadas.

De un grupo de 800 salidas se eligieron aquellas proteinas que presentaron
valores de RMSD menor a 2.0 A. Como segundo elemento de exclusién se

eligieron a las estructuras exclusivas de Homo sapiens. En la Tabla 3.1. se
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muestran los resultados después de aplicar los criterios de seleccion

mencionados.

Cddigo PDB  Proteina Funcién RMSD
3PTA DNMT1 Metilacion 0
4DA4 DNMT1 Metilacion 1.6
4HON DNMT2 Metilacion 29
4DOW Reconocimiento Reconocimiento de histona H4 en Lys20 2.2
1VIS DNMT Metilacion en Bacillus 2.7
2FVU Dom. SIR3/BAH Silenciamiento de transcripcién 2.7

Tabla 3.1. Cédigo de 4 letras, proteina, funcion y RMSD de las proteinas representativas

para cada familia en Angstroms.

Al mismo tiempo, es importante obtener informacion sobre la actividad bioldgica
reportada. Esta informacién puede sugerir interacciones entre los inhibidores del
blanco de interés y dianas que se encuentran relacionadas con el metabolismo de

farmacos, lo cual anticipa posibles efectos adversos.

Afortunadamente las diferencias estructurales entre DNMT1 y las
estructuras reportadas en el PDB son suficientemente grandes. Aunque esta
informacion no es concluyente aumenta las posibilidades de encontrar moléculas
que interacciones con sitios unicos de DNMT1. Esto cobra importancia si se toma
en cuenta la gran similitud entre el sitio catalitico y del cofactor de las diferentes

enzimas desmetilantes.
Identificacion de sitios de unién

Una vez determinada esta informacién se realizé una busqueda de sitios sobre la
estructura cristalografica de DNMT1 utilizando distintas metodologias

computacionales.

El programa computacional AutoLigand utiliza AutoGrid”®> para generar
mapas de afinidad por medio del barrido de atomos sonda (carbono, oxigeno e

hidrégeno) que recolectan la informacion de puntuacion para cada punto de la
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superficie de la proteina. A su vez, AutoLigand utiliza un algoritmo de relleno por
difusion el cual rastrea todos los puntos de la superficie que no son parte de la
estructura para determinar los volumenes que no se traslapan. Una vez
determinada la energia y volumen de los sitios encontrados selecciona a los que
presentan valores de menor energia y volumenes superiores a los 1000 A3. Este
procedimiento da como resultado una coleccion de posibles sitios de unién
caracterizados por regiones que sugieren la complementariedad con elementos
moleculares. En la Figura 3.2. se muestran los sitios identificados para DNMT1

incluido el sitio catalitico y el del cofactor.

Figura 3.2. Sitios de unién de DNMT1 encontrados por AutoLigand. En rojo interacciones

electrostaticas negativas, en blanco positivas y en otros colores hidrofébicas.

Otra de las metodologias utilizadas fue PARS (Protein Allosteric and Regulatory

76,77

Sites) desarrollada por Alejando Panjkovich y Xavier Daura el cual se

encuentra disponible en el sitio http://bioinf.uab.cat/cgi-bin/pars-cgi/pars.pl. A partir

de informacion de 91 proteinas con actividad alostérica, esta metodologia sostiene
que los métodos convencionales de busqueda de sitios de unién fallan en la
identificacion de sitios alostéricos ya que estos presentan formas planas respecto
a los sitios primarios de interaccién. Por este motivo el algoritmo PARS realiza una

caracterizacion de los sitios identificados de acuerdo a la conservacion estructural
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y sus efectos en la flexibilidad de la proteina. Esto se logra introduciendo atomos
de prueba (dummy) sobre los sitios identificados. La introduccion de atomos de
prueba también se puede hacer manualmente en caso de tener informacion sobre
sitios de unién introduciendo ligandos en la estructura de entrada. Paso seguido
se realiza un analisis de modos normales (NMA) de la forma holo y apo de la
proteina. Los resultados obtenidos se transforman a factor B de los cuales se
determina las diferencias entre las dos formas (holo y apo). A partir ellas se
calcula el valor p, el cual a valores menores a 0.05 indica la presencia de

perturbaciones grandes en la flexibilidad de la proteina.*>’’ (Figura3.3.)

RANK & FLEXIBILITY STRUCTURAL

SITE ID P-VALUE CONSERVATION
1. CAV_1_Z 0.00 33.30
2.ZIN_2_ A 0.03 0.00
3.CAV_3 Z 0.03 0.00
4. CAV 5 Z 0.63 50.00
5.ZN_1_A 0.30 0.00
6.ZN_3_A 0.08 0.00
7.IN_5_A 0.11 0.00
8.CAV_ 2 Z 0.21 0.00
9. CAV_6_Z 0.89 0.00
10. CAV_7_Z 0.29 0.00
11. CAV_ 8 Z 0.36 0.00

V

12. SAH_1601_A (CAT) 0.33 83.30
13. CAV_4_Z (CAT) 0.12 83.30

P<0.05
Figura 3.3.Sitios identificados por PARS. Violeta: sitio de cofactor, Azul: sitio activo,
Amarillo: sitios sin interés respecto a su grado de conservacion y relacién con la

flexibilidad, Rojo: sitios poco conservados y con gran influencia en la flexibilidad. "

Como se ha dicho esta metodologia favorece a aquellos sitios con valores p

bajos y un alto grado de conservacion. En efecto, este criterio determinaria sitios
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de union alostéricos potenciales, ya que una de sus caracteristicas es la
conservacion estructural de los elementos que llevan a cabo esta funcion. Sin
embargo, el enfoque de este trabajo es la identificacion de sitios que afecten la
flexibilidad de la proteina, lo cual no necesariamente se encuentra previsto
evolutivamente. Es decir, segun el criterio seguido se deben favorecer aquellos
sitios que tienen menor grado de conservacion y valores p bajos para garantizar la
selectividad y a su vez cambios en la flexibilidad que puedan dar como resultado

variaciones en la actividad biologica.

A partir de los resultados se determin6 que los sitios de mayor interés son
los nombrados CAV_1 Zy CAV_3 Z (en adelante nombrados 1Z y 3Z). Como se
observa en la Figura 3.4. estos sitios tienen un gran efecto en la flexibilidad
(valores de p bajos) y un nivel de conservacion bajo, lo cual los convierte en

excelentes candidatos para el desarrollo de moléculas selectivas contra DNMT1.
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Figura 3.4. Traduccion de NMA a factor B para cada uno de los sitios identificados por

PARS."®
A la par de este andlisis se utilizé el servidor SPACER (Server for Predicting

Allosteric Communication and Effects of Regulation)’® el cual permite analizar
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posibles sitios de unidn y determinar la existencia de comunicacion estructural
entre ellos. La metodologia se basa en la aseveracion de que cada proteina tiene
un numero determinado de grados de libertad que son capaces de describir las
fluctuaciones conformacionales alrededor de la conformacion nativa de la misma.
De esta manera los movimientos que se dan sobre algun de estos grados de
libertad deben estar interrelacionados con movimientos en otras zonas de la
proteina. Se dice que existira acoplamiento molecular en caso de que el efecto de
la unién de un ligando sobre un sitio de la estructura modifique la afinidad de un

segundo ligando en otra region de la estructura.”™

Los resultados obtenidos para este analisis demuestran la existencia de un
sitio de unién en la misma region donde AutoLigand y PARS lo identifican (sitio 1Z)
mientras que el sitio 3Z no es reconocido. En la Figura 3.5. se muestra un modelo
de la enzima con el sitio identificado. Este sitio (en color verde), aun cuando no
tiene valores de correlacion altos, se encuentra acoplado con el sitio del cofactor
SAM (en color naranja). Este hecho aumenta las posibilidades de encontrar
ligandos especificos para el sitio 1Z que tengan como resultado Ila
desestabilizacion de la estructura funcional de la proteina y por lo tanto en su

repuesta bioldgica.

Figura 3.5. Matriz de conectividad entre sitios identificados (rojo mayor interaccion, azul
menor) y el correspondiente modelo de DNMT1 donde se muestra los sitios interactuantes
de DNMT1 SPACER.”
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Tamizado molecular

Como siguiente paso en la identificacion de sitios de unidon se utilizoé la base de
datos de inhibidores de DNMT1 como coleccion para realizar tamizado virtual
basado en acoplamiento molecular utilizando AutoDock 4.2%? y AutoDock Vina.>®
Como primer acercamiento se realizdé el acoplamiento en serie sin favorecer
ningun de los sitios antes identificados (tamizado virtual ciego). Esto se realizo
para determinar si algunas de las moléculas presentes en la base de datos tienen
una afinidad por alguno de los sitios identificados frente al sitio del catalitico o del

cofactor.

En la Figura 3.6. se muestra que algunas moléculas presentan afinidad

tanto para 1Z como para 3Z utilizando ambas metodologias de acoplamiento

molecular.

Figura 3.6. Tamizado virtual ciego visualizado mediante pymol académico.

Dichas moléculas fueron posteriormente seleccionadas para realizar tamizado
virtual enfocado en los dos sitios de interés por medio de la combinacién de

ambas metodologias.
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DNMT1i DB

N=565
Docking Ciego Vina Docking Ciego AD4
3Z N=384 17 n=21 37 N=52 17 N=96
Vina| | AD4| | Vina AD4 Vina| |AD4 || Vina| |AD4
Consenso Consenso
clustering clustering
1Z (IV,N=22 ) (111, N=17) s s 17 (IV,N=37 ) (111, N=13)
3Z (IV,N=8) (Ill,N=4) = 3Z (IV,N=17) (I1,N=8)
HITS

1Z (IV,N=22 ) (11, N=17)
3Z ( IV,N=8) (11I,N=4)

Figura 3.7. Metodologia del tamizado virtual. Vina: AutoDock Vina, AD4: AutoDock 4.2,
HITS: candidatos, consenso clustering: agrupamiento consenso, |, Il, lll, IV: regiones del

plano de agrupamiento y score consenso.

La Figura 3.7. muestra 84 moléculas fueron identificadas para el sitio 3Z y 21
moléculas para el sitio 1Z utilizando el motor AutoDock Vina. Mientras que se
obtienen 52 moléculas y 96 moléculas para cada sitio utilizando AutoDock 4.2.
Cada grupo de moléculas fue acoplado utilizando ambos motores dentro del sitio
donde se demostré afinidad previamente. Los resultados fueron analizados
utilizando dos métricas: el promedio de los valores absolutos de la funcién de
puntuacion y el agrupamiento de las conformaciones de acuerdo a su RMSD, ver
Figura3.8.
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Figura 3.8. Graficos de resultados del tamizado. Resultados obtenidos a partir de A: Vina

ciego, B: AutoDock4.2 ciego, C: Vina ciego, D: AutoDock4.2 ciego.
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Estos gréaficos fueron divididos en cuatro regiones utilizando la mediana de las
distribuciones formadas por ambas variables. La region | contiene moléculas con
valores bajos de puntuacion y con altos valores agrupamiento, lo que hace
referencia a moléculas con pocos grados de libertad y pequefio tamafo, mientras
que la region Il contiene moléculas que presentan valores bajos de afinidad y
agrupamiento por lo que no presentan interés. La region IV contiene a moléculas
con un alto valor de puntuacion y niveles bajos de agrupamiento, lo que
normalmente esta asociado a moléculas con gran numero de grados de libertad y
alto peso molecular, lo que resulta en posibles artefactos al aumentar el numero
de posibles interacciones. Por ultimo, la regién lll contiene a las moléculas de
mayor interés al presentar valores altos para ambas variables. El numero de hits

para cada una de las regiones puede ser consultado en la Figura 3.7.

Se realizé un analisis visual de las estructuras que se encontraban dentro
de la region Il y IV para identificar como hits a aquellas presentes en ambas

ramas de la metodologia. Ver Figura 3.9.

Para el sitio 1Z se encontraron 41 hits de los cuales cinco se repiten para ambas

ramas de la metodologia.

83



45 100.0%)
J ? 7 o : B
| 9o AD = 1S :
- 3 & G AARO O
W 1o T 3.1
N @ e ok o e
N i
JH
®Ghos0 @ GinG1491
0 @GuSEs @ PheG14%2
e r o '
) e y £ ) @ L3675 @ AsnGlass
o N (Y ¥ ® Agss @ ThG1494 — I
o o om oAy | on G Pro G Am T > o r
W GLISIC! NGO GLI03GI0  GIids  Giive

L AgF1424 @ TrpG1498

@ ProG1487 @ CysG1499

H-bond acceptor

Hydrophobic centroid

Figura 3.9 Hits consenso, frecuencia de interacciones segun PLIF, mapa de

potencial molecular y modelo del farmacoforo obtenido para el sitio 1Z.

Como se puede observar en la Figura 3.9. todos ellos contienen un nucleo base
comun, una base pirimidinica con una insaturacién exociclica con alto caracter
aromatico dado el sistema conjugado. Todo ello hace al carbono insaturado de la
doble ligadura exociclica un excelente aceptor 1-4 de Michael, por lo que este
grupo de inhibidores probablemente deban su actividad a la adicion inespecifica
de nucledfilos en dicha posicion. Se puede pensar que esta doble ligadura fue
integrada al disefio de estos inhibidores para fijar la posicidén relativa de los dos
anillos que forman al nucleo base. Sin embargo, para evitar la alta reactividad de
esta posicion podrian proponerse otras modificaciones estructurales que

cumplieran este propdsito como parte de una campana de optimizacion.

En la Figura 3.9. se puede observar el campo molecular obtenido con atomos
sonda implementados en el programa MOE. En azul se representa la superficie de
la proteina que se encuentra expuesta directamente al disolvente, las regiones en
color amarillo representan zonas de caracter hidrofébico, mientras que las

regiones en color rojo son de caracter electrofilico. Si se observan los elementos
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presentes en el modelo del farmacéforo basado en PLIF que se muestra en la
Figura 3.9. todas las regiones que aparecen en el campo molecular coinciden con
los elementos de este modelo (Phe1492, Trp1498, GIn660, Glu663). Se preveé que
el extremo de los inhibidores que se encuentra expuesto al disolvente no jugara un
papel de aceptor de puente de hidrogeno como muestra el modelo farmacofdérico,
ya que es mas probable que se encuentre rodeado por moléculas del disolvente.
Ademas de todo esto es importante subrayar que el sitio de unién 1Z se encuentra
dentro de la estructura del asa de reconocimiento de DNA, lo cual esta

directamente relacionado con la forma inactiva y activa de la enzima.®®

Por el otro lado, para el sitio 3Z no se encuentran hits consenso o nucleos
base frecuentes. Una de las caracteristicas de los inhibidores que presentaron
afinidad por este sitio es la presencia de un gran numero de anillos aromaticos y
regiones hidrofdbicas, lo cual tiene congruencia con el caracter hidrofébico de este
sitio. Sin embargo, el sitio 3Z se encuentra en una regién plana de la proteina que
se encuentra totalmente expuesta al disolvente. Estas caracteristicas no permiten
observar interacciones especificas entre los hits y el sitio de unién y por lo tanto no
fue posible proponer un modelo del farmacdéforo o algun tipo de estrategia para

desarrollar inhibidores dirigidos a 3Z.

Resumen de resultados

Aplicando la metodologia planteada en este trabajo sobre la estructura cristalina
de DNMT1 fue posible la identificacion de los sitios consenso 1Z y 3Z, los cuales
estan potencialmente relacionados con la flexibilidad de la proteina. Tanto la
informacion estructural de estos sitios, como la informacién relacionada con los
hits identificados, posibilitan el uso de una gran variedad de herramientas
computacionales y experimentales para guiar la busqueda y/o optimizacién de
inhibidores de DNMT1.

La informacion estérica y electronica de los sitios permite el uso de
farmacoforo basado en estructura, el uso de fragmentos moleculares, o la

aplicacion PLIF. Por su parte, la informaciéon estructural de los hits consenso
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puede ser un punto de partida en campafnas de tamizado basado en similitud asi
como en modelacién del farmacéforo basado en el ligante. Estos resultados
también permiten generar modelos QSAR u otras técnicas de aprendizaje
estadistico para la seleccion de compuestos selectivos contra esta diana, ademas
de proponer mecanismos de reaccidon razonables para esta coleccion de

inhibidores.

Los resultados obtenidos demuestran el potencial de la metodologia
planteada como herramienta para la determinacion sitios de union alternativos
relacionados con la flexibilidad de dianas de interés farmacéutico para la

identificacion y caracterizaciéon molecular de inhibidores selectivos.
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Capitulo 4. Huellas digitales de bases de datos moleculares

(Database Fingerprints, DFP)

Metodologia computacional

A)

Seleccion de bases de datos con diferentes grados de diversidad molecular. Para
este problema se considerd la construccién de una base de datos formada de
cadenas de 166 digitos binarios, emulando las caracteristicas de MACCS keys. De
Ello se obtuvo a partir del ruido atmosférico, es decir, de forma estrictamente
aleatoria. El siguiente paso constdé de la obtencidon de informacion referente a
compuestos con un quimiotipo en comun, en este proyecto el nucleo base elegido
fue el bencimidazol. También se realizé el proceso de curado para los siguientes
conjuntos de compuestos, los cuales presentan valores de diversidad molecular
intermedios respecto a los dos bases de datos mencionadas anteriormente:
biblioteca de inhibidores enfocada a dianas epigenéticas, base de datos interna de
inhibidores de DNMT1, compuestos en fase clinica, conjunto de inhibidores para
pruebas de tamizado, productos naturales, semi-sintéticos, moléculas probadas
para uso clinico, moléculas GRAS (Generally Recognized as Safe) y una base de
compuestos generados computacionalmente siguiendo la reglas de valencia y con

un numero igual o0 menor a trece atomos.

B)

Para cada una de estas bases se calcularon los MACCS keys *° por medio del
conjunto de scripts de Perl contenidos en MayaChem Tools.*? A través del indice
de Tanimoto?® se determind la inter e intra similitud molecular promedio de cada
una de las bases de datos, la entropia de Shannon total y la distancia de bloque
(city block distances).®

C)

Para cada una de las matrices formadas por MACCS keys se calcularon la

frecuencia y probabilidad por posicién binaria. A estos valores se les aplico dos
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lineas de corte diferentes. La primera consta de la media mas una desviacion
estandar de la base de datos de interés, mientras que la segunda es la media de
la probabilidad para la distribucion homogénea obtenida a través del ruido

atmosférico.

D)

Las representaciones moleculares asi obtenidas fueron comparadas con los
valores de distancia de bloque. De acuerdo al comportamiento de dichos valores

se selecciond la linea de corte para realizar los pasos posteriores de la
metodologia.

E)

Una vez determinado el proceso a seguir para la construccion del DFP, se
programo, con el lenguaje interpretado Python 3.5, el método para automatizar la
obtencion de las huellas digitales DFP. Este programa también incluye la
posibilidad de comparar bases de datos con el DFP calculado, utilizando el indice

de Tanimoto para realizar tamizado virtual y comparacion de base de datos por
medio de la visualizacion de los resultados en mapas de calor.

F)

Prueba preliminar de DFP como criterio para realizar tamizado molecular para la
identificacion inhibidores selectivos o polifarmarcos. En este caso se eligieron a las
siguientes bases de datos: inhibidores de enzima convertidora de angiotensina
(ACE), ACE decoys, inhibidores del receptor opioide mu (MOR), inhibidores de
MAQO, sulfotransferasa humana (SULTS), inhibidores de P450, y receptor X de
pregnano (PXR). Las ultimas, pertenecientes a los llamados anti-targets, con el
propoésito de identificar compuestos con mayor probabilidad de producir efectos
adversos. Para cada biblioteca se calculé el DFP correspondiente para luego ser
comparado con cada uno de los compuestos contenidos en una base de datos de
compuestos aceptados para uso clinico. Los resultados de dicha comparacion
fueron expresados como mapas de calor de similitud. Todo el procedimiento fue

automatizado dentro de un script antes mencionado.
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Resultados y discusion

El primer paso de exploracion del concepto DFP se basoé en la seleccion de una
serie de bases de datos que contemplaran una gran variedad de caracteristicas
generales como la diversidad molecular. Para poder cuantificar esta caracteristica
se decidié hacer uso de dos métricas diferentes: entropia de Shannon y similitud
media, obtenida por medio de representaciones moleculares binarias e indice de
Tanimoto. Ambas métricas han sido utilizadas para este propdsito en

investigaciones anteriores a este trabajo.""

Las siguiente coleccion de bases de datos publicas (Tabla 4.1.) fue elegida
a raiz de sus diferentes valores de diversidad molecular: coleccion de compuestos
con nucleo base unico, bencimidazoles,81 biblioteca de inhibidores enfocada a
dianas epigenéticas (Selleck),®? base de datos interna de inhibidores de DNMT1, "

compuestos en fase clinica,®® conjunto de inhibidores para pruebas de tamizado,®

® compuestos semi-sintéticos,®®

productos naturales,? moléculas aprobadas para
uso clinico,®” moléculas GRAS (Generally Recognized As Safe)®® y una base de
compuestos generados computacionalmente siguiendo la reglas de valencia y con

un nimero igual a trece atomos (GDB13).%°
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Base de Tipo/fuente Tamafno Media MACCS ES®

datos keys/Tanimoto

Bencimidazol Laboratorio 122 Farmacia 92 0.61 32.37

Epigenética Comercial 113 0.45 49.36

DNMT1 DIFACQUIM 566 0.46 48.72

Clinica Base de dianas terapéuticas 837 0.43 52.83

Tamizado Comercial (website) 1100 0.43 51.91

Productos PNat 1498 0.64 33.71

Naturales

Semi- Relacionados con PNat 1498 0.60 29.19

sintéticos

Farmacos Aprobados para uso clinico 1490 0.37 54.20
http://www.drugbank.ca

GRAS Aprobados para industria de 1500 0.38 31.40
alimentos

GDB13 http://gdb.unibe.ch/downloads/ 1500 0.44 49.04

Tabla 4.1. Caracteristicas generales de las bases de datos estudiadas, ES®: entropia de

Shannon.

La hipotesis seguida para seleccion de los conjuntos moleculares es la
seleccion de un grupo de bases de datos que abarquen una gran gama de valores

de diversidad.

Dicho ello, se espera que la base de bencimidazoles sea la de menor
diversidad molecular al contener un nucleo base unico. Seguida de ella lo valores

aumentaran respecto al numero y naturaleza de los compuestos contenidos en las
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bases de datos seleccionadas. Por ejemplo, la base de datos enfocada a
inhibidores de DNMT1 podria ocupar la siguiente posicion dentro del orden relativo
a la diversidad de conjunto de librerias, esto por supuesto, siguiendo la regla que
postula que compuestos similares deben presentar actividades similares.
Siguiendo esta légica se puede prever que el orden creciente de diversidad
molecular para las bases estudiadas es el siguiente: biblioteca de inhibidores
enfocada a dianas epigenéticas, moléculas aprobadas para uso clinico,
compuestos en fase clinica, conjunto de inhibidores para pruebas de tamizado,
compuestos semi-sintéticos, productos naturales, moléculas GRAS y GDB13. Aqui
el contenido de informacion de GDB13 sdlo estaria limitado por la redundancia
informacional generada por las reglas de valencia y por supuesto, por el numero

de atomos que componen a sus moléculas.

Para poder afirmar que GDB13 puede representar un limite superior seria
necesario contar con moléculas dentro de un intervalo de tamafios mucho mayor.
Por esta razon, se propuso la construccion de una base de datos formada
unicamente por cadenas de 166 digitos binarios generados de forma aleatoria.
Para evitar los posibles sesgos de los algoritmos semi-aleatorios se recurrio al
servidor accesible en random.org,® el cual cuenta con distintos generadores de
numeros aleatorios basados en ruido atmosférico. Esta base de datos, aun cuando
no necesariamente contiene cadenas binarias validas, presenta una distribucion
aleatoria homogénea. Esto permite afirmar que contiene el maximo grado de
entropia informacional posible, es decir, no contienen redundancias, patrones
definidos o informacién, ya que el ruido predomina. Esta caracteristica es de gran
utilidad, ya que permitié plantear la existencia de un limite superior en cuento a

diversidad o entropia se refiere.

Una vez planteadas la barreras conceptuales del sistema se calcularon
MACCS keys para cada uno de los compuestos seleccionados. A partir de ellas se
construyo la matriz de fingerprints para cada base de datos. Para cada columna,
que corresponde una posicion binaria determinada para el total de compuestos, se

calculd la frecuencia de cifras binarias iguales a uno, que representa la presencia
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de algun elemento definido en el diccionario previsto dentro del disefio de MACCS

keys.

A partir de los valores de frecuencia es trivial calcular la probabilidad
asociada a cada una de estas posiciones si se divide la frecuencia contra el
numero de compuestos totales de una base de datos en particular. En este punto,
se encuentra el paso importante para la construccion del DFP. Ya que se cuenta
con los valores de probabilidad media de los fingerprints contenidos en la base de
datos aleatoria (probabilidad media=0.55) es posible plantear que cualquier valor
que se encuentre por debajo de dicha cota es producto de algun fendmeno
relacionado con el azar y por lo tanto su contenido informacional no es relevante
para describir al conjunto de compuestos contenidos en la base de datos

correspondiente.

Para contrastar este ultimo punto se planted el uso de otra linea de corte
basada en la probabilidad media y desviacion estandar interna. Esta métrica es
usada en el tratamiento se sefales digitales como un filtro del ruido asociado a la

trasmision y componentes del conjunto emisor-receptor. °'

Este procedimiento dio como resultado dos cadenas de 166 digitos binarios
para cada base de datos. Para obtenerlas se generd el siguiente criterio de
seleccion: si el valor de la probabilidad media de una posicién dada estaba por
encima del valor elegido como limite de corte, se asigno el valor de uno a dicha
posicion dentro de una nueva cadena de digitos binarios. Para el caso contrario, el

valor era menor al limite de corte, se asigno cero.
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Figura 4.1. A) Representacion esquematica de representaciones moleculares 2D basadas

en diccionario. B) Representacion esquematica de DFP.

Ambas representaciones binarias fueron comparadas respecto a los valores
de similitud media interna (MACCS keys/Tanimoto) y al valor de distancia de
bloque de la comparacién pareada. Estos resultados también fueron contrastados
con la relacion que guardan los valores de entropia y similitud media. Esto es, el
comportamiento de la bases de datos dentro del plano formada por ambas

variables.

Afortunadamente se encontré que los valores obtenidos por las métricas

tradicionales y DFP son linealmente comparables. Esto muestra la capacidad de

93



DFP para ser utilizado como una métrica para la descripcion del espacio quimico.
Esto sin obviar que es necesario realizar pruebas de validacidon mas exhaustivas
utilizando mayor numero de datos. Una vez seguros de la validez del método se
procedid a la escritura de un script basado en el lenguaje de programacion Python
3.5% para automatizar el calculo de la representacion molecular de bases de datos

para cualquier conjunto de compuestos (Cddigo disponible en Anexo).

Ya que los resultados hasta este punto fueron satisfactorios, el paso natural
fue probar la metodologia para realizar estudios de tamizado molecular. En dicho
sentido, este método permite comparar el patron general de una coleccién de
compuestos con otras bibliotecas de interés por medio de una unica cadena de

elementos binarios.

Para probar dicha hipdtesis, se eligieron una serie de colecciones
enfocadas a dianas de relevancia clinica (inhibidores de enzima combatidora de
angiotensina (ACE), ACE decoys, inhibidores del receptor opioide mu (MOR),
inhibidores de MAO, sulfotransferasa humana (SULTS), inhibidores de P450, y
receptor X de pregnano (PXR)® para ser comparadas con una base de datos de
compuestos aprobados para uso clinico. Dicho conjunto incluye colecciones de
inhibidores de dianas relacionadas con el metabolismo de farmacos, como es el
caso de P450. Esto ultimo con el objetivo de identificar compuestos presentes en
bases de datos de dianas interés clinico que puedan interferir simultaneamente
con los llamados anti-targets, lo cual puede estar asociado con una mayor
probabilidad de producir efectos no deseados. Sobra decir que se espera utilizar
este tipo de comparaciones para identificar moléculas con posible actividad

polifarmacolégica.

Se utilizaron mapas de calor como método de visualizacion de resultados
para facilitar el analisis de resultados y la seleccion de moléculas prometedoras o
no deseadas. Nuevamente, esto se automatizé dentro de un script escrito en el
lenguaje Python 3.5 que es capaz de calcular el DFP de la base o bases de
interés para ser comparadas con los MAACs keys de alguna biblioteca de interés.
Los mapas de calor pueden ser modificados segun el numero de bibliotecas
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elegidas dentro de una escala de color que comprende el intervalo de similitud

unitario. (Codigo disponible en Anexo)

FP CE comparizen B
|
o
““ I“ II I o
anetl

Figura 4.2. Ejemplo de un mapa de calor obtenido. Base de datos de inhibidores de
DNMT1.

-

L]

El proceso de tamizado debe ser sujeto a un estudio exhaustivo de validacion.
Para ello, se inici6 el estudio de tamizado de bases de datos que contienen
compuestos reconocidos como activos y 36 de sus sefiuelos.** Este procedimiento
de validacion sera continuado en trabajos posteriores a la presentacion de este

trabajo.
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Figura 4.3. Diagrama de flujo de la metodologia.

Distribucion de fingerprints binarios

La Figura 4.4. muestra la distribucion de probabilidades los MACCS keys para las
diferentes bases de datos estudiadas en este trabajo. Los valores
correspondientes a la entropia de Shannon y la similitud media MACCS
keys/Tanimoto de cada uno de los conjuntos se reportan en la Tabla 4.2. Tanto la
tabla como la Figura 4.5. muestran que los valores de entropia de Shannon como
la similitud media difieren para cada una de las librerias. Esto también puede ser
observado de forma visual mediante el patrén generado por las redundancias

presentes en cada una de las distribuciones de probabilidad.
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Figura4.4. Distribuciones de probabilidad para algunas de las bibliotecas moleculares

estudiadas.

Base datos Tipo / fuente N Media ES?

Bencimidazoles Laboratorio 122 Farmacia 92 0.61 32.37

Epigenética Comercial 113 045 49.36

enfocada

DNMT1 DIFACQUIM 566 0.46 48.72

Clinica Base de dianas terapéuticas 837 043 52.83

Tamizado general Comercial (website) 1100 043 5191

Productos PNat 1498 0.64 33.71

Naturales (PNat)

Semi-sintéticos Relacionados con PNat 1498 0.60 29.19

Farmacos Aprobados para uso clinico 1490 0.37 54.20
http://www.drugbank.ca

GRAS Aprobados  para industria de 1500 0.38 31.40
alimentos

GDB13 http://gdb.unibe.ch/downloads/ 1500 0.44 49.04

ES®: Entropia de Shannon
Tabla 4.2. Valores de ES y SM.
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La Tabla. 4.2. muestra la relacién existente entre los valores de similitud MACCS
keys/Tanimoto y la entropia de Shannon. Se observa que valores de entropia altos
estan asociados con una intra-diversidad alta o baja similitud, mientras que los
valores de entropia bajos se relacionan con una baja diversidad o alta similitud
media. Es decir, a valores altos de entropia en menos probable encontrar dos
compuestos con secuencias binarias iguales. Esto también se aplica elemento a
elemento, entre mayor es el valor entropico, menor es el numero de redundancias
y por lo tanto menor el numero de elementos compartidos. Ya que esto es asi, no
es de sorprender que la similitud de Tanimoto, que esta basada en el numero de
unidades compartidas, siga una proporcion directa con la entropia de Shannon.
Una excepcion encontrada en el conjunto de bases fue el caso de GRAS. Esta
presenta una entropia relativamente baja pero una gran diversidad segun el indice
de Tanimoto. Esto puede ser interpretado tomando en cuenta que el indice de
Tanimoto no solo utiliza el numero de redundancias como factor de comparacion,
ademas de ello, sopesa la cantidad de elementos no compartidos, unicos, de cada
una de las representaciones. A diferencia del indice de Tanimoto, la entropia de
Shannon sélo se ve modificada por el patron general de redundancias presentes

en el conjunto de compuestos.

Otra de las bases de datos que se distinguen por sus caracteristicas unicas
es la generada de forma aleatoria. Como era de esperarse, la entropia de esta
base de datos es mayor que la del resto del conjunto, dado que cada una de las
posiciones binarias tienen la misma probabilidad de presentar cualquiera de los
dos valores posibles, lo que se expresa directamente en la media de
probabilidades (0.5).

La Figura 4.5. muestra la distribucién de las diferentes bases de datos en el

plano de entropia contra similitud media.
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Figura 4.5. Plano de entropia de Shannon contra similitud media.

Como se puede observar, las bases de datos se agrupan en regiones (clusters)
sin tomar en cuenta a las dos excepciones antes mencionadas. De alguna manera
dichas bases de datos se encuentran organizadas respecto a la naturaleza de sus
compuestos. En el grupo mas poblado, todas las bases de datos, con excepcién
de GDB13, estan relacionadas implicitamente al contener moléculas bioactivas en
distintos estadios de desarrollo clinico (compuestos aprobados para uso clinico,
compuestos en fase clinica, coleccidon para tamizado molecular, inhibidores
epigenéticos e inhibidores de DNMT1). Mientras que el grupo con menor poblacién
incluye compuestos que se encuentran presentes en organismos vivos. Esto
sugiere que la entropia de Shannon obtenida a partir de las redundancias
presentes en conjuntos MACCS keys pueden ser utilizado como un criterio
complementario (aunado con diversidad de nucleos base, diversidad de
fingerprints, etc.), para caracterizar la diversidad de un grupo de bases de datos o

como un método de visualizacion de la “topografia® del espacio quimico en una
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nivel de abstraccion mayor (meta espacio quimico) a la comunmente estudiada

(espacio quimico molecular).

El concepto de entropia de Shannon, originado en la teoria informacional
para medir el contenido de informacion en un mensaje, ha sido utilizado
anteriormente dentro de la quimioinformatica como una métrica de diversidad
estructural basada en el contenido de nucleos base, como pilar conceptual para la
generacion de fingerprints moleculares y recientemente como una herramienta
indirecta para enriquecer bases de datos por medio de tamizado molecular. En
especial, Wang et al. establecieron que la diferencia de entropia de una base de
datos enfocada antes y después de la inclusion de nuevas moléculas puede ser
utilizada como criterio para seleccionar compuestos similares a los contenidos en

dicho conjunto.®
DFP

Como ya se menciond, se calcularon los MACCs keys de 166 unidades binarias
para cada una de las bases de datos seleccionadas. Sobre la distribucion de
probabilidades obtenida para cada uno de los conjuntos se aplicaron dos métricas
de corte diferentes: la media de la distribucion de probabilidades de la base de
datos generada aleatoriamente, y una que depende de la base de datos estudiada
con un valor variable correspondiente al valor de su media mas una distribucion

estandar.

Resultado de estas métricas de corte fue la generacion de dos DFP’s
diferentes para cada una de las bases estudiadas. Para verificar la capacidad de
representacion de ambas metodologias se realiz6 una comparacién pareada de
los valores de distancia de bloque con los valores del indice de Tanimoto aplicado
a los DFP’s. En la Figura 4.6. se muestra la relacion lineal que existe entre estos
dos valores para las dos metodologias propuestas. Para obtener relaciones dentro
de la unidad, se realizé una normalizacion y se obtuvo el inverso de los valores de

distancia de bloque.
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Grafico A: BD vs MACCS P Media + Desviacion estandar
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Grafico B: BD vs MACCS P Media de distribucion aleatoria
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Figura 4.6. Relaciones lineales entre DFP y BD inverso para las dos métricas de corte.

La Figura 4.6. muestra que la primera métrica de corte (valor de la media de la
distribucion aleatoria, grafica B) resulta en una mejor relacion lineal con los valores

de distancia de bloque. La Tabla 4.3. muestran los valores de DFP/Tanimoto y
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distancia de bloque para cada comparacion pareada. Estos resultados estan de
acuerdo con publicaciones anteriores’®®' donde se demuestra que existe una
distancia pequefa entre los compuestos aprobados y en fase clinica. De la misma
manera, se presenta pequefas distancias entre los inhibidores epigenéticos y los
compuestos para tamizado molecular. De hecho, se puede esperar que estos
compuestos compartan regiones amplias del espacio quimico cuando son
representadas con MACCS keys, que en este caso, es la representacion binaria

elegida para obtener a DFP. 19

Para la base de datos aleatoria se obtuvieron las distancias mas grandes.
También GRAS presenta este comportamiento, lo que es consistente con otros
trabajos que demuestran que estos compuestos son disimilares a los moléculas

contenidas en bases de datos comunmente utilizadas en el descubrimiento de

farmacos.

Aleatoria 0

GDB13 54 0

DNMT1 519 27 O

GRAS 67 27 42 0

PNat 63 39 24 48 O

SS 65 32 34 22 43 O

Benci 64 35 33 43 32 46 O

TG 49 23 12 37 24 32 31 O
Aprobados 49 19 17 30 29 27 33 10 O
Clinica 47 23 13 38 25 32 32 4 9 0
Epi 50 26 12 42 24 37 32 8 15 9 0

Tabla 4.3. Matriz de valores de BD.
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De acuerdo a estos resultados, se puede afirmar que DFP es una representacion
razonable para ser utilizada como un descriptor del espacio quimico al ser capaz
contener el patron general de una base de datos molecular. Estos resultados
deben ser ampliados para definir los limites de esta metodologia de
representacion molecular. Se puede prever que DFP puede ser un método 6ptimo
para enriquecimiento de bases de datos enfocadas con un tamafo y diversidad
media, ya que para el caso de conjuntos con alta diversidad, el numero de
redundancias sera muy bajo y por lo tanto no existira un patron yacente. Esta
limitante también puede verse como una ventaja en el caso del disefio bases de
datos diversas para tamizado de alta y medio rendimiento, ya que indicara la
presencia de conjuntos moleculares donde sus componentes no guardan relacion

estructural.
Tamizado virtual

Como se menciona en la seccion anterior, uno de los objetivos de DFP es su
implementacion en tamizado virtual. Para avanzar hacia esta direccion, se realizo
un script en lenguaje Python 3.5 que es capaz de calcular de forma automatica los
valores de entropia, similitud media de MACCs keys/Tanimoto y DFP para
cualquier conjunto molecular seleccionado. El script se ilustra en la en el Anexo.
Ademas de ello, tienen la posibilidad de comparar un numero n de DFP’s con un
conjunto molecular de interés. Los resultados del este tamizado virtual son
arrojados como mapas de calor que utilizan escalas de color para indicar el grado
de similitud entre el patron general de un conjunto dado y los compuestos de la

base de datos a comparar.

Este script fue aplicado a las siguientes bases de datos: inhibidores de
enzima convertidora de angiotensina (ACE), ACE decoys, inhibidores del receptor
opioide p (MOR), inhibidores de P450, inhibidores de MAO, sulfotransferasa
humana (SULTS) y receptor X de pregnano (PXR). Sus correspondientes DFP’s
se compararon con un conjunto de aproximadamente 1500 compuestos
aprobados para uso clinico (FDA). Se incluyeron anti-targets con el propésito de
corroborar la posible interaccién de estos compuestos con enzimas relacionadas

con el metabolismo de degradaciéon de farmacos. Estos mapas presentan la
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ventaja de localizar compuestos con actividad polifarmacolégico. Para todas las
dianas farmacoldgicas se localizaron compuestos activos. Dentro de los primeros
20 lugares: ACE (3 compuestos activos), ACE decoys (7 compuestos activos),
MOR (8 compuestos activos) y MAO (un compuesto activo). La diferencia
encontrada entre ACE y ACE decoys es seguramente debida al aumento de
redundancias gracias a las moléculas sefuelo, la cuales son moléculas muy
similares pero sin actividad prevista. En la Figura 4.9. se muestran los resultados

tamizado virtual en forma de mapas de calor.

FFP_Di comparison
Ha

FDA vs
0. PXR, 1.SULTS,2.P450,3.MAO,4.MOR, 5.ACE,6.ACED,7.FDA2

oo

Figura 4.7. Mapa de calor de ACE, ACE decoys, MOR y MAO.

Estos resultados se muestran como una ejemplificacion de las posibles
aplicaciones que tiene el método desarrollado, asi como la capacidad de

automatizacion del programa disefado para tamizado virtual basado en DFP.

Aun cuando este método es potencialmente util para realizar tamizado
virtual, es necesario realizar un estudio de validacion, asi como campafas de

tamizado virtual sobre sistemas con distintas propiedades informacionales.
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Resumen de resultados

En este capitulo de la tesis se presenta a DFP como un método de representacion
de bases intuitivo basado en la redundancia informacional presente en bases de
datos formadas por representaciones moleculares binarias. Este fingerprint tiene la
capacidad de incluir el patron general de un conjunto de compuestos, lo que es de
suma utilidad dentro del desarrollo de farmacos si se tiene en cuenta el postulado

de similitud-actividad.

DFP esta construido mediante la aplicacion de dos métricas de corte sobre
la distribucion de probabilidades de MACCs keys de 166 unidades binarias. En
este trabajo se aplico este método a diez bases de datos con caracteristicas de
diversidad y entropia variadas, asi como su comparacion con los valores de
similitud media MACCS keys/Tanimoto, DFP/Tanimoto y distancia de bloque.
Mediante estos resultados se determiné una métrica final igual a la media de

probabilidad de una distribucién aleatoria

También se concluy6 que la entropia de Shannon basada en la distribucion
de representaciones moleculares binarias es una métrica adecuada para medir la
diversidad de bases de datos moleculares. El plano formado por la entropia y la
similitud media de DFP/Tanimoto o MACCs keys/Tanimoto, es un método de
visualizacion que permite la caracterizacion de la diversidad y relacion entre bases

de datos moleculares.

DFP es un método razonable para el estudio de la inter e intra relacién de bases
de datos dentro del espacio quimico. Independiente de la necesidad de un estudio
mas extenso sobre el comportamiento de DFP frente a variaciones de la entropia,
es posible prever su aplicacion en campafas de tamizado molecular y disefio de
bases de datos moleculares. En especial, las bases de datos enfocadas contienen
una diversidad molecular y contenido de informacién ideal para ser representadas
por medio de este método, lo que hace de DFP una excelente alternativa para la
busqueda de inhibidores de DNMT1.
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Capitulo 5. Estudios de acoplamiento molecular a posteriori de
inhibidores de DNMT1 y DNMT3A

Metodologia

A partir de los resultados de pruebas actividad biolégica obtenidos para los
analogos del compuesto NSC137546 sintetizados en el grupo del Dr. Massimo
Bertinaria de la Universidad de Torino, ltalia, se seleccionaron a aquellas
moléculas con los valores mas altos de inhibicién contra DNMT1 y DNMT3A para
realizar estudios de acoplamiento molecular en el sitio catalitico de la estructura
cristalografica de ambas enzimas. Estos compuestos fueron denominados 22 y 24,
ambos N-benzoyl aminoacidos. Ambos compuestos fueron obtenidos mediante
sintesis en un programa de optimizacion del compuesto NSC137546 (Figura. 5.1).
Este compuesto, a su vez, fue identificado como inhibidor de DNMT utilizando
técnicas de tamizado virtual dentro de una de base de datos del National Cancer
Institute (NCI). %

A)

La estrategia aplicada por el grupo de investigacion del Dr. Bertinaria consto de la
variacion de tres regiones moleculares de NSC137546: sustituciones sobre el
anillo bencénico, conversidén de amina por amida y modulacion del fragmento
acido. De este procedimiento se obtuvieron 27 analogos que fueron probados con
diferentes técnicas in vitro e in situ para medir la actividad contra DNMT1 vy
DNMT3A, asi como pruebas de estabilidad en condiciones fisiologicas.

B)

De acuerdo a los resultados de actividad inhibitoria se seleccion6 un compuestos
(22) para realizarle estudios de acoplamiento molecular. Todos los acoplamientos
y calculos de la funcion de puntuacion se realizaron con el programa Internal
Coordinates Mechanics (ICM-Pro version 3.8-4), dentro de la cavidad catalitica de

las estructuras cristalograficas de DNMT1 (PDB ID: 3PTA)® y DNMT3A (PDB ID:

2QRV)*" preparadas con las opciones preestablecidas de ICM. Todos los
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acoplamientos se realizaron por triplicado para asegurar la convergencia del

algoritmo de optimizacion.
C)

Se seleccionaron e inspeccionaron visualmente a las diez conformaciones de
menor energia. Para cada una de ellas se generaron los mapas bidimensionales
de interaccién con el programa MOE version 2014.09. A partir de estos resultados
se describieron aquellas interacciones que favorecen la interaccion del complejo

proteina-ligando.

Resultados y Discusion
Fase experimental

Como se ha mencionado, los inhibidores no nucleosidicos de DNMT representan
una gran oportunidad para el desarrollo de compuestos activos con mayor
selectividad. Dentro de estos esfuerzos y gracias a campafas de tamizado virtual
en la base de datos del NCI se pudo identificar a un derivado del acido glutamico
llamado NSC137546 con actividad moderada contra DNMT1 (inhibicidn selectiva
de DNMT1 contra DNMT3B a una concentracién de 100uM)."?

Este compuesto fue seleccionado por el laboratorio del Dr. Massimo
Bertinaria de la Universidad de Torino, Italia, como punto de partida para realizar
un programa de optimizacion sintética para identificar compuestos activos contra
DNMT vy explorar su RAE. Es importante mencionar que hasta el momento no se
cuenta con informacién estereoquimica del NSC137546, ni con resultados
cristalograficos que debelen el modo de unién de este compuesto en ninguna de
sus posibles dianas. Dadas estas condiciones y a raiz de estudios de
acoplamiento molecular, los cuales no logran distinguir diferencias significativas
entre los enantiomeros (R) y (S), el grupo decidi6 utilizar la forma (S) para asi

favorecer al estereoisémero con mayor abundancia natural.”

En la Figura 5.1. se muestra la estructura del NSC137546 asi como las
regiones moleculares que fueron elegidas para realizar modificaciones

estructurales.
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Figura 5.1. Estrategias de modulacion sobre el compuesto NSC137546. A: modulacion de
la porcién acida, B: Conversion de amida a amina, C: substituciones sobre el anillo

bencénico.®

Como muestra la Figura 5.2., tres regiones de la molécula fueron modificadas
para tratar de modular la actividad del nucleo base N-benzoyl aminoacido. De la
modificacion de la porcidon acida terminal se obtuvieron los primeros ocho
compuestos (1-8). Estas modificaciones se realizaron para probar el efecto de
variaciones estéricas homogéneas. El analogo 9 fue sintetizado para verificar el
papel de la amida en la actividad, mientras que los compuestos 10 a 27 presentan
modificaciones en el fragmento aromatico con el propdsito de obtener informacion

preliminar de las RAE relacionadas con el anillo aromatico.”?
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Figura 5.2. Analogos de NSC137546 sintetizados. "

La capacidad de inhibiciéon de la metilacion de DNA total de cada uno de los
compuestos sintetizados fue probada in vitro para dos concentraciones diferentes
(50 y 100 uM) incubando junto con un lisado celular recién obtenido durante 2
horas a 37°C (Tabla 5.1.).

109



A partir de estos resultados, el laboratorio del Dr. Bertinaria determind las
siguientes RAE para los analogos sintetizados (ANOVA y pruebas post hoc

Bonferroni): 2

e El compuesto 1, compuesto de partida, presenta una actividad de 39 £ 12%
(p < 0.05). La remocion del a-carboxilo, compuesto 2, produce una actividad

de 40 + 2% (p < 0.05) lo que es comparable con el compuesto 1.

¢ Bajo las condiciones del ensayo, la conversion del a-carboxilo a una amida
sustituida, presente en el compuesto 7 y 8, no muestra una habilidad
desmetilante significativa, lo que demuestra que la sustitucion de grupos
voluminosos en esta posicidon no representa una estrategia prometedora.
Por otro lado, la importancia del a-carboxilo en la actividad de los analogos

aun debe ser estudiada a mayor profundidad.

e El remplazo de una amida o la remocion del grupo y-carboxilo, compuesto 3

y 4 respectivamente, produce una pérdida total de la actividad desmetilante.

e Los derivados de imidazol, compuesto 6, conserva la actividad inhibitoria
(42 £ 7% (p < 0.05)) mientras que la sustitucion altamente basica presente

en 5, guanidina, presenta total ausencia actividad.

e La reduccion del enlace amida a una amina, compuesto 9, a una
concentracion de 100 uM mantiene una actividad comparable al compuesto
137 £1% (p <0.05)).
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Compuesto 100 yM 50 yM  Compuesto 100 pM 50 pM

1 61+12° 966 15 72+7 8246
2 60+2° 8715 16 7542 8915
3 99+11 122426 17 69+3 972
4 126+29° 96+2 18 58+3° 92+4
5 90+1  98+22 19 64+11 9346
6 58+7°  104+15 20 81+2 8515
7 82+16 118+1° 21 60+5° 86+18
8 94439  90+17 22 45+1°  63+16°
9 6319  111x2 23 51+9° 68+3°
10 116+9 108436 24 681219 65+1°
11 85420 122+16 25 74+4 9510
12 72423 1001 26 107410 10311
13 57+4°  106+13 27 99+14 93%5
14 70+6° 10016

ANOVA y pruebas post hoc con el test de Bonferroni.

? Determinado en un lisado de células HaCat utilizando el ensayo actividad-inhibicion de metilacion
de DNA Epiquik.

® Datos Expresados como el porcentaje de metilacion residual relativa con un vehiculo de DMSO al

1%. Los resultados son la media de triplicados del ensayo.
°p < 0.05 contra vehiculo.
p < 0.01 contra vehiculo.

Tabla 5.1. @ Habilidad de inhibicién de la metilacion de DNA de los compuestos (1-27)

expresado como metilacién residual relativa de DNA.

De la exploracion del efecto de las sustituciones dentro de las diferentes

posiciones del anillo aromatico se concluyo:
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e La disustitucion en la posicion 2 y 4 del anillo bencénico, compuesto 10,

elimina la actividad.

e La sustitucion de un atomo de cloro en la posicion orto, meta y para
(compuesto 24, 16 y 14), disminuye la actividad a 68 + 21% ,75 £ 2% y 70
*+ 6% respectivamente. Mientras que 24 en concentraciones menores tiene
mayor actividad que 1, sustitucién de un atomo de cloro en la posicion orto
(35 £ 1%).

e La sustitucion de un electrodonador (grupo metoxi) no demuestran un

aumento de la actividad respecto a 24 a una concentracion de 50 uM.

Estos resultados preliminares sugieren que la sustitucion de un halégeno en
posicion orto del anillo aromatico puede jugar un papel fundamental en la
modulacion de la actividad de estos compuestos. Por esta razon realizaron una
serie de sustituciones dentro del anillo aromatico contemplando la variacion de
diferentes propiedades estéricas y electrénicas, compuestos 11-13, 18, 19, 21-23
y 26. De estas sustituciones solo 13, 22 y 23 presentan aumentos en la capacidad

desmetilante total.

Para obtener informacion detallada sobre la metodologia experimental que
se utilizd en este trabajo se puede consultar el trabajo de D. Garella, S. Atlante, et

al.”

A raiz de estos resultados preliminares se seleccionaron al compuesto 22 y
24 como candidatos para realizar pruebas de actividad mas especificas. Estos
compuestos fueron sujetos a pruebas de actividad en un lisado de células que
sobre expresan DNMT1, DNMT3A y DNMT3B de forma selectiva. Las actividades
de los compuestos seleccionados fueron comparadas con 1 y RG108 (inhibidor de
referencia), a siete concentraciones diferentes dentro del intervalo de 1 a 150 uM.

Los resultados se muestran en la Figura 5.3.”
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Figura5.3. Pruebas de actividad residual contra concentracion del compuesto para el

lisado celular con sobreexpresion selectiva de DNMT1 y DNMT3A."2

Todos los compuestos presentaron actividad inhibitoria contra DNMT1 y DNMT3A,
en un intervalo del 28 al 49% para el caso de DNMT1 y de 39 a 41% para
DNMT3A de actividad residual a la maxima concentracion utilizada. Es notorio que
el compuesto 22 presenta una actividad tan alta como el compuesto de referencia
RG108, con valores de inhibicion de 25 pM (41 £ 18% frente a 47 + 10% para
RG108 en el caso de DNMT1 y de 38 + 6%. frente 32 + 17% de RG108 para
DNMT3A). "2

Para ambas enzimas, tanto el compuesto 1 como el 24 demostraron una
actividad inhibitoria menor a los antes mencionados. Por ultimo, ninguno de los
compuestos presentd actividad significativa contra DNMT3B a una concentraciéon

mayor a 100 pM."?

Para evaluar la capacidad inhibitoria del compuesto 22 de manera mas
exhaustiva, se realizaron pruebas in situ directamente sobre la enzima DNMT1 vy
DBMT3A utilizando como compuestos de referencia al RG108 y al compuesto 1.

Los resultados se resumen en la Tabla 5.2.
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Compuesto DNMT1(media+DS®) DNMT1(media+DSP)

1 66+15° 61+17°
22 58+11¢ 51+13°
RG108 65+8° 7943

ANOVA y pruebas post hoc con el test de Bonferroni.

? Las enzimas inmunoprecipitadas fueron incubadas con el compuesto 1 y 22 a 100 uyM(1% de
DMSO) a 37°C por 2hrs. La inhibicion de fue medida mediante el ensayo de actividad-inhibicion de
DNMT del kit.

® Datos Expresados como el porcentaje de metilacion residual relativa con un vehiculo de DMSO al

1%. Los resultados son la media de triplicados del ensayo.
°p<0.1
4p < 0.05 contra vehiculo.

Tabla 5.2. 2Actividad enzimatica residual relativa selectiva.”

Las enzimas fueron tratadas a una concentraciéon de 100 uM para cada uno de los
compuestos. Todas las moléculas fueron capaces de inhibir a las dos dianas. En
especial 22 presenta actividad inhibitoria contra DNMT1 y DNMT3A de 42 y 49%
respectivamente. Estos resultados sugieren que la quimica de los derivados de
este N-benzoyl-aminoacidos pueden ser explorados en el futuro para generar

inhibidores polifarmacoldgicos contra DNMT1 y 3A.72

Estudios de acoplamiento molecular del compuesto 22 sobre DNMT1 y
DNMT3A

Las técnicas de simulacion molecular asistidas por computadora han demostrado
ser una herramienta invaluable para la generar hipotesis estructurales que
expliquen la interaccién ligando-receptor.?100101102103 'En mychas ocasiones
estas técnicas también son utilizadas para sentar las bases estructurales que dan
razon a los posibles modos de uniéon de compuestos que han sido probados
experimentalmente como inhibidores de una diana en especifico. Generalmente,
los estudios a posteriori se realizan cuando no se cuenta informacién experimental

suficiente sobre la estructura e interaccion de ligando sobre una diana
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determinada. La ausencia de dicha informacién se encuentra habitualmente
relacionada con las dificultades experimentales implicadas en la determinacion

estructural de sistemas de alta complejidad.

Estos hechos justifican el uso acoplamiento molecular como una
herramienta eficaz dentro de los pasos preliminares de campafias experimentales
de optimizacidn de compuestos bioactivos para la modulacion de los sustituyentes
que deben satisfacer al farmacéforo. Para el caso de DNMT1 y DNMT3A esto se

encuentra plasmado en el trabajo el trabajo de Garella, Atlante, Borretto, et al. 2

Para el presente trajo de colaboracién, se utilizé esta técnica como medio
para elucidar los posibles modos de unién del compuesto 22 sobre el sitio
catalitico de las estructuras cristalografica de DNMT1 (PDB ID: 3PTA) y DNMT3A
(PDB ID: 2QRV) curadas por medio de las opciones preestablecidas del programa
ICM. EIl acoplamiento molecular flexible fue realizado mediante el mismo paquete
de programas. Este, utiliza un algoritmo de optimizacion Monte Carlo, por lo que
cada uno de los experimentos de simulacién fue realizado por triplicado para

garantizar la convergencia de los resultados.

Se seleccionaron a los diez primeros modos de unién de menor energia
utilizando inspeccién visual dentro de la interface de ICM como criterio de
exclusion de artefactos. Para cada uno de los modos de unién se obtuvo el mapa
bidimensional de interacciones ligando-proteina mediante el paquete de
programas MOE 2014.09.

La Figura 5.4. muestra la representacion grafica tridimensional de modo de
union del compuesto 22 sobre el sitio catalitico de DNMT1 en usencia del cofactor
SAM. Esta imagen también muestra el mapa bidimensional de las interacciones

ligando-receptor.
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Cys1226

Figura 5.4. A) Modo de union de compuesto 22 en DNMT1 y B) mapa 2D de

interacciones.”

De acuerdo con este modelo, el grupo y-carboxilico del compuesto 22 participa en
dos interacciones tipo puente de hidrégeno con el residuo Arg1312 y Arg1310.
También se observa una interaccion entre el hidrogeno del tiol de la Cys1226 y el
areno de ligando. Tanto el modo de union que presenta el compuesto 22 dentro de
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esta cavidad, como la interaccion con las cisteina catalitica, sugieren que este

ligando puede realizar la inhibicion bloqueando el sitio catalitico de DNMT1 e

La Figura 5.5. muestra el modelo de acoplamiento molecular obtenido para
la interaccion del compuesto 22 con el sitio catalitico de DNMT3A, incluyendo la
representacion grafica del modo de union y el mapa de interacciones

bidimensional.

A

Cys1226

Figura 5.5. A) Modo de unién de compuesto 22 en DNMT3A y B) mapa 2D de

interacciones. 2
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El modo de unidén presenta una interaccion entre el grupo y-carboxilo de 22 y la
Arg887, sin embargo, a diferencia del modelo propuesto para el sitio catalitico de
DNMT1, no se encuentra ninguna interaccidn con la cisteina catalitica (Cys662).
Aun cuando se podria suponer que la inhibicion realizada por el compuesto 22
sobre DNMT3A se realiza bloqueando en sitio catalitico, esta hipotesis es menos
verosimil que el caso anterior al contar con un numero menor de interacciones que

estabilicen la interaccion proteina-ligando.”
Resumen de resultados

En este trabajo se realizaron estudios de acoplamiento molecular a posteriori para
elucidar los modos de union de un inhibidor de DNMT1 y DNMT3B sintetizado
dentro de una campaia experimental de optimizacion de compuestos N-benzoyl
aminoacidos inspirados en el inhibidor de DNMT NSC137546 en el laboratorio del
Dr. Massimo Bertinaria (Universidad de Torino). El compuesto NSC137546 fue
identificado anteriormente por medio de tamizado molecular de una base de datos
del NCI.

Para realizar la optimizacion del compuesto, se modificaron de forma
sistematica tres regiones moleculares del inhibidor: fragmento aromatico, enlace
amida y grupo acido terminal. Ello dio como resultado la produccion de 27
analogos que fueron sometidos a pruebas de actividad in vitro e in situ para probar
su capacidad desmetilante. De los resultados de las pruebas actividad biologicas
se encontré que el compuesto denominado 22 (en la publicacion original), el cual
presenta la sustitucion de un atomo de bromo en la posicion orto del fragmento
aromatico, exhibe los mejores valores de actividad inhibitoria de la serie,
presentando un porcentaje de inhibicion in situ contra DNMT1 y DNMT3A de 42 y

49% respectivamente.

A partir de los resultados experimentales se seleccion6é al compuesto 22
para proponer los posibles modos de unidn sobre el sitio catalitico en ambas
dianas DNMT1 (PDB ID: 3PTA) y DNMT3A (PDB ID: 2QRV) curadas por medio de
las opciones preestablecidas del programa ICM. El acoplamiento molecular flexible

fue realizado por triplicando para asegurar la convergencia del algoritmo Monte
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Carlo del programa ICM-Pro version 3.8-4. Los resultados obtenidos sugieren que
la actividad inhibitoria del compuesto 22 puede realizarse mediante el bloqueo de
la cavidad catalitica de DNMT1 y 3A. En el primer caso se encuentran dos
interacciones tipo puente de hidrégeno entre el grupo y-carboxilico y la Arg1310 y
Arg1312 ademas de un enlace areno-hidrogeno con la cisteina catalitica 1226.
Para el caso de DNMT3A el modelo propone sélo una interaccion entre la Arg887

y el grupo y-carboxilico del compuesto 22.

De manera general, los resultados de la simulacion se encuentran de
acuerdo con las RAE dilucidadas experimentalmente y pueden ser parte de las
evidencias que sustentan dichas relaciones. Estos resultados también pueden ser
de gran utilidad para futuras campafias de optimizacidon de los N-benzoyl
aminoacidos, ya que permiten generar estrategias de optimizacién precisas
basadas en la modulacion estructural del ligando para favorecer la formacion de

interacciones especificas que lleven a un aumento de la actividad inhibitoria.

Es importante mencionar que el papel de los halégenos sustituidos en el
fragmento aromatico de estos analogos también puede ser gran relevancia en el
RAE. Ya que el acoplamiento molecular esta basado en mecanica molecular, no
considera factores relevantes para la simulacion de interaccidén haldégeno receptor.
De concretarse evidencia experimental sobre la relevancia de las RAE de dichas
sustituciones en el grupo aromatico de los N-benzoyl aminoacidos, seria necesaria
la aplicacion de métodos ab initio para determinar sus causas a un nivel de

descripcion electrénico.

Para obtener informacién detallada sobre la metodologia de sintesis de los
analogos de NSC137546, asi como de las pruebas de actividad inhibitoria in situ e

in vito se puede consultar el trabajo Garella, Atlante, Borretto, et al.”
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Conclusiones generales

Por medio de la aplicacion de una serie heterogénea de modelos computacionales
que hacen uso tanto la informacion estructural de DNMT1, como de la informacién
disponible publicamente de inhibidores probados biolégicamente, fue posible
determinar su diversidad estructural y cobertura del espacio quimico, asi como las
bases estructurales que rigen su reconocimiento molecular y modo de unién sobre

esta diana bioldgica.

Estos resultados pueden ser de gran utilidad en campanas de optimizacion
de candidatos moleculares como una alternativa al disefio racional clasico. Al
acotar el espacio quimico de los inhibidores de DNMT1, estas técnicas permiten
disminuir los costos de investigacion, el uso de modelos animales y los tiempos de

desarrollo.
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Anexo

#Funcién de comparacion entre el FP_DB que se calcula a partir de una Base de Datos
con otra de referencia

import os
import csv
import pandas as pd
import numpy as np
from numpy import reshape
from numpy import sum as sumnp
import itertools
import math
def DB_FPVS(e):
print("\n")

PNt HHAHHHEH
THHHEHH R )

print("#### Antes de usar instalar MayaChem Tools e incluirlo en las variables de
entorno ###")

PNt (B
THHHEHH R )

#Cambiar carpeta de trabajo

cd=os.getcwd()

os.chdir('%s'%(cd))

archivoSDF=input("Dame el nombre del archivo .sdf para calcular su DFP: ")
# Calcular MACCS key con script de MayaChem Tools

os.system ("MACCSKeysFingerprints.pl -r MACCSFP_%s -0  %s.sdf"
% (archivoSDF,archivoSDF))

m=("MACCSFP_%s.csv" %(archivoSDF))
##Recibir archivo .csv y edicién
g=1
with open('%s'%(m)) as csvarchivo:
entrada = csv.DictReader(csvarchivo)
for i in entrada:
i = i['MACCSKeysFingerprints']
i =i[-168:]
g.append(i)
#Convertir a enteros
f=1
g = str.join(",g)
foriing:
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i = into(i)
f.append(i)
#Frecuencia
i=
y = reshape(f, ((len(f)/168), 168) )
h = sumnp(y,axis=0)
#Probabilidad
foriin h:
i = i/(len(f)/168)
j-append(i)
#Entropia
s=]
foriinj:
if i==0:
s.append(i)
else:
i=i*(math.log2(i))
s.append(i)
s=-(sum(s))
#FP_de base de datos
FP=[]
foriinj:
if i<0.55:
FP.append("0")
else:
FP.append("1")
#del FP[-2:]
FP_DB = ".join(FP)
print(FP_DB)
#Integrar el fingerprint en lista de MACCS
with open('MACCSFP_%sVS.csv'%(e),"r") as f:
reader = csv.reader(f,delimiter =",")
data = list(reader)
row_count = len(data)
fd = open('MACCSFP_%sVS.csv'%(e),'a")

fd.write(""Cmpd%s","FingerprintsBitVector; MACCSKeyBits; 166;BinaryString;Ascen
ding;%s"\n'%(row_count,FP_DB))

fd.close()
# Similitud Media:
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data=os.system ("SimilarityMatricesFingerprints.pl -0 --InputDataMode
LoadlnMemory --OutMatrixFormat RowsAndColumns --OutMatrixType
LowerTriangularMatrix MACCSFP_%sVS.csv" %(e))

pd.set_option('max_columns', 10000000000000000000)#aumentar numero de
columnas explicitas en print

print(e)

data=pd.read_csv("MACCSFP_%sVSTanimotoSimilarity.csv"%(e),header=None,c
hunksize=1000000)#borrar col y raw no deseadas

data.drop([0],axis=0,inplace=True)
data.drop([0],axis=1,inplace=True)
data.drop([row_count],axis=1,inplace=True)
al=data.iloc[[row_count-1]]#Seleccionar ultimo renglon
al=a1l.values.tolist()#convertir a lista
merged = list(itertools.chain.from_iterable(a1))#quitar lista de listas
Sim=[]
for i in merged:
i = float(i)
Sim.append(i)
b1=np.array(Sim)
SD=np.std(Sim)
mean=np.mean(Sim)
corte=(mean+(2*SD))
#Guardar resultados en csv
fd = open('Similitud_FP%s_vs_%sDB.csv'%(archivoSDF,e),'a")
fd.write('Sim vector FP%s vs %sDB= %s \n'%(archivoSDF,e,Sim))
fd.write('SD= %s, mean= %s, SE= %s,corte= %s '%(SD,mean,s,corte))
fd.close()
#Borrar ultima linea de csv
f = open('MACCSFP_%sVS.csv'%(e),"r")
lineas = f.readlines()
lineas =lineas[:-1]# slice en lineas
f.close()
f = open('MACCSFP_%sVS.csv'%(e),"w")
for linea in lineas:
f.write(linea)
f.close()
return b1
Script de Python para calcular DFP.
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#Comparacion de DFP con bases de datos de referencia y generacién de Heatmaps
from FpDb_singleDB_comp2 import *

import os

import numpy as np

import seaborn as sns

import matplotlib.pyplot as plt

import matplotlib.patches as mpatches

#Cambiar direccién de carpeta de trabajo

cd=o0s.getcwd()

os.chdir('%s'%(cd))

print("calcular MACCS keys previamente, nombreArchivo + VS")
e="ACE_deco_act"

# e=input("Dame el nombre de la BD (.sdf) para compararla (Tanimoto) con FP_DB
calculado: ")

# os.system ("MACCSKeysFingerprints.pl -r MACCSFP_%sVS -0 %s.sdf" %(e,e))
#Llamada a la funcion DB_FPVS para calcular FP_DB y comparar con base de datos
DB1=DB_FPVS(e)

#Heatmap

data=np.array([DB1,DB1])

sns.set()

sns.heatmap(data, vmin=0, vmax=1, xticklabels=False)#cmap="PuBuGn"
ax=plt.axes()

##leyenda

# red_patch = mpatches.Patch(color="red', label="The red data')

# plt.legend(handles=[red_patch])

##Ejes y nombres

#ax.set_ylabel(")

ax.set_xlabel('%s'%(e))

ax.set_title('FP_DB comparison')

#sns.heatmap(data, annot=True, fmt="d")

sns.plt.show()

Script python para comparar bases de datos con DFP determinados. Generacion de

HeatMaps.
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Epigenetic relevant chemical space:
a chemoinformatic characterization of inhibitors of
DNA methyltransferasest

Eli Ferndndez-de Gortari and José L. Medina-Franco™

OMA metiylation = an epigenetic mecranism medisted by a family of proteins called DNA
methyitransierases [DNMTsL The misregulation of the covalent modfication of DMA through the
addition of 3 methyl group at the carbon-5 position of cytosine residues & common in many diseases
inciuding cancer. Recent adwances in synthetic and soreening technologies for DMNMT inhibtors {BNMTI
nave made significant contributions to uncover prosmising candidates for epigenetic drug discovery. The
structure—activity information, not avalable a few years ago. =5 being collected in public molecular
databases However, no systematic chemoinformatic studles that analyze the structural diversity and
coverage of the chemical space of DWNMTI with expenmental actwity have been discussed thus far,
Herein, we report the assembly and curation of 3 molecular database of small-molecule DMMTI with
a szpecial focus on inhibitors of DMMTL The compound collection was characterized wsing
a comprehensive chemoinformatic approach that imeoived physicochemical properties, structural
fingerprints, and molecula scaffolds. The awalability of activity information enabled e to conduct
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chemaotype enfichment analysis and suggest potentisl priviieged epigenstic scaffalds. The structures of

innibitors of DNMTL were compared to drugs approved for clinical use, compounds in dinical trials,
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1 Introduction

DA methylation is an epigenetic modification imolving the
addition of methyl group at the C-5 position of a cytosine
residue. This process plays a key role in mammal development
and in cneer cell growih. The methylation process is mediated
by an enmmatic family called DNA  methyitransferases
[DNMTs), In humans, this family indudes DNMTI, DNMT?,
DNMT3A and DNMTIE. DNMTL and DNMT3E exhibit higher
activity, which can be inferred from the strong reduction in DNA
methylation in cell lines with: double knock-out. DNA methyla-
tion represents one of the main medistons of epigenetic
regulation. Therefore, the identification of novel DNMT inhib-
itors ([DMMTI) is a promising research avenue to develop novel
therapies against cancer and other discases associated with
epigenetde alterations,

Currently, 5-aza and 5-aza-2-decyovtidine are two drugs
approved for clinical use for the treatment of myelodysplasia
(Fig. 1). 5Aza and 5aza-Y-deycytidine are nucleoside

Facultad de Quimios, Departamemio de Farmais, Universidad Macion al Auio oma de
AFrin, Avenids Unfrersided 3000, MErico City 04510, Mexin, Email: medinglg
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a commercial screening library focused on epigenetic targets, and 3 genera screening avllection. The
results of this work prowded key irsights to start characterizing the epigenstic relevant chemical space.

analogues which, after its incorporation into DNA, cause
depletion of the DNMTs. However, these dmgs have high
treicity, low binavailability and low chemical stability, coupled
with an uncertain mechanism of antitumor activity” For this
reason, research efforts o discover non-nucleoside DNMTI with
greater specificity and lower toxdcity are needed.

One of the main advantages of non-nueleoside DNMTI is
that they do mot need to be incorporated into the DNAL This
characteristic contributes to the possible deveopment of
selective inhibvitors against different DNMTs with the conse-
quent decrease of unwanted side effects. Thus far, several non-
nucleoside inhibitors have been identified such as SGEI027,
procainamide, tea polyphenol |- jepigallocatechin 3-gallate,
grnistein, NSC401077, hydralazine, samong others** The first-
generation of inhibitors showed low activity and selectivity
against DNMTs. However, new generations of inhibitors with
inereased activity and selectivity profile have heen developed,
such as analogs of SGELO27 (Fig. 1).% Nevertheless, these
compounds have low potency especially in eells and lack of
selectivity towards different DNMTs. Fig. 1 shows tepresentative
inhibitors of NMT L and molecules assodated with demethy-
lating propertics.

The increased research efforts to develop more potent and
specific DNMTI have augmented notoriously the number of
screening data, Compounds from different sources incloding

RSC Acv, 2015 5. EP4ES-E7476 | 87465
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Design and synthesis of N-benzoyl amino acid derivatives as DNA
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Farmaco, Uiiversiza degli Stadi di Toring, Torioo, The inhibation of human DMNA Methy]l Transferases (DNMT) 15 a novel promising

Tualy approach 0 addess the epipenetic dvsregulation of gene expression in different
Division of Cardiovascular Epieretics diseases. Inspired by the validaied virtual screening hit NSC137546, a series of
Deparment of Cardiclogy, D oethe University,
Frockfurt am Main, Germanm N-benzoyl amino acid analogues was syntheswed and obfained compounds were
*Facultad de (rimica Departamento de assessed for their ability to inhibit DNMT-dependent DNA methylation in vitro.
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i i et The bilogical screening allowed the definition of a set of prelimnary structure—
activity relationships and the identification of compounds promising for further
Comrespendence ! ¥ % ST
P, i b development. Among the synthesized compounds, L-glutamic acid derivatives 22,
i 23, and 24 showed the mghest ability 0 prevent DNA methyvlaton in a fotal
cell lveate, Compound 22 nhibited DNMT1 and DNMT3A  activity in &
concentration-dependent manner in the micromolar range. In addition, compound
22 proved to be stable in homan serum and it was thus selected as a staming
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relationships

Epigenetic modifications play an essential role in the estab-
lshment and rgulaton of cellular differentiation and gens
expression. ! DNA methylation 1= the most stable emgens-
tic mark in humans."™! The DNA methylation occurs at the C3
position of the cytosme ring. particularly in a CpG dinucleo-
tide context, through the action of three active DINA methyl-
transferases (DNMTsy: DNMTL, DNMT2A. and DNMT2B.
Thess enzvmes catalvze the transfer of a methvl group from
S-adenosyl-L-methionine  (SAM) to the CS-cytosine.
DMNMTIL 15 responsible for DNA methylabon mamtenancs
during call replication by methylation of newly synthesized
DMA strands; however, it was hvpothesized that this enzyvme

can also participate in the de nove methylation pmcﬁa[ﬂ
MWNATIA and MMNMTIR are menonchla fnr do mmes TYNA

point for further biological stodies.

DNA methylation, DINMT inhibitors, docking. epigenetics, strocture—activity

hemimethvlated DMNA strands.'®"! Another protein, lacking
enzymanc activity, namely DNMT 2L, 1= capable of mteract-
g with DNMT 34 and DNMTIE with the consequence of
stimulating their catalviac ach’vit)'.[g]

In human penome, CpG dinucleondes are tvpically clus-
terzd in regions called CpG islands, which are located in the
proximal promoter of moes than half of all human genes.[‘;]
When promoter CpG islands are methvlad. the corespond-
ing gene 15 e pressed becanse of poor reognition by transcrip-
tion factors and by other methyl-binding protemns (MBDs)
ivolvad in chromatin remodeling and Ienrgamanﬂn.[m]

Aberrant DMNA methylation. or the falure o maimtain the
appropriate DNA methylation status, esolis in the expes-

e af nomenntimal laval af ranaoacenciatad nentsane which
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A chemical space odyssey of inhibitors of histone
deacetylases and bromodomainsyt

Fernando D. Prieto-Martinez, Eli Fernandez-de Gortari. Oscar Méndez-Lucic
and José L. Medina-Franco®

The intersst in epigenetic drug and probe discoveny i growing as refiected in the largeamount of structure-
epigenetic activity information avallable There fore, the significance of understanding the entire or fractians
ol the sposnstc relevant chemical Space © inoreasing. Maor epigenstic targsts are hstane hene
deacetyazes (HDAC:L bromaodomaing [BRD:L and DHA methyltransferasss [DNMTsL Howsver, with the
axcepton of DMMT:, characterzaton of the chemical space of these epi-targets & Imited. This work &
the first chemamformatic anakels of the physicodnemical properties, structural dversity, and coveraos of
the chemical space of compounds scresnsd as inhibtors of HDACs and BRO=. The chemical space was
comparsd to DMNMTE, approved drugs, commencial scresning compounds, and generally recognized as
zale (GRAS) molecules. The structural complesty of compounds directed towands epgensatc targets was
azo addressed The outcome of this analsis indcated that t = required to inorease the structural
dversity and molecular complexty of scresnma lorarles tested as modulators of DNMTs, HDAC: and
BRD=. Results also suggested that it i feasible to develop dual infibitors targeting HDACS and BRDs. Ths
waork nas smplcations nrepurposing of food chemcals with potential epigenstic activity and desan of

Wit rsc orgladances poly-epigenstc compounds

1. Introduction

Every living being has the ability to inherit its genetic material,
Howevier this process is not tlawless. After a fow decades, the
study «of DMA repair lead to the discovery of higher order
mechanisms and the term ‘cpigenctics’ was coined.! Initially,
inhibition of epigenctic targets was considered a novel alter-
native for the treatment of caneer. While this approach may be
true, current research showed that environmental factors such
as radiation cxposure, nutritional history, dietary intake,
reproductive factors, among others, also play a key role on the
expression of specific epigenetic modifications, ™ Nowadays it
is accepted that epi-modulation can act as a link between
genotype and environment stimuli® and may be used as
a Rosetta Stone to better understand, prevent and/or cure
diseases. While this is yet to be proved, many rescarchers
consider epigenctics as the missing link on the hiogenesis of
chmonic diseases like Alzheimer's, dementia, schizophrenia,
diabetes, metabolic syndrome, to name few examples.®*
Chemical modifications are key features in epigenetics.
Although the number of reactions and enzvmes involed are
different and comprise mare than one hundred, it is possible to

Faulind de Quimie, Dep de Farmaca, L jcdad Macional de
Mexico, dAvenida Darersidad 3000, Mexio Cay 04510, Mexico, E-mail meding i
unam.owy; fose.medine Feacoiigme Loy Tel: +52-55-5622-2099 o, 4458

distinguish three functions: writers, erasers and readers.
Writersadd chemical groups that can be labile or stable. Erasers
remove the groups added by writing enzymes. Beaders are
‘effector proteins' that identify specific chemical groups asso-
ciated with epigenetic modifications and produce large scale
changes such as chromatin remodeling or recruitment of other
engvmes involved in DRNA mplication or gene expression.”

The correlation between epigenctic changes and carcino-
genesis attracted attention to histone deacetvlases (HDACS).
Acetylation on lvsine wsidues is one of the most common
processes on epigenetics.’ Eighteen different HDACS have been
identified, characterized and classified in three classes. Class |
comprises HDACS 1, 2, 1 and 8, that are located on the nueleus
with involvement on development of numerous cancer types *
Class [I1 gathers seven HDACs that are NAD™ dependent and
sirtuin constituted and are known as SIRT 1-7. This class has
been mainly involved with pancreas and breast cancer, never-
theless some of them (a5 SIRT 1) may be involved with type [
diabetes.” Although the removal of acetate groups from histone
tails may be conceived as the first step towards transcriptional
repression, it has been shown that regulation by HDACS goes
bevond histones acting in a plethora of cellular pathways.
Despite major efforts from industry and academia and the
bafiling amount of chemical and biochemical studies towards
these enzvmes, the Food and Drug Administration (FDA) of the
United States has approved only four drugs so far for dinical
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- Overview of Computer-Aided Drug Design
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for Epigenetic Targets
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Departamento de Farmada Universidad Nacional Auténoma de Méwco, Meaco City, México

1. INTRODUCTION

Computational approaches have become indispensable tools to accelerate
the development of epigenetic inhibitors helping in the selection, design, and
lead identihcation of novel compounds. Computational methods are also
useful for optimization phases and to decrease the costs of industrial drug
development.

During the past few years, several in silico approaches such as similarity
searching, molecular docking, viriual screening, pharmacophore modeling,
and molecular dynamics {MD) have been applied to help understand the
activity of known compounds and to design novel epigenetic inhibitors.
Chemoinformatics tools are used to select compounds that are already
characterized to identify compounds that have an increased opportunity
of having activity against a target during the experimental tests. Follow-
ing these processes, and depending on the information available, more
detailed (and usually costly) techniques are further employed to identify
relationships between structure and activity, the binding modes and afhni-
ties with docking and MD or to perform searches based in pharmacophore
modeling.

p0025 This chapter provides an overview of the main techniques used in computa-

tional drug design to date. Special emphasis is made on the application of
computational approaches within the efforts for the design of bioactive mol-
ecules against targeis related to epigenetic regulation, which are known to be
involved in diseases such as cancer, hean disease, psychiatric, among others. In
order to facilitate the undestanding of computer-aided drug design (CADD)
techniques, the discussion in this chapter has been divided into two principal
approaches: ligand-based drug design (LED DY) and structure-based drug design
(SBDDY) methods. Table 1 summarizes computational methods employed for
the design of epigenetic inhibitors.

Eptinformatics, bty d.dol g 100116/ WS7H-0. 11 SOI808 7 00022
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PALABRAS CLAVE Resumen El disefic de farmacos asistido por computadora (DIFAC) tiene como chjetivos el
Quimicgentmica; diseno, optimizacion y seleccion de compuestos con actividad biologica. EL DIFAC forma parte
Quimiinformatica; de un esfuerzo multidisciplinario y tiene numerosas aplicaciones especificas durante el proceso
Modelads molecular: de desarrolio de farmacos. A la fecha ha tenido conbribuciones significativas en el disefio de
Relaciones farmacos que se encuentran en wso clinico. Es por esto que DIFAC cobra cada vez mayor impor-
estructura-actividad: tancia en la investigacion que s& hace en la industria farmacéutica, en universidades y centros
Cribado virtual de investigacion. Metodos empleados en DIFAC pueden aplicarse a otras areas, por ejemplo,
productos naturales, bioguimica, quimica en alimentos, organicay teorica. En este articulo se
discuten ejemplos de proyectos de disefio de farmacos realizados por un grupo de investigacion
enfocado en el DIFAC.
Derechos Reservados © 2015 Universidad Macional Autonoma de Mexico, Facultad d= Quimica.
Este es un articulo de acceso abierto distribuido bajo los terminos de la Licencia Creative
Commons CC BY-HC-MD 4.0.
KEYWORDS Progress in computer-aided drug design
Chamogenomics;
Chemoinformatics: Abstract The goals of computer-aided drug design (CADD) are the design, optimization and
Molecular modeling: selection of compounds with biological activity. CADD is part of a multidisciplinary effort
StruCture-activity and has several specific applications during the drug development process. 5o far, this dis-
relationships: cipline has made significant contributions to the development of drugs that are currently in
Virtual screefning climical use. Therefore, CADD has an increasing refevance in the research performed at the

pharmaceutical industry, universities and research centers. Methods used in CADD can be used
in other research areas such as natwral products, biochemistry, foeod, organic, and theoreti-
ral rhamictry Herein, we disriss examples of dmig design prnjects pecformsad by an arademie
group focused on CADD.
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Abstract

In light af the emerging tield of Epi-infomatics, e, computational methods applied to
epigenstic research, molecular dacking, and dynamics, pharmacophore and activity
landscape madeling and Q5AR play a key role in the development of modulators of
CMA methyltransferases [DNMTs), one of the major epigenetic target families The
increased chemical information available for modulators of DNMTs has opensd up
the avenue to explome the epigenstic mlavant chemical space (ERCS) Hersin, we discues
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Database fingerprint (DFP): An approach to the representation

of molecular databases
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ABSTRACT

Background: Molecular fingerprints are widely used in several areas of chemoinformatics
including diversity analysis and similarity searching. The fingerprint-based analysis of chemical
libraries, in particular of large collections, usually requires the representation of each compound in
the library leading and may lead to issues such as storage space and redundant calculations.
However, in several cases there are information redundancies and not all of the binary digit
positions in the fingerprint contain significant information. Results: Herein is proposed a general
approach to approximate the representation of an entire compound library with a binary fingerprint.
The development of the so-called database fingerprint (DFP) is illustrated using a well-known
fingerprint (MACCS keys) but other fingerprints can be used. In this work a DPF was developed for
10 representative data sets of general interest in chemistry covering a broad range of size from ca.
100 to 1500 compounds. The DFP can be developed for other compound libraries. Conclusions:
The DFP is designed to capture key information of the compound collection and can be used to
compare compound libraries and assess the diversity of libraries. In this work is shown the potential
of the novel fingerprint to conduct inter-library relationships. A major perspective is to apply the
DFP for virtual screening. Keywords: compound databases, diversity, information content,

molecular fingerprints, similarity, Shannon entropy.
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