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1. INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en México y en
el mundo. La agencia de investigacion en cancer (IARC, Agency for Reseach on Cancer)
reportd que este conjunto de enfermedades es la segunda causa de muerte a nivel mundial,
habiendo un aproximado de 8.8 millones de casos al afo.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha establecido el término genérico
neoplasia maligna para diferenciar a este grupo de aproximadamente 200 enfermedades.
Estas se caracterizan por un crecimiento anormal celular en el que una o mas células se
independizan de los mecanismos que regulan la proliferacion normal de una célula. Aunque
existen muchas causas asociadas a este conjunto de padecimientos, y en algunos aun no se
conoce; en términos generales se pueden agrupar en factores ambientales y por
predisposicion genética, la cual se relaciona con la hipotesis de Knudson. A partir de esta
hipétesis surgieron dos modelos como una posible explicacion: modelo clonal (inicio genético)
y modelo del progenitor epigenético.

La epigenética es el estudio de cambios heredables en la funcion genética relacionada
a la actividad del DNA y RNA, los cuales se generan sin modificacién alguna en la secuencia
nucleotidica. Ademas, involucra los mecanismos de regulacién genética dependiente de la
arquitectura de la cromatina, la cual conlleva cambios mitéticos y meidticos responsables de
la plasticidad celular. Las dianas involucradas en estos mecanismos se encargan de modificar
la estructura del DNA e histonas para regular la expresion de genes.

Los farmacos quimioterapéuticos convencionales son agentes citotoxicos que inducen
la muerte de células malignas; sin embargo, presentan efectos adversos debido a su poca
selectividad. Es por lo anterior que los blancos epigenéticos han sido estudiados como
potenciales dianas terapéuticas mediante su inhibicidn por moléculas pequefias. Actualmente
se conocen una gran variedad de compuestos bioactivos y farmacos aprobados por la Food
and Drug Adminsitration (FDA); sin embargo, es necesario la optimizacion y disefio de nuevos
compuestos para mejorar su selectividad.

Dentro de las estructuras quimicas mas importantes se encuentran los derivados de
quinazolina, las cuales han mostrado potencial actividad inhibitoria de dianas modificadoras de
histonas. En nuestro grupo de investigacion se han sintetizado una gran variedad de estos
derivados, por lo que esta revisién es de gran utilidad para obtener un panorama general de

las diversas moléculas y las desventajas/ventajas asociadas a estos blancos terapéuticos
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Mostrar los mecanismos y blancos epigenéticos asociados a la progresion del cancer, asi como
las principales moléculas bioactivas relacionadas con su regulacion, resaltando como un

estructura base (scaffold) potencial a la quinazolina.

2.2. Objetivos Particulares

e Presentar el panorama actual del cancer en México y el mundo, asi como los factores

asociados a su incidencia.

e Describir los mecanismos y enzimas involucradas en la regulacion epigenética

(represion o expresion de genes) a nivel del acido desoxirribonucleico e histonas.

¢ |dentificar y clasificar los compuestos bioactivos y farmacos aprobados, al igual que las

ventajas o desventajas asociadas al uso de éstos como blancos terapéuticos.

e Establecer la importancia de la quinazolina como estructura base en una serie de

compuestos bioactivos con actividad inhibitoria de distintas dianas epigenéticas.

e |dentificar a los derivados de quinazolina sintetizados in house con posible actividad
inhibitoria de blancos epigenéticos mediante el empleo de diferentes servidores en linea

como parte adicional a este trabajo.
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1. CAPITULO I: Panorama general del cancer

1.1. Panorama de enfermedades en México

Un estudio realizado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el 2012 reporté
que en México las cinco principales enfermedades que afectan a la poblacién son la Diabetes
Mellitus, las enfermedades del sistema cardiovascular, diferentes tipos de cancer,
enfermedades cerebrovasculares y enfermedades del higado.! En la Republica Mexicana, el
indice de mortalidad por la presencia de tumores malignos ha sufrido cambios en su incidencia.
En el periodo de 1955 a 1957, el cancer ocupaba el noveno lugar como causa de mortalidad,
mientras que en el 2012 se posicioné como la segunda causa, siendo el causante de mas de
73 mil defunciones al afo.

De acuerdo a datos epidemioldgicos, el conjunto de enfermedades denominado
“cancer” constituyen un grave problema de salud publica a nivel internacional; por lo que es de
particular interés el estudio de la etiologia, prevencién y tratamiento de este conjunto de

padecimientos.

1.2. Cancer

La OMS ha establecido el término genérico de “neoplasia maligna” para diferenciar a un
grupo de aproximadamente 200 enfermedades que constituyen al cancer. Estas enfermedades
se caracterizan por un crecimiento anormal de células en el que una o mas células se

independizan de los mecanismos que regulan la proliferacion normal (Fig. 1).2

Fig. 1. Etapas caracteristicas de la progresién del cancer.
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El desarrollo del cancer es un proceso que involucra dos fases principales: la conversion
y el desarrollo neoplasico. El proceso de conversion se asocia a modificaciones en el fenotipo
de una célula normal, transformandola en una célula neoplasica. El desarrollo neoplasico de
las células malignas conlleva 3 etapas: iniciacion, promocion y progresion. La representacion
de estas etapas se ilustra en la Fig.1. 3

La iniciacion es el primer proceso patologico en el que las células presentan alteraciones
genéticas asociadas a la presencia de agentes fisicos, quimicos o virales, denominados
carcindgenos. Dichas modificaciones conllevan a desarrollar diferentes mecanismos de
evasion a la muerte programada de la célula (apoptosis), dando lugar a las llamadas células
senescentes (inmortales). Cabe mencionar que estos mecanismos pueden ocurrir en cualquier
punto a lo largo de las diferentes vias que regulan este proceso celular. Asimismo, la
senescencia de las células cancerosas se observa en la preservacion secuencial en las
regiones teloméricas TATA durante la proliferacion, las cuales disminuyen progresivamente en
células sanas.*

En la etapa de promocién existe un incremento descontrolado de la proliferacion de
estas células causado por agentes promotores, dando lugar al neoplasma diferenciado (tumor
benigno). El potencial ilimitado de replicacion se asocia a la autonomia de estas células a
responder a ciertas sefales de crecimiento, que, en conjunto con la evasion apoptdtica,
promueven la progresion celular. °

Finalmente, en la etapa de progresién, el tumor benigno se transforma en un neoplasma
no diferenciado, también denominado células malignas. En este proceso ocurren
modificaciones en cariotipo asociado a alteraciones bioquimicas y morfoldgicas en las células
que conllevan al incremento en la proliferacion. Sin embargo, el crecimiento descontrolado de
las células malignas limita la disponibilidad de oxigeno y nutrientes al tumor, por lo que ocurre
un proceso de vascularizacion llamado angiogénesis. Durante este proceso ocurren
modificaciones en region del tumor, como lo es el cambio del pH, que afectan a las células
vecinas. Ademas, la vascularizacién se asocia a la diseminacion del cancer a partir del érgano
afectado hacia otras partes del organismo; a dicho mecanismo se le conoce como metastasis.
El proceso de migracion metastasico involucra otros mecanismos como lo es la degradacion
de matrices extracelulares, inhibicion de la respuesta inmune, colonizacién metastasica, entre

otros. °
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1.2.1. Incidencia en la poblacién

El cancer es un problema de salud importante al ser una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en todo el mundo (Fig. 2). De acuerdo al International Agency for
Reseach on Cancer (IARC), en 2015 se registraron un total de 8.8 millones de nuevos casos
de personas que padecian algun tipo de cancer. Asimismo, en ese mismo afo, se posiciond a
este conjunto de enfermedades como la segunda causa de muerte a nivel mundial.® Se estima
que el nimero de casos incrementara un 70% en las dos siguientes décadas.?

En México, la incidencia ha ido aumentando en ultima década. Entre los afos 1992-
2001, se reportd un incremento del 12.5% en la poblacién. Posteriormente, en el 2002 se
reportaron un total de 110, 094 casos de cancer, de los cuales 34.9% se presentaron en

hombre y el 65.1% en mujeres.’

Fig. 2. Incidencia de casos de cancer a nivel mundial y en México en el afo 2015. El cédigo de color indica las
secciones con menor (tonalidades claras) y mayor (tonalidades obscuras) incidencia de la enfermedad en la

poblacion (imagen modificada).?

Un estudio reportd que los tres tipos de cancer con mayor incidencia en paises
desarrollados son el de préstata, pulmén y colorrectal en varones; mientras que en mujeres
fueron el de mama, el colorrectal y el de pulmén (Fig. 3).” Por su parte, la incidencia de la

enfermedad en paises en via de desarrollo registra al cancer de préstata, pulmoén y estbmago
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como los mas frecuentes en la poblacién masculina, y los de mama, cervicouterino e higado

en el caso de las mujeres.’

Fig. 3. Incidencia de los diferentes tipos de cancer en hombres y mujeres en paises en vias de desarrollo.”

1.2.2. Etiologia de la enfermedad
Aunque se desconocen varias de las causas asociadas a este conjunto de padecimientos,

diferentes estudios la han asociado a los siguientes factores:

(a) Factores ambientales. Los factores ambientales involucran componentes como
microrganismos, alimentos, estilos de vida, exposicién ocupacional, xenobidticos (cualquier
sustancia que no la produzca el organismo humano, ejemplo farmacos, colorantes) y
practicamente cualquier interaccion del individuo con su medio ambiente.? En el caso de los
microorganismos ahora se sabe que hay virus implicados en el proceso carcinogénico por lo
que disminuir o evitar la exposicién a ellos podria prevenir el riesgo de padecer este conjunto
de enfermedades. Un ejemplo es el virus del papiloma humano, el cual se encuentra asociado
a cancer cervicouterino. Por otra parte, los xenobidticos constituyen otro grupo importante
debido a su implicacién en la mayoria de los tipos de cancer; un ejemplo son los hidrocarburos
aromaticos policiclicos, los cuales se unen covalentemente a la bases nitrogenadas del DNA.3
El tiempo de exposicion es otro elemento adicional a mencionar, por lo que individuos adultos

tienen un mayor riesgo de presentar cancer con respecto a las personas joévenes. 3
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(b) Predisposicion genética. La inestabilidad gendmica propicia la acumulacion de
mutaciones en células cancerosas, la cual tiene por consecuencia una rapida evolucion en el
genoma de estas células. Por ende, hay una respuesta debido al cambio del “microambiente”.?
La “Hipdtesis de Knudson” establece que el cancer es el resultado de mutaciones acumuladas
del DNA en las células, en el cual se produce un primer evento (primer hit) en la linea germinal
y el segundo evento (segundo hit) es a nivel de células somaticas. Aproximadamente el 90%
de las mutaciones son somaticas y del 20 al 25% corresponden a mutaciones en la linea
germinal, donde un 10% presenta la mutacién en ambos niveles.

En el cancer hay muchas clases de mutaciones: de sentido equivocado conservativo y no
conservativo, sin sentido, silenciosa, por cambio en el marco de lectura, por inserciones o
deleciones, y mutaciones no codificantes. La frecuencia relativa en el tipo aberracion
genomica varia notablemente a través de los linajes cancerigenos, aunque en general, las
mutaciones sin sentido son la clase mas frecuente y dominante de aberraciones codificantes
en el cancer en humanos.2

A partir de la “Hipotesis de Knudson” surgieron dos modelos: el modelo clonal (inicio
genético) y el modelo del progenitor epigenético. En el modelo clonal se establece que debido
a una serie de cambios genéticos que afectan oncogenes y genes supresores de tumor ocurre
una transicion de un tumor primario a un tumor secundario, por lo que hay un proceso de
adaptacion de éste.® Por otra parte, el modelo del progenitor epigenético enuncia que los
primeros cambios que ocurren a nivel de células progenitoras son modificaciones epigenéticas,

afectando la expresion de oncogenes y de genes supresores de tumores.®

Fig. 4. Heterogeneidad en cancer.
(A) Mutaciones que ocurren a nivel
de genoma en regiones codificantes
y no codificantes. (B) Grafico que
muestra el incremento del niumero
de mutaciones en la ultima década.
Los datos se obtuvieron de un
Catélogo de Mutaciones Somaticas
en Cancer (COSMIC). (Imagen
adaptada).t
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2. CAPITULO II: Epigenéica: generalidades y blancos terapéuticos

Debido al aumento en la incidencia y al interés por comprender los mecanismos que
regulan la progresién del cancer, multiples factores e hipétesis se han planteado acerca de la
etiologia de este conjunto de enfermedades. Los mecanismos epignéticos han tomado
relevancia debido a que en éstos se conjunta a los factores de tipo ambiental y los que
involucran el efecto en la expresividad o represidén de ciertos genes debido a procesos de
desregulacion. Hoy en dia, la mayor controversia en el uso de estos blancos terapeuticos para
el disefio de farmacos es el impacto de éstos al momento de administrarse como un tratamiento
de forma crénica o aguda. La complejidad en el disefio de nuevos compuestos bioactivos hacia
estas dianas radica en la falta de selectividad hacia alguna de estas, asi como la falta de
conocimiento en todas las vias de regulacion que se asocian a los mecanismos epigenéticos,
al efecto que éstos tendran a largo plazo, a la caracterizacion del sitio de union y a la
estequimetria de éstos compuestos con respecto a su diana.'® Es por lo anterior que en éste
trabajo busca exponer las distintas dianas e informar de lo que se ha investigado acerca de
sus mecanismos y moléculas bioactivas, entre ellas el nucleo de quinazolina, que fungen como

inhibidores de las mismas.

2.1. Epigenética

El material genético en células eucariontes es una macroestructura compuesta
principalmente por DNA vy proteinas, localizada en el compartimento nuclear. A esta
macroestructura se le denomina cromatina, la cual se clasifica dependiendo del nivel de
compactacion y descompactacion en: heterocromatina (transcripcionalmente inactiva) y
eucromatina (transcripcionalmente activa). La transicion entre ambos estadios es un proceso
dinamico en el que existen 4 niveles de compactacion, los cuales dependen de las necesidades
o etapas del crecimiento de la célula.!" El primer nivel corresponde al cromosoma en estado
de heterocromatina, la cual se encuentra en la etapa de metafase en la mitosis. El segundo
nivel de compactacién involucra una serie de bucles de cromatina dispuestos en forma de
heterocromatina. En este mismo nivel se encuentra una regidon del cromosoma como
eucromatina, al cual se describe como cromosoma de asas de 300 nm o interfasico. Por su
parte, en el tercer nivel, también llamado fibra de 30 nm o solenoide, el DNA presenta un grado
de empaquetamiento de unas 40 veces, manteniéndolo en el estado eucromatico. Finalmente,
el cuarto nivel de compactacion corresponde a la fibra de 10 nm, constituida por la

supraestructura denominada nucleosoma. El nucleosoma esta integrado a su vez por un
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octdmero de histonas (2 unidades de H2A H2B, H3 y H4, respectivamente) y por una histona
que funge como un conector (linker) H1, las cuales se encuentran asociadas al DNA por medio
de interacciones electrostaticas. Las modificaciones epigenéticas al DNA y/o a las histonas

regulan los niveles de empaquetamiento de la cromatina.’’

El término epigenética fue acufado por Conrad Waddington en 1942, al cual le
interesaba comprender el origen de un fenotipo determinado a partir de la interaccion entre el
genotipo y el medio ambiente.'? Con base en sus estudios, se definio a la epigenética como al
estudio de cambios heredables en la funcion génica asociados a la actividad del DNA y RNA
sin producir modificaciones en la secuencia nucleotidica. Asimismo, la epigenética involucra el
estudio de los mecanismos de regulacion genética dependientes de la arquitectura de la
cromatina, la cual conlleva cambios mitéticos y meidticos responsables de la plasticidad
celular.”® Estos mecanismos de regulacién se establecen mediante proteinas expresadas
transitoriamente, o de forma estable, que responden a sefales de desarrollo, estimulos
internos y factores ambientales. Estas enzimas llevan a cabo modificaciones en la estructura
del DNA y de las histonas. En el caso del DNA se tiene como mecanismo de regulacion la
metilacion de nucledétidos con secuencias especificas. Por su parte, las histonas son reguladas
por mecanismos de acetilacion, metilacion, fosforilacion, ubiquitinacion, citrulinacion,
sumoilacién y la adenosin difosfato (ADP) ribosilacion.® Estas modificaciones son realizadas
y reguladas por enzimas, las cuales se han clasificado de acuerdo a su funcién en: escritores

(“writers”), lectores (“readers”) y borradores (“erasers”).

Tales alteraciones de la programacion celular pueden dictar diferencias en la
susceptibilidad a la enfermedad y, por lo tanto, representan blancos terapéuticos potenciales
para intervencién farmacoldgica a nivel de quimioterapia con epifarmacos.'* En las siguientes
subsecciones abordaremos las principales enzimas involucradas en las modificaciones del
DNA e histonas.
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Fig. 5. Las modificaciones a nivel de histonas y DNA son los mecanismos mas importantes en la

regulacion para la expresion de genes. (Imagen adaptada).®

2.2. Blancos epigenéticos

En el ambito de la investigacién de los mecanismos epigenéticos, la regulacion del
cancer ha cobrado mayor importancia en los ultimos 10 afios. Ademas, la creciente evidencia
que involucran a éstos mecanismos recae en la compresion de su mecanismo de accion y el
impacto que éstos tienen en las dos fases aosociadas al desarrollo del cancer. El estudio de
moléculas bioactivas que fungen como inhibidores de estas enzimas o dominios han permitido
la identificacién de potenciales compuestos, algunos de los cuales se encuentran en fases
clinicas y preclinicas. A pesar de los numerosos estudios en el campo, gran parte de la
investigacion todavia se centran en elucidar las funciones biologicas de la mayoria de las
enzimas epigenéticas que se mencionaran a continuacion. Mas alla del problema de la
identificacion de molécucula bioactivas especificas, el reto sigue siendo establecer la extension
biolégica por la cual la accion farmacolégica asociada podria afectar diferentes mecanismos,
tanto en células asociadas a un fenotipo normal como a uno cancerigeno. Este hecho esta
estrechamente relacionado con la validacién adecuada de la diana, por lo cual sigue siendo un

tema controversial y un paso crucial para de descubrimiento de nuevos farmacos.'>16
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2.2.1. Enzimas modificadoras del DNA

La desregulacion de la metilacion del DNA se encuentra estrechamente relacionada a
la aparicion de un gran numero de patologias, especialmente en cancer. Tanto la hipo- como
la hipermetilacion son procesos que se encuentran de forma comun en células malignas, ya
que una disminucion o aumento en la metilacion de las islas CpG (citosina-fosfato-guanina)
conduce a la inestabilidad genémica. Asimismo, algunas islas CpG normalmente no metiladas
en las regiones promotoras de genes especificos se metilan en diversos tipos de cancer, lo
que conduce al silenciamiento anormal de estos genes implicados diferentes vias celulares.
Las enzimas encargadas de estas modificaciones son las DNA metiltransferasas (DNMTs) y

la familia denominada ten—eleven translocation (TETs)."”

2.2.1.1. Metilasas del DNA

En mamiferos, se han identificado cinco miembros principales de DNMTs: DNMT1,
DNMT2, DNMT3a, DNMT3b y DNMT3L.'> DNMT1 es la isoforma mas abundante, la cual esta
implicada en el mantenimiento del patrén de metilacion durante la replicacion del DNA
hemimetilado (es decir, parcialmente metilado), dirigidos predominantemente a CpGs.'?
DNMT2 se asocia a la metilacion de RNA de transferencia; sin embargo, no se ha asociado su
funcion a proceso cancerigenos. DNMT3a y DNMT3b no muestran preferencia por el DNA
hemimetilado y parecen funcionar como metiltransferasas de novo, catalizando la metilacion
de DNA no metilado, principalmente en células madre.'’> DNMT3L carece de los residuos
cataliticos, pero su funcién celular es importante pues incrementa la afinidad y potencia la
actividad de DNMT3a, 3b y otras proteinas efectoras en la remodelacion de la cromatina.’?

En la Fig. 6A se muestra el mecanismo general por el cual las DNMTs llevan a cabo el
proceso de metilacion del DNA en la posicién C5 de la citosina en islas CpGs. El cual fue
comprobado por el grupo de investigacion de Norbert O. Reich mediante resonancia magnética
nuclear, en el cual se observa que antes del proceso de metilacién, es necesario que la base
nitrogenada sufra un cambio conformacional denominado “base flipping”, el cual consiste en
aumentar el grado de exposicidon de la citosina para evitar el impedimento estérico y promover
la reaccion. El primer paso de esta reaccion consiste en un mecanismo concertado que
involucra la protonacién de la amina en C-3 por un residuo de acido glutamico y el ataque de
un residuo de cisteina en la posicién C-6 para dar lugar al producto sustituido. Posteriormente,

el carbono C-5 es metilado por el complejo DNMT-SAM (S-adenosil metionina) para la
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formacion de la S-adenosil homocisteina (SAH), lo que a su vez conduce a la formacién de
una especie reactiva como intermediario (enamina). Finalmente, ocurre una transferencia de
protdn de C-5 y una B-eliminacion de la cisteina en la posicion C-6 de la base nitrogenada, las
cuales conllevan a la estabilizacion y formacion de la citosina metilada.'”:18

La sobreexpresion de DNMTs especificamente las isoformas DNMT1, 3a, 3b se
encuentra asociada principalmente a tumores malignos de colon, mama, prostata y
leucemia.'®-22 Estas células tumorales sufren una reorganizacion epigenética masiva, la cual
involucra la aparicion de fenotipos oncogénicos asociados con una pronunciada
hipermetilacion especifica de CpG en las regiones promotoras de genes supresores de
tumores e hipometilacion generalizada a nivel de promotores de oncogenes, regiones de
microsatélites y secuencias repetitivas.?® La regulacion de estas enzimas con agentes externos
se asocia con la reduccion del desarrollo de tumores y aumento en la expresion de los genes
supresores de tumor, lo que las pondera como blancos terapéuticos potenciales para el disefio

de farmacos (epifarmacos).?*

2.2.1.2. Desmetilasas del DNA

En 2009, el grupo de investigacion de Heintz identificd por primera vez la presencia de
la 5-hidroximetilcitocina (5hmC) en tejido cerebral, la cual se encuentra asociada a la oxidacion
o descarboxilacion por parte de las enzimas denominadas ten-eleven translocation (TETs).?°
Estas enzimas también se encargan de continuar con el proceso oxidativo de la 5hmC hasta
la formacién del acido carboxilico correspondiente (Fig. 6B). Las enzimas TETs reciben su
nombre dada su identificacion en pacientes con leucemia mieloide aguda, en los cuales se
observd una translocacion y fusion de los cromosomas 10 (asociado al gen LCX) y 11
(asociado al gen MLL). A éstas nuevas marcas epigenéticas se les ha relacionado con cambios
dinamicos de metilacion a nivel de DNA vy, por tanto, a su papel en la regulacién de la
diferenciacion y transformacién de células madre (desmetilacion activa y pasiva). Las enzimas
TETs son dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato y Fe?*, las cuales se encuentran
conformadas por tres isoformas (TET1,2,3 e IDAX), las cuales se componen por un dominio
de unién a DNA, denominado CXXC, por la secuencia flanqueante de aminoacidos especificos
encontrados en TET1, TET3 e IDAX y un dominio catalitico rico en cisteinas (ausente en
IDAX).?6 La ausencia de éstos dominios en IDAX y TET2 propicia que actien de manera

conjunta (autorregulacion) y realicen su funcion de desmetilasas como enzimas oxidantes de
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la 5-metilcitocina. En principio, las alteraciones en el estado de metilacion en regiones
promotoras pueden conducir a la activacion de oncogenes normalmente inactivos, o la

inactivacion de genes supresores de tumor con un papel importante en la tumorgénesis.?’

Fig. 6. A. Mecanismo de reaccion de la metilacion del DNA B. TETs involucradas en proceso de

oxidacion de la 5-metilcintocina (5mC). (Imagen modificada).'”:26:27

2.2.2. Blancos modificadores de histonas

Como se menciond anteriormente, el nucleosoma es una supraestructura compuesta
por un octamero de histonas que promueven el empaquetamiento del DNA en el nucleo de la
célula. De este multimero, H3 y H4 son las que presentan el mayor numero de modificaciones
epigenéticas; sin embargo, existen variantes de histonas involucradas en diferentes procesos
cuyas modificaciones impactan en la regulacion y replicacion celular (Tabla 1).28

Las modificaciones post-traduccionales ocurren en el extremo soluble de las histonas,
y dependiendo del tipo de aminoacido involucrado se presentara una modificacion determinada
(Fig. 7).° De estas modificaciones, la acetilacion y metilacién, asi como sus mecanismos
inversos, son las mas estudiadas en los procesos de regulacion epigenética. Por su parte,
existen procesos especificos de regulacion, como lo es la fosforilacién de la Ser10 en la H3, la
cual regula negativamente la di- y trimetilacidon de la Lys9 en la misma histona, manteniendo
el plegamiento en estado de eucromatina; a este proceso se le conoce como “cross talk”. Cabe

mencionar, que las histonas presentan una carga parcial positiva en su superficie al estar
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mayoritariamente constituidas por residuos de lisina (K) y arginina (R), donde ocurren varias

las modificaciones reportadas.

Tabla 1. Ejemplos de variantes de histonas

Nombre de variante de

_ Funcion
histona
Ha1 Se encuentra presente en la mayor parte de modificaciones post-
' traduccionales

H3.3 Tiene un papel fundamental en la activacién transcripcional.

Variante de la H2A en la activacién del cromosoma, es la variante
MacroH2A . . .

de histona mas grande y la mas compacta.

HoAZ Regulacién de la transcripcion y la represion, y tiene un papel
importante en la reparacion del DNA.
* Regula la reparacion ésta variante reemplaza a H2A (y ayuda en
el proceso de sefalizacion mediante la fosforilaciéon

H2AX

* Represion: ésta variante se encuentra en la secuencia de término

de un promotor.

Fig.7. Modificaciones post-traduccionales en los residuos de aminoacidos de las histonas.
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Estos cambios en el panorama epigenético contribuyen tanto a la iniciacion de la
oncogénesis como a la progresion de los fenotipos oncogénicos. Por ejemplo, en células
normales, los promotores de los genes supresores de tumores se enriquecen con
modificaciones que activan su transcripcion (marcas activas), tales como la trimetilacion de la
Lys4 o la monometilacion de Lys9 en H3 (H3K4me3 y H3K9me, respectivamente). Asimismo,
la acetilacién en H4 de los residuos de lisina 5 (H4K5), 8 (H4K8), 12 (H4K12), 16 (H4K16) y 20
(H4K20) activan la transcripcion de estos genes. Por otra parte, las regiones satélites se
enriquecen con marcas represivas, como la dimetilacion en Lys9 (H3K9me2) o trimetilacion en
Lys27 (H3K27me3) de H3 y la acetilacion de Lys16 en H4 (H4K16Ac).®

En las células tumorales, las regiones promotoras de los genes supresores de tumores
se desacetilan y adquieren marcas represivas, como lo son H3K27me3 y H3K9me. En las
regiones repetitivas y satélite, la represidon de la expresion de genes por marcas tales como
metilacion del ADN (Me), H4K20me3, y H3K27me3 se pierden conduciendo a la inestabilidad
cromosdmica/microsatélite.?

Las modificaciones mencionadas anteriormente se encuentran reguladas por un
conjunto de dianas, las cuales se clasifican de acuerdo a su funcién en: “Writers”, “Readers” y
‘Erasers”. En las siguientes subsecciones abordaremos de forma particular las principales

enzimas de cada uno de estos grupos.

2.2.2.1. “Writers”
Es un conjunto de enzimas encargadas de colocar las marcas en los residuos de
aminoacidos correspondientes.® Dentro de este grupo se encuentran principalmente las acetil-

y metiltransferasas de histonas, las cuales abordaremos en las siguientes subsecciones.

2.2.2.1.1. Acetiltransferasas de histonas (HATS)

Las HATs son enzimas que catalizan la transferencia de grupos acetilo a los residuos
de lisina utilizando como donador al acetil-coenzima A (acetil-CoA). En la Fig. 8 se muestra el
mecanismo de transferencia del grupo acetilo en la amina (posicién €) del residuo de lisina,
encontrando en la regién amino terminal de la histona correspondiente. Posteriormente, se
forma un complejo ternario con el sustrato, el cual se acopla a una cavidad (pocket) hidrofébica
préxima al del grupo acetil-CoA. Cabe mencionar que este mecanismo fue propuesto con base

a resultados cristalograficos.'”
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Fig. 8. Mecanismo de acetilacion propuesto de la transferencia de Ac- CoA al residuo de lisina.

(Imagen modificada).'”

La acetilacidn de lisinas en histonas neutraliza la carga parcial positiva de la superficie,
reduciendo la afinidad que existe entre el core del nucleosoma y el extremo soluble. Esto
propicia que la cromatina se relaje hasta un estado de eucromatina, permitiendo el
reclutamiento de la maquinaria transcripcional.?® Por ejemplo, los factores asociados
P300/CBPs se encargan de la co-activacion de genes.® Cabe mencionar que este proceso de

acetilacion es reversible.

2.2.2.1.2. Metiltransferasas

El mecanismo de este grupo enzimas consiste en una sustituciéon nucleofilica
bimolecular en el que se adiciona uno o varios grupos metilo a los residuos lisina y arginina.’”
Dependiendo del tipo de aminoacido, a estas enzimas se les clasifica como metiltransferasas
de lisinas (PKMTs) o de argininas (PRMTs).

Mediante estudios basados en cinéticas de reaccion con isotopos y calculos
computacionales, se han propuesto posibles mecanismos de reaccion de las metiltransferasas,
en los cuales se involucra la formacion intermediarios con tiempo de vida corta y reacciones
del tipo SN2 (Fig. 9A)."” Ademas, estudios cristalograficos mostraron que SAM y SAH adoptan
modos de union diferentes a los observados en enzimas que actuan a nivel de la metilacion
del DNA (ej. DNMTs)."”

Actualmente se sabe que la alteracion del estado de la cromatina, debido a la metilacion
de los residuos de lisina, no esta relacionado a cambios electrostaticos en la region amino
terminal de las histonas, como en el caso de la acetilacion. Por tanto, se ha propuesto que la

modificacién de la estructura de la cromatina se debe al reconocimiento de proteinas
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especificas que reconocen las regiones metiladas, promoviendo alteraciones a través de la
vinculacion directa y la reorganizacién de la cromatina. 3°

La adicidon de grupos metilo a los residuos de lisina por PKMTs da lugar a productos
mono-, di- y trimetilados. Por su parte, las PRMTs producen derivados de mono- y/o
dimetilados, los cuales, a diferencia de los de lisina, pueden generar isomeros simétricos o no
simétricos, los cuales se ilustran en la Fig. 9B. 3

En contraste con la acetilacion de histonas, que generalmente se asocian con la
activacion transcripcional, la metilacion se ha relacionado tanto con la activacion como con

represion, dependiendo del residuo especifico de lisina modificado.?

Fig. 9. Mecanismos de metilacion de los residuos de (A) lisina y (B) arginina por medio de PKMTs y
PRMTs, respectivamente. (A) Metilacion de residuos de lisina por medio de una sustitucion nucleofilica

bimolecular. (B) Proceso de formacién de isémeros dimetilados de arginina. (Imagen modificada). '’
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2.2.2.2. “Readers”

Son dominios encargados del reconocimiento de las marcas colocadas por los “Writers”.
Dominios especificos de estas enzimas tienen afinidad por so6lo un tipo de marca, permitiendo
el reclutamiento de proteinas involucradas en la remodelacion de la arquitectura de la

cromatina.3!

2.2.2.1.1. Bromodominios
Los bromodominios son el "Reader" de las lisinas acetiladas en las histonas,

identificados por primera vez en estudios realizados sobre el gen Brahma en Drosophila
melanogaster. Actualmente se conocen 61 bromodominios codificados en el genoma humano,
los cuales se sabe se asocian a 46 proteinas diferentes, incluyendo a las HATSs, proteinas
asociadas a la cromatina, proteinas transcripcionales Co-activadores, PKMTSs, entre otras.3?

Los bromodominios estan constituidos por 110 residuos de aminoacidos, los cuales se
encuentran organizados en modulos altamente conservados. La estructura terciaria presenta
cuatro hélices levogiras (hélices az, aa, ab y ac) y una pronunciada hendidura entre dos bucles
denominada el bucle ZA y el bucle BC (Fig. 10A). El residuo de tirosina en el bucle ZA y el
residuo de asparagina en el bucle BC estan implicados en el reconocimiento de lisinas
acetiladas (Kac), y se conservan en diversos bromodominios. El reconocimiento de las
regiones Kac por los bromodominios permite regular interacciones proteina-proteina en
distintos procesos celulares, incluyendo la transcripcion y la remodelacién de la cromatina.3?
La Kac forma un puente de hidrégeno con el residuo asparagina y coordinando una molécula
de agua por medio del residuo de tirosina. La region hidrofébica WPF (triptéfano-prolina-
fenilalanina) en el bucle ZA funge como guardian (gatekeeper) del sitio de reconocimiento de
Kac, mediando su reconocimiento y selectividad.3® Las interacciones antes mencionadas
fueron reportadas por Dhalluin y colaboradores a través de estructura cristalografica de un
bromodomino complejado con el péptido acetilado H4K8.3?

En la actualidad, la mayor parte de la investigacion hacia el desarrollo de epifarmacos
contra bromodominios esta enfocada en la identificacion de moléculas pequefias que funjan
como inhibidoras de la familia BET. La familia BET se compone de cuatro miembros, tres de
los cuales (BRD2, BRD3 y BRD4) se expresan de forma ubicua, y BRDT, que se caracteriza

por su expresion limitada a nivel de linea germinal masculina.®?
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Las diferencias funcionales entre BRD2, BRD3, BRD4 y BRDT aun son desconocidas;
sin embargo, se sabe que todas ellas presentan una regidon amino terminal en tandem y estan
normalmente localizados en el nucleo celular. La alta conservacion de la secuencia de
aminoacidos entre los miembros de la familia BET les permite llevar el proceso de translocacion
al nucleo de manera similar. 33

BRD4 es el miembro mas estudiado de la familia BET, puesto que su reconocimiento
del Kac de histonas permite el reclutamiento de factores de transcripcion como, por ejemplo,
el factor positivo de elongacion transcripcional b (P-TEFb). La interaccion de BRD4 con P-
TEFb promueve la expresion génica en la fase G1 y la progresion del ciclo celular. Por tanto,
BRD4 actua como un co-activador transcripcional de una gran variedad de genes celulares.
Esta isoforma también ha sido reportada como marcador de los genes presentes en la
transicion de M/G1, seleccionados para la memoria transcripcional durante la mitosis y la
transcripcion post-mitética en las células hijas. Ademas, BRD4 modula la funcion

transcripcional de c-Myc, resultando en la regulacion de genes dependientes de Myc.3?

Fig.10. Estructura general de los bromodominios y sitios de reconocimiento de Kac. A. Estructura
tridimensional del bromodominio, representando las cuatro alfa-hélices unidas por giros y que

conforman el sitio de union (PDB ID: 3UVW). B. Representacion del potencial electrostatico superficial
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en el que se indica el sitio de reconocimiento a la lisina acetilada. C. Arbol filogenético de la familia de
los bromodominios de humano, el cual consta de 61 modulos en 46 proteinas diferentes. Los niumeros
romanos indican las ocho clases estructurales principales, que resultan de la estructura clasificacion de

los bromodominios. D. Los distintos dominios que conforman la familia BET. (Imagen adaptada) 333

2.2.2.1.2. Proteinas de union a lisinas y argininas metiladas “La familia Real”

2.2.2.1.2.1 Dominios Tudor

El gen Tudor fue descubierto en Drosophila melanogaster en 1985 durante un estudio de
factores maternos que regulan el desarrollo embrionario y la fertilidad. Estos dominios,
presentes en un gran numero de proteinas (ej. SPF30, FXR1/2, X), consisten en un motivo de
60 aminoacidos altamente conservados. Un ejemplo es la proteina expresada en humano por
el gen de la neurona motora de supervivencia (SMN, por sus siglas en inglés), la cual presenta
un dominio Tudor con una estructura terciaria de 5 hojas 3 antiparalelas plegadas en forma de
barril (Fig. 11). Estos dominios fungen como adaptadores moleculares a residuos de lisinas
di- y trimetiladas y residuos de arginina dimetilados, los cuales promueven el ensamblaje de

todo el complejo macromolecular.3*

Fig. 11. Representacion del domino Tudor de la proteina SMN de humano acoplado con una arginina
dimetilada (PDB ID: 4A4E).*®

Otro grupo de proteinas importantes en las que se encuentra este dominio es la
proteina 1 de unién a p53 relacionada con la transformacion (53BP1 o TRP53BP1, por sus
siglas en inglés). Como su nombre lo indica, esta proteina de humano interacciona con p53 y

se asocia con la activacién de factores asociados a la respuesta al dafio del DNA (DDR, por
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sus siglas en inglés). La metilacién de p53 por el dominio Set9 de metilasas promueve la union
de TRP53BP1, lo que conlleva a un aumento en la estabilidad del complejo y la consecuente
activacion transcripcional corriente abajo de genes tales como p21. Dado que el gen p21 esta
involucrado en la progresion del ciclo celular y la reparacion del DNA, su desregulacion altera

diversos procesos celulares.3*

2.2.2.1.2.2. Dominios asociados a tumores cerebrales malignos (MBT)

Los dominios MBT se encargan de la identificacion de modificaciones post-
traduccionales en las regiones amino terminales de las histonas, lo cual se asocia a una gran
variedad de alteraciones en proceso de empaquetamiento de la cromatina.?® En el 2012, el
grupo de investigacion de Arrowsmith comprobd que los dominios MBT reconocen a las lisinas
mono- y dimetiladas en distintas porciones de las colas de las histonas H3 y H4.3¢ Estudios
estructurales realizados por el mismo grupo permitié la identificacion del sitio de union del
dominio MBT. En la Fig. 12A se muestra el sitio de reconocimiento de este dominio y los
residuos encargados de la union de lisinas mono- y dimetiladas. De forma general se observa
que la estructura terciaria esta conformada de laminas 3, precedidas de a hélices. Ademas, se
observa que la lisina monometilada se une al dominio MBT a través de interacciones de tipo

cation-T, o-1T y puente de hidrégeno con los aminoacidos Asp355, Phe379, Trp382 y Tyr386.36

En la Fig. 12B se representa esquematicamente la secuencia de diferentes proteinas,
resaltando a este domino y otros. Los datos secuenciales muestran que los dominios MBT se
presentan generalmente como repeticiones consecutivas en diferentes proteinas. Se sabe que
las repeticiones de los dominios MBT se disponen en multiplos de 2, 3 6 4 (multimeros). Por
su parte, el analisis filogenético de dominios MBT muestra una alta conservaciones secuencial
en diferentes isoformas. Ademas, el estudio permitié identificar a un subgrupo de estas
(ramificaciones coloreadas en rojo) que presentan la conservacion de residuos aromaticos

dispuestos en regiones especificas para el reconocimiento del sustrato.®
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Fig. 12. Analisis de la arquitectura de los dominios de “readers” MBT. A. Representacion de la
estructura terciaria y el sitio de unién del dominio MBT (PDB:2RHY). El acercamiento muestra la
interaccion de una lisina monometilada con los residuos que componen el sitio de reconocimiento. B.
Representacion esquematica de secuencias con dominios MBT (rombos naranjas) y otros dominios, en
el que muestra la longitud y organizacién de este complejo multimérico. C. Arbol filogenético de

dominios MBT presentes en humano. En rojo se resaltan los dominios MBT que presentan cavidades

aromaticas funcionales. (Imagen modificada) 36-38

2.2.2.1.2.3. Cromodominios

El primer cromodominio se identificé a partir de la caracterizaciéon molecular del gen
Polycomb en Drosophila melanogaster, donde se observé que un motivo presentaba alta
homologia secuencial y estructural a la regién N-terminal de Polycomb y proteina 1 (HP1).
Cabe mencionar que éste hallazgo establecio la primera asociacion especifica de HP1 con la

metilacion de la lisina 9 (K9) en H3, proceso relacionado con la represion transcripcional.®®
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Los cromodominios fueron los primeros dominios a los que se logrd caracterizar su
estructura terciaria a partir de la antes mencionada proteina Polycomb de Drosophila
melanogaster. Lo anterior permitié contribuir con ideas clave asociadas a la especificidad del
sitio de reconocimiento, en donde se observo que el sitio se genera a partir de la interaccion
con la lisina metilada y una cavidad aromatica, la cual esta limitada por residuos de tirosina
(Tyr24 y Tyr48) y triptéfano (Trp45) (Fig. 13A). Cabe mencionar que la especificidad de union
no esta exclusivamente asociada a interacciones de tipo hidrofébicas, sino que mas bien se
asocia a interacciones entre la carga positiva de la amina metilada y los orbitales p de los
residuos aromaticos.?® En la Fig. 13B se muestra la interaccion de un péptido de la regién
amino terminal de una histona trimetilada con el surco del cromodominio. Esta interaccion

permite el plegamiento del dominio en forma de barril B tipo sandwich.3°

Fig. 13. Estructuras de los cromodominios. A. EI cromodominio de Drosophila HP1 complejado con
H3K9me3. Rojo: a-hélices, Amarillo: laminas B; Verde: giros B; H3K9me3 se muestra en la parte
derecha. (PDB ID: 3P7J) B. Representacion de la cavidad hidrofébica HP1a. Se observa la cadena

lateral de la lisina H3K9me3. (Imagen modificada)34°

2.2.2.1.2.4. Dominios PWWP

El dominio PWWP forma parte de un segmento proteico eucariético caracterizado por
una regién de aproximadamente 80 aminoacidos con repeticiones tipo Pro-Trp-Trp-Pro, por los
cuales debe su nombre. Los dominios PWWP se encuentra frecuentemente en proteinas
asociadas con la cromatina. En el 2003, el grupo de investigacién de Bycroft determiné la
estructura del dominio PWWP en la proteina SPBC215.07c de Schizosaccharomyces pombe
mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN). La estructura terciaria esta

constituida por dos a hélices seguidas de cinco laminas 3, en las cuales se encuentra el sitio
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de reconocimiento a Lys y Arg metiladas (Fig. 14A). Un analisis comparativo con la estructura
de DNMT3B de mamifero mostré la presencia de un dominio homaologo en la region helicoidal
C-terminal, el cual se encuentra conformado por el motivo Ser-Trp-Trp-Pro (SWWP).4! La
sustitucion de Pro por Ser provoca un reordenamiento en la estructura, favorecida por
interacciones de puente de hidrégeno intramoleculares. 4’

Se ha demostrado que existen varias proteinas con dominios PWWP implicadas en la
regulacion transcripcional y asociadas a represores transcripcionales BS693 e ICO4. Algunos
ejemplos de estas estructuras son los denominados “Bromodomain and PHD Finger
Containing 1” (BRPF1), proteina relacionada con el factor de crecimiento derivado del
hepatoma 2 (HDGF2), piruvato deshidrogenasa fosfatasa 1 (PDP1), DNMTs, entre otros (Fig.
14B). Por su parte, en levadura, se identifico a la proteina ISWI asociada a la remodelacion de

cromatina dependiente de ATP.4!

Fig. 14. A. Representacion del dominio PWWP (PDB: 2L89). B. Superposicion de las estructuras
BRPF1 (PDB: 3M0O8), HDGF2 (PDB: 3QJ6, 3QBY) y PDP1 con dominios PWWP y su interaccion con

segmentos N-terminales de histonas con lisinas trimetiladas. (Imagen modificada)*'*3
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2.2.2.3. “Erasers”
Son las proteinas que se encargan de remover las marcas preestablecidas por los

“Writers”, produciendo cambios en el cddigo de las histonas para establecer nuevos patrones
de activacion o represion. Ademas, intervienen en el recambio de histonas y sus respectivas
variantes con la finalidad de que la secuencia del DNA pueda ser reconocida rapidamente y la

célula responda a un estimulo o efecto (hormonas o dafio). "7

2.2.2.3.1. Desacetilasas de histonas (HDACS)

Son un grupo enzimas responsables de la eliminacién de los grupos acetilo en la region
amino-terminal de las histonas, involucrandose directamente en la remodelacion de la
cromatina. El nivel de acetilacién esta determinado por la actividad tanto de las HDACs como
de las HATSs, por lo que ambas se encuentran estrechamente interrequladas de manera
dindmica. La desacetilacion de histonas refuerza las interacciones electrostaticas entre
histonas (cargadas positivamente) y el DNA (cargado negativamente), lo que conlleva a una
estructura de la cromatina mas condensada y al silenciamiento de la transcripcion de genes.
Ademas, la acetilacién de las histonas tiene un papel significativo en la remodelacion de la
cromatina, la reparacion del DNA y la recombinacion.?

Las HDACs se clasifican en cuatro clases principales de acuerdo al cofactor que
emplean y a su localizacion celular (Fig. 15).44

i) Clase I: Son isoformas dependientes de Zn?*, se localizan en ntcleo y se expresan

de forma ubicua a nivel de tejidos. Este grupo esta compuesto por las isoformas
HDACH1, 2, 3y 8. A diferencia de las primeras tres, la HDACS8 presenta giros 3 en su
estructura con una disposicion espacial muy particular.*®

i) Clase IlI: Al igual que la Clase |, estas enzimas son dependientes de Zn?* y, debido

a su localizacion, se dividen en las subclases lla y lIb. En la primera se encuentran
las isoformas HDACA4, 5, 7 y 9, las cuales se caracterizan por translocarse del nucleo
al citoplasma y viceversa. Por su parte, las isoformas de la clase IIb (HDAC6 y 10)
se encuentran principalmente en citoplasma. Cabe mencionar que HDACG6 presenta
dominios de unién a tubulina.*®

iii) Clase lll: Este grupo de macromoléculas son dependientes de NAD* y presentan

altas diferencias estructurales y secuenciales con las clases restantes, por lo que se

le acuid con el nombre particular de Sirtuinas (SIRTs). Las isoformas que componen
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a esta clase se diferencian dependiendo de su localizacién en los distintos
compartimientos celulares, y son: SIRT1 (nucleo-eucromatina), SIRT2 (citoplasma y
citoesqueleto), SIRT3, 4 y 5 (mitocondria), SIRT6 (nucleo-heterocromatina) y SIRT7
(nucléolo).4®

iv)Clase IV: Esta clase esta constituida unicamente por HDAC11, la cual es
dependiente de Zn?* y se expresa principalmente en sistema nervioso central
(SNC). *

La importancia biolégica de este grupo de estructuras las ha establecido como

importantes dianas terapéuticas de epifarmacos para la terapia del cancer. °

Fig.15. Filograma de las clase de HDACs y representacion de las estructuras tridimensionales de
HDAC2 (PDB: 51X0), HDACS8 (PDB: 5FCW), HDAC4 (PDB: 5A2S), HDACG6 (PDB: 5KH9) y SIRT2 (PDB:
5FYQ).94549
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2.2.2.3.2. Desmetilasas de Lisinas

En 2014, Yang Shi y Thomas Jenuwein caracterizaron al grupo de desmetilasas y las
clasificaron de acuerdo a los dominios presentes en la estructura en dioxigenasas y oxidasas.%°

Las oxidasas presentan 5 dominios estructurales, uno de ellos se encuentra cercano a
la region N-terminal, denominado SWIRM, el cual favorece la interaccién de proteinas
asociadas a cromatina, asimismo el dominio cercano al cual se le denomina AOL-N. En
seguida de éste dominio llamado Torre el cual interacciona con el correpresor co-REST. Otro
dominio es el llamado AOL-C, el cual se une al cofactor FAD* y se encarga de unir al sustrato
en la interfase del sitio catalitico. Los dominios restantes cumplen funciones de estabilizacion
y reconocimiento (Fig.16).3°

Uno de los miembros de esta familia es la LSD1/KDM1, la cual se encarga de desmetilar
a H3K4me1/2 y H3K9me1/2. Esta enzima ha sido identificada en numerosos complejos de
proteinas, las cuales se asocian a regiones promotoras o supresoras de tumor, de forma
dependiente al residuo modificado. Por esta razén, la alta y baja expresion de LSD1/KDM1 se
ha relacionado con la progresion del cancer, donde la sobreexpresién de esta ha sido
caracterizada en un gran numero de neoplasias incluyendo las de préstata, pulmén, mama y

cancer de vejiga, asi como retinoblastoma y neuroblastoma.3°

Fig.16. Mecanismo de desmetilacion por oxidasas. LSD1/KDM1 cataliza la oxidacién de las lisinas
metiladas via una escision oxidativa del enlace a-CH del sustrato, dando lugar a la formacion de la
imina correspondiente y la reduccion del cofactor FAD a FADH2. Posteriormente, el intermediario imina
se hidroliza enzimaticamente para producir una carbinolamina, que libera formaldehido y el residuo de
lisina desmetilado (Imagen modificada). '’

Por otra parte, las enzimas dioxigenasas presentan 2 dominios en las regiones amino y
carboxilo terminales, los cuales son denominados como Jmj-N y Jmj-C debido a que su
estructura cristalografica simulaba la forma de cruz. Estos dominos estan conformados por

sitios cataliticos compuestos y 4 dominios variables (PHD, Tudor, CXXC y dedos de Zinc). El
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mecanismo de desmetilacion de este grupo de enzimas involucra como cofactores al a-
cetoglutarato y al Fe (Il). La reaccién de desmetilacion oxidativa catalizada por el domino Jmj-
C genera un complejo ternario que contiene succinato, el complejo Fe (IV)-oxo y la lisina
metilada (Fig. 17).7 Cabe mencionar que el proceso de desmetilacion a partir de la lisina
trimetilada da lugar a la dimetilada pero no a la monometilada.

Se sabe que el dominio JmjD2-C cataliza la eliminacién de H3K9me2/3 y H3K36me2/3,
y cuya sobreexpresion se ha visto presente en ciertas estirpes celulares como: células
escamosas esofagicas asociadas a carcinoma, osteosarcoma y cancer de mama. Asimismo,
se sabe que la inhibicion de este dominio en lineas celulares reduce el crecimiento celular in
vitro, y su desregulacion aumenta la expresion de Mdmz2, el cual es un regulador negativo de
p53. Dado que el aumento en los niveles de Mdm2 correlaciona directamente con la
disminucién de p53, se sugiere que la regulacién del oncogén Mdm2 a partir de la inhibicion

de este dominio podria mediar su actividad en el proceso tumorigénesis 3°

Fig.17. Mecanismo de reaccion de la desmetilaciéon por oxigenasas. El Fe(ll), complejado con a-
cetoglutarato, transfiere un electron al oxigeno coordinado, dando lugar a un radical superéxido
coordinado con el Fe (lll). El ataque nucleofilico del radical al grupo carbonilo (C2) del a-cetoglutarato
produce un peroxihemicetal biciclico de Fe(lV), con la consecuente descarboxilaciéon del intermediario
paa la formacién del succinato. Posteriormente, se genera un intermediario oxo-Fe(lV) altamente
inestable, y el grupo oxoferrilo abstrae un atomo de hidrogeno del grupo metilo de lisina metilada,
formando un hidréxido de Fe (lll). Finalmente el radical se conjuga para su estabilizacion generando
una carbinolamina, liberando formaldehido y el péptido desmetilado (Imagen adaptada).'”

En la Tabla 2 se resumen las diferentes enzimas modificadoras de histonas abordadas

en el presente capitulo.
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Tabla 2. Enzimas modificadoras de Histonas

Ndmero
Tipo de diana Actividad de Ejemplos y funcién
proteinas
“Writers”
Acetiltransferasas 18 e Dominios con alta conservacion estructural.?®

de histonas (HATS)

e Las marcas de acetilacion generalmente se
asocian a activacion (ej. H3K27Ac.).

Metiltransferasas
(PRMTs &
PKMTSs)

60 e Dominio SET (rico en cisteina): responsable de
la metilacion de histonas y otras proteinas.®’

e PRMTs y PKMTs metilan residuos de Arg y Lys,
respectivamente.®

e Las enzimas mas importantes asociadas a
marcas de activacion son: MLL/ASH
(H3K4Me1/2/3), DOT 1L o KMT4
(H3K79Me1/2/3), y GO9A (H3KOMe1).

e Las metiliransferasas asociadas a las marcas
de represién son: EZH1 (H3K27Me1/2) PRC2
(H3K27Me2/3), SUV39 (H3K9Me2/3) y NSD1 o
KMT3B (H3K361/2/3).%°

“Readers”

Bromodominios

61 o Reader para las marcas de acetilacion.

o Activacion transcripcional (ej. BRD4 funge
como un coactivador).®2

Proteinas de union
a lisinas y argininas
metiladas “La
familia Real”

95 o Dominios Tudor: se unen a Lys dimetiladas
(HnKnMe2), trimetiladas (HnKnMe3) y Arg
dimetiladas (HnRnMe2).°

oDominios MBT: se unen a Lys mono- vy
dimetiladas (HnKnMe1/2) con wuna baja
especificidad en torno a la secuencia.®’

o Cromodominios: se une de manera secuencio-
especifica a Lys trimetiladas (HnKnMe3).%

o Dominios PWWP: se unen tanto a DNA como a
Lys metiladas (HnKnMe3). 4!
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Tabla 2. Enzimas modificadoras de Histonas (continuacion)

Numero
Tipo de diana Actividad de Ejemplos y funcién
proteinas
“Erasers”
Desacetilasas de 17 = HDACs clases |, lIb & IV; tienen afinidad por
Histonas (HDACs) sustratos de histonas y no histonas.'
¢ HDAC Il (Sirtuinas): Tienen actividad de
desacetilasa y de ADP-ribosilasas.'
Desmetilasas de 25 » Reconocen marcas de histonas. Ejemplos de
Lisinas [F oxidasas: KDM4A de Me3 > Me2 en H3K9me
K——K (regula negativamente la union de HP1 a su

marca) y KDM5 de Me3 = Me2 en H3K4me.*°

= Son tejido especifico. Ejemplos’®%°
« KDMZ1A en meiosis en testiculos.
« KDM3A en testiculo.
«» KDM4A en diferenciacion de musculo
esquelético.

» KDM4B en sistema hematopoyético y
6rganos reproductores.

% KDMA4C en linfocitos T y B y en auto-
renovacion de células madre.

% KDMS5B en 6rganos reproductores.

Lo que respecta a la oxigenasas se han
reportado 25 isoformas.
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CAPITULO 1lI

COMPUESTOS BIOACTIVOS CONTRA BLANCOS
EPIGENETICOS
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3. CAPITULO Ill: Compuestos bioactivos contra blancos epigenéticos

Los farmacos quimioterapéuticos convencionales son agentes citotdéxicos que inducen
la muerte celular por diversos mecanismos, actuando principalmente en células cancerosas
con un potencial ilimitado en su division. Sin embargo, su baja selectividad también afecta a
células normales que se dividen rapidamente, por lo que son agentes altamente toxicos.%?

Por su parte, los epifarmacos son agentes que regulan la actividad de blancos
epigenéticos, los cuales cambian el patrén de expresion génica de las células cancerosas y
las reprograman para invertir su condicion maligna hacia un estado menos agresivo,
quimiosensible, inmunosensible y con un fenotipo “estandar’.®'” En las siguientes
subsecciones abordaremos las moléculas bioactivas mas importantes que actuan en los

principales blancos epigenéticos.

3.1. Inhibidores de las DNA metiltransferasas (DNMTSs)

Los inhibidores de DNMTs se clasifican de acuerdo a su estructura quimica en dos
principales categorias: nucleosidicos y no nucleosidicos (Fig 18). En el primer grupo se
encuentran los profarmacos analogos de citidina (nucledsido de citosina), los cuales son
fosforilados e incorporados al DNA durante la replicacion. Su alta homologia con el sustrato
les permite ser reconocidos por las DNMTs, lo que da lugar a la retencion irreversible de estas
enzimas. %3 Dentro del grupo de epifarmacos nucleosidicos aprobados por la FDA (Food &
Drug Administration), se encuentran la 5-aza-citidina (5-azaC, Vidaza®) y 5-azadeoxicitidina
(5-azadC, Dacogen®, Decitabina®). Otro inhibidores de este grupo son los analogos de la
nucledsido 2'-desoxicitidina, los cuales presentan un grupo nitrogenado en la posicion C-5, lo
que impide que la DNMT metile a su sustrato.?

El grupo de compuestos no nucleosidicos se clasifica de acuerdo a su fuente de
obtenciéon en: productos naturales, compuestos sintéticos, compuestos prototipo (hits) y
farmacos reposicionados.%*

Los farmacos no-nucleosidicos provenientes de productos naturales han sido las
principales fuentes de uso clinico. Algunos de los productos naturales mas importantes
asociados con la inhibicion de los DNMT o con propiedades hipometilantes son: Nanaomicina
A (Fig.18) y el galato de epigalocatequin-3-ilo (epigallocatechin-3-gallato, EGCG). El primero
de ellos es un agente antibidtico y antifungico aislado de actinomicetos; mientras que el

segundo es una catequina extraidos de los tés verde, blanco y negro.%3

34



CAPITULO Il

La clasificacion de los llamados compuestos sintéticos se ha usado para aquellos
principios activos que se han obtenido mediante procedimientos de optimizacion sintética
realizadas a estructuras prototipos con el propdsito de incrementar la actividad, reducir efectos
colaterales y facilitar su administraciéon y obtencion. Algunos de las moléculas obtenidas por
esta via son los compuestos SGI11027, compuesto 1 y compuesto 2 (Fig.18).%3

El cribado virtual es una técnica computacional que involucra la evaluacién de grandes
bases de datos de compuestos para la identificacion de nuevas estructuras “hits”. Esta
metodologia permitié encontrar al compuesto NSC14778 a partir del empleo de un modelo por
homologia de la DNMT1 de humano.5® Posteriormente, un estudio de similitud molecular
realizado con esta estructura identificé a la olsalazina (farmaco antiinflamatorio aprobado)
como un nuevo agente hipometilante de DNA.% La identificacion de este Ultimo compuesto cae
dentro de la categoria de reposicionamiento de farmacos, asi como el caso de la hidralazina
(antihipertensivo) y la procainamida (anestésico local), los cuales también demostraron tener

actividad contra DNMTs.5°

Fig. 18. Estructura quimica de algunos inhibidores de DNMTs: andlogos nucleosidicos (amarillo),
productos naturales (verde), compuestos sintéticos (lila), por cribado virtual (rojo) y reposicionamiento

de farmacos (azul) (Imagen adaptada).*®
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3.2. Inhibidores de las enzimas modificadoras de histonas

La regulaciéon de las enzimas modificadoras de histonas resulta ser uno de los
mecanismos mas atractivos para el disefio de farmacos debido a la gran diversidad de blancos
terapéuticos implicados. En las siguientes subsecciones abordaremos los ejemplos de

inhibidores mas representativos en cada uno de los tres grupos de enzimas (Fig. 19).

3.2.1. “Writers”
3.2.1.1. Inhibidores de HATs

El acido anacérdico es un producto natural proveniente de la corteza de la castafia de
anacardo (Anacardium occidentale), la cual se encontré que inhibe a las HATs p300 y PCAF,
alterando los niveles de transcripcién génica mediada por NF-kB. La estructura quimica de
este inhibidor se ha empleado como punto de partida para el desarrollo de nuevos inhibidores
tales como el malonato de alquilideno (MG149). Este derivado del acido anacardico demostré
una alta selectividad hacia el tipo MYST de HATSs, suprimiendo eficazmente la hiperacetilacion
inducida por el acido suberanilohidroxamico (N'-hydroxy-N*-phenylbutanediamide, SAHA). Sin
embargo, los intentos de optimizar esta clase de compuestos no resultdé un en aumento de
potencia y/o selectividad, lo que se podria atribuirse principalmente a la alta reactividad de

isotiazolonas para tiolatos.?°

Fortuitamente, un estudio de cribado virtual permitié la identificacion de C646 como
molécula prototipo, el cual demostrd ser un agente selectivo, potente y con alta permeabilidad
para fungir como inhibidor de p300. De forma similar, un estudio de cribado virtual reciente
identifico a un nuevo inhibidor permeable a células que expresan p300 (C2_Zheng),

presentando actividad en las mismas concentraciones que C646.29:5

3.2.1.2. Inhibidores de metiltransferasas

DeCarlo y colaboradores identificaron un conjunto de farmacos provenientes de fuentes
naturales [(+) Caetocina, cetomin y 6-acetilbis(metiltio)-gliotoxina] con potencial actividad
inhibitoria de metiltransferasas, a partir de un estudio de cribado virtual de una base de datos
de antibioticos.%” Estos compuestos mostraron actividad inhibitoria sobre dos tipos especificos
metiltransferasas: G9a y SUV39, las cuales estan asociadas a la metilacion de H3 en la lisina

9 (H3K9).%8 Los estudios realizados a este grupo de compuestos demostraron que compiten
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por el dominio de unién de SAM, el cual funge como cofactor en este tipo de reacciones.
Asimismo, el estudio permitié identificar un grupo de moléculas con quinazolinas como
estructura base (scaffold). Las estructuras, e informacion biolégica de estas moléculas, se
abordan en el Capitulo IV del presente trabajo.

Otro tipo de inhibidores son los basados en la estructura de SAM, los cuales se
disefiaron de forma homodloga a los farmacos nucleosidicos contra DNMTs. En estos
compuestos se incluyeron sustituyentes alifaticos para mimetizar las propiedades estructurales
del residuo de lisina (Aza-AdoMet, compuestos 3 y 4). Estos compuestos mostraron
selectividad hacia la metiltransferasa DOT1L asociada a la marca H3K79.30:59.60

SAH es un subproducto del mecanismo de metilacion y un agente fisiolégicamente
activo que regula indirectamente la actividad de las metiltransferasas dependientes de SAM.
Dada su homologia estructural, el compuesto 3-Deazaneplanocina A (DZNep) interrumpe la
homeostasis mediada por SAH, por lo que se le considera como un modulador de marcas de
metilacion globales al reducir la actividad de diferentes metiltransferasas.3°

El compuesto AZ505 se identificd recientemente mediante ensayos biologicos de
cribado de alto rendimiento (HTS, por sus siglas en inglés) como un potente y selectivo

inhibidor de SMYD2, la cual es una metiltransferasa asociada a la marca H3K36.3°

3.2.2. “Readers”
3.2.2.1. Inhibidores de bromodominios

Como se mencion6 anteriormente, la mayoria de los inhibidores de este tipo de enzimas
se enfocan en la regulacidén de los integrantes de la familia BET. Los inhibidores de los
bromodominios se clasifican en 2 grupos principales: (i) los que mimetizan la acetilacién de los
residuos de lisina y (ii) los que mimetizan la forma no acetilada de estas estructuras.3?

Las estructuras que mimetizan la forma no acetilada contienen pequefos sustituyentes
que se acoplan al sitio de unién de la lisina acetilada, con la diferencia de que estas moléculas
no forman un puente de hidrogeno con una de las asparaginas del sitio, la cual se encarga de
“anclar” los péptidos con lisinas acetiladas. Un ejemplo es la isquemina, la cual bloquea la
unién del péptido e inhibe directamente la lectura de la lisina acetilada del modulo del
bromodominio.3?

Por otra parte, la segunda clase de inhibidores del bromodominios (ej. I-BET762) incluye

pequenas moléculas que se conectan directamente al médulo proteico formando puentes de
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hidrogeno con el residuo de asparagina antes mencionado, de tal forma que imitan el modo de
union de la lisina acetilada.®' El farmaco I-BET762 es una triazolodiazepina desarrollada por
Glaxo SmithKline (GSK) como un inhibidor selectivo de BET, el cual fue identificado a partir de
una busqueda de HTS con farmacos antiinflamatorios y como potenciadores de la expresion
de apolipoproteina A-1 (ApoA1).%" De forma paralela, la empresa Mitsubishi Tanabe Pharma
identifico al farmaco JQ1 (estructura no mostrada), el cual presenta una estructura similar a la
del farmaco anterior al poseer un nucleo base de triazolotienodiazepina y al mostrar una
actividad inhibitoria selectiva por el domino BET.62

Otro farmaco en etapa de desarrollo es RVX208 (también conocido como RVX000222),
el cual es una quinazolona que actualmente se encuentra en ensayos clinicos de fase 3 en
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y con enfermedades cardiovasculares. Cabe mencionar,

que esta molécula parece unirse selectivamente a la regién BD2 de la isoforma BRD4.32:33

3.2.2.2. Inhibidores de “La Familia Real”

Debido a que los integrantes de ésta familia presentan una alta homologia estructural,
los compuestos que se han identificado muestran actividad inhibitoria conjunta. Dentro de este
grupo se encuentran los compuestos UNC1021, UNC1079 y UNC1215, cuyas pruebas con
todos los dominios de esta familia mostraron una mayor actividad en L3MBTL3, el cual es un
miembro de los “Readers” con el dominio MBT. Ademas, UNC1215 fue el primer compuesto
considerado como “sonda quimica” para el estudio de los dominios de “Readers” asociados a

la metilacion, puesto que muestra un amplio espectro de actividad hacia estas dianas.3’

3.2.3. “Erasers”
3.2.3.1. Inhibidores de HDACs

Varios estudios computacionales han permitido definir un modelo farmacoférico del sitio
de union de este conjunto de enzimas, en cual se compone de: (1) un grupo de unién a zinc
(ZBG) para quelar al ion catalitico, (2) un grupo “cap” que se une a la superficie de la cavidad
del sitio activo y (3) un linker que interconecta ambas regiones.®® Estas hipotesis del
farmacoforo sugieren que las moléculas que presentan estos grupos confieren alta selectividad
de los compuestos entre diferentes isoformas.6?

El Vorinostat (SAHA) y la Tricostatina A (TSA) son algunos de los compuestos mas

estudiados, su mecanismo de accion consiste en coordinar al ién Zn?* con un sustituyente de
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acido hidroxamico. Cabe mencionar que este propiedad de interaccion se ha considerado
como el principal mecanismo de inhibicion de HDACs.'? Sin embargo, el metabolito del acido
hidroxamico (hidroxamatos) tienen una farmacocinética deficiente debido a una rapida
depuracion renal, ademas de presentar alta toxicidad debido a su inespecificidad. 2

Por otra parte, existen inhibidores de la actividad de HDACs que carecen de la fraccion
de acido hidroxamico, como lo son el &cido butirico y valproico.'? La potencia de estos acidos
grasos de cadena corta se ve afectada por la longitud de la misma, debido a que se limita el
grado de contacto con la cavidad catalitica de HDACs. Sin embargo, existen algunas hipotesis
de que los acidos grasos de cadena corta median la inhibicion de HDAC mediante
interacciones hidrofobas no especificas, que involucra la interaccion con residuos superficiales
situados en la entrada de la cavidad enzimatica.®*

Los compuestos antes mencionados, junto con Romidepsina, Panobinostat,
Belinostat, Chidamida, Etinostat, conforman el grupo de farmacos aprobados por la FDA

para el tratamiento de enfermedades como linfomas de células T y mieloma multiple. 7

3.2.3.2. Inhibidores de desmetilasas
3.2.3.2.1. Oxidasas LSD1/KDM1

Los inhibidores de oxidasas se clasifican de acuerdo a la estructura en los que fueron

disefiados, por lo que se encuentran agrupados en: (i) basados en la estructura de los
inhibidores de monoaminooxidasas (iIMAO), (ii) basados en la estructura del sustrato y (iii)
basados en la estructura de poliaminas.

i) Basados en la estructura iIMAO. Dado que los sitios cataliticos de LSD1/KDM1 y las
MAOs A y B comparten una homologia significativa, aunado su dependencia del
cofactor de flavina, se evaluaron varios iIMAOs conocidos contra LSD1/KDM1. De
este grupo destacaron los compuestos 27 y 29, los cuales se caracterizan por
presentar un sustituyente en comun de ciclopropilamina.3°

i) Basados en la estructura del sustrato. Tomando como referencia la estructura de la
lisina metilada, el grupo de investigaciéon de DeCarlo se dio a la tarea de sintetizar
una serie de pseudopéptidos con residuos de lisinas modificados (ej. compuestos
35 y 36). Como era de esperarse, los compuestos mostraron actividad inhibitoria
competitiva de LSD1/KDM1 por su sustrato.3°
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iii) Basados en la estructura de poliaminas. Ademas de las MAO, LSD1/KDM1 también

muestra una alta homologia secuencial con las N-acetil poliamina oxidasas (APAO)
y espermina oxidasas (SMO) dependientes de FAD. En particular, los dominios
cataliticos de SMO y LSD1/KDM1 comparten una homologia de 60% en sus
cadenas de aminoacidos. Por esta razon, se explordé una serie de analogos de
poliaminas relacionados con la espermina que incorporan motivos estructurales del
tipo guanidinas y biguanidinas, las cuales se sabe inhiben SMOs y APAOs. De esta
serie de estructuras, se encontré que algunos de las moléculas, como lo fueron los

compuestos 39 y 40, tienen capacidad de inhibir a LSD1.30

3.2.3.2.2. Dioxigenasas JmjD2

Al igual que los inhibidores de oxidasas, los inhibidores de dioxigenasas fueron

disefiados tomando como base ciertas estructuras, por lo que se dividen en: (i) analogos del

2-oxoglutarato y (ii) basados en la estructura del acido hidroxamico.

i)

Analogos del 2-oxoglutarato. Los intentos iniciales de dirigirse a la subfamilia JmjD2
de las desmetilasas de histonas fue a través del disefio de analogos basados en la
estructura del cofactor 2-oxoglutarato. Con base en este concepto, se identificé al
N-oxalil glicina (NOG); sin embargo, mostro una actividad inhibitoria débil de
JmjD2E. El analisis estructural de la unién de NOG a JMJD2E sugirié que el sitio de
acoplamiento era distinto al sitio esperado del cofactor. Estos hallazgos llevaron a
la evaluacion de una serie de derivados de Noxalil-D-tirosina como inhibidores de
JmjD2E, en donde los ésteres sulfonato sustituidos (ej. compuestos 48 al 50) fueron
los que mostraron la mayor potencia.3°

Basados en la estructura del acido hidroxamico. Debido a que tanto HDAC [Zn (II)]
como JmjDs [Fe (I1)] presentan metales como cofactores del sitio activo, se propuso
disenar compuestos homologos a los inhibidores de las HDACs. Con base en esto,
se sintetizé una serie de compuestos que poseian al sustituyente hidroxamato (ej.
compuesto 57 y 58), los cuales se complejan con el cofactor al igual que en los
inhibidores de HDACs.%°

Es importante mencionar que dentro de este grupo de inhibidores se han encontrado

nuevos compuestos que poseen a la quinazolina como estructura base, y de los cuales

hablaremos mas adelante.°
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Fig.19. Estructura quimica de inhibidores de las enzimas modificadoras de histonas. En la tabla inferior

se enlistan las claves de algunos compuestos bioactivos identificados como inhibidores .°
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Tabla 3. Tabla de las ventajas y desventajas asociadas al disefio de nuevos compuestos bioactivos

contra estas dianas epigenéticas.

Blanco
epigenético

Ventajas

Desventajas

Modificacion a nivel del DNA

DNMTs

Desde el 2004 se conocen agentes
inhibibores de DNMTs aprobados
por la FDA empleados para el
tratamiento de leucemia mieloide
aguda y sindromes
mielodisplasicos.®

Presentan un efecto sinérgico en la
combinacién con otros tratamientos,
reduciendo la dosis y asi los efectos
secundarios.

La nanaomicina A se ha
identificado como inhibidor selectivo
de DNMT3b por medio de pruebas

bioldgicas.®”

La unidon covalente y baja

selectividad de farmacos
inhibidores nucleosidicos se ha
asociado a la desregulacion en la
represion de oncogenes vy, por
tanto, a su alta toxicidad.

A la fecha no se ha logrado elucidar
el mecanismo de accion de algunos
productos naturales. Ej. acido
lacéico A y genistein 6869

Las isoformas presentan dominios
altamente conservados, por lo que
el disefio de moléculas bioactivas

selectivas resulta ser un reto.”®

Modificaciones a nivel de histonas

“Writers”

HATs

Se han identificado compuestos
inhibidores de estas enzimas por
medio de cribado virtual como por e;j:
C646 y (C2_Zheng) como agentes
selectivos y con alta permeabilidad
(Sin  reportes de resultados

clinicos).?®

Debido a que es un proceso
dinamico el inhibir cualquiese de
estas enzimas, podria afectar la
expresion de genes supresores de
tumor. Este proceso es
dependiente de tiempo en el que el
compuesto interactue con las
enzimas.

El malonato de alquilideno
(MG149) presenta baja selectividad
debido a la alta reactividad de los

sustituyentes.”"

42



CAPITULO Il

Tabla 3. Tabla de las ventajas y desventajas asociadas al disefio de nuevos compuestos bioactivos

contra estas dianas epigenéticas. (Continuacion)

Blanco
epigenético

Ventajas

Desventajas

HKMTs y HRMTs

Los compuestos Aza-AdoMet, 3 y4
muestran alta selectividad hacia
DOT1L.7?

La mayoria de las moléculas
bioactivas reportadas para estas
enzimas presentan alta selectividad,
evitando la expresion o represion de

ciertos genes caracteristicos.

El tiempo de interaccion de los
compuestos es dependiente de la
actividad de las metiltransfersas
para generar lys o arg mono, di o
trimetiladas. Esto ultimo no ha sido
evaluado en las moléculas
mencionadas en el presente
trabajo, por lo que seria util por el

efecto que pudiese generar.

“Readers”

BRDs

El cribado vitual ha permitido el
descubrimiento de un gran numero
de inhibidores, principalmente para
BRD4, los cuales han mostrado alta
selectividad y potencia.®?
Se tiene una basta informacion

estructural de estos dominios
(Rayos X, RMN, entre otros).®"
moléculas

Se han reportado

bioactivas en ensayos clinicos
especificamente contra diabetes
mellitus tipo 2 y con enfermedades

cardiosvasculares. Ej. RVX208.33

Los inhibidores BRDs no se han
probado en ensayos pre-clinicos o
clinicos contra el cancer.

La inhibicion de éstos dominios
puediesen generar la
desregulacion en la expresion y/o
represion de genes, por lo que el
diseio de compuestos deberan
cumplir una funcion moduladora. A
la fecha no se han reportado

estructuras que funjan como

moduladores.

“La familia real”

Se han identificado compuestos (E;.
UNC1021, UNC1079 y UNC1215)
con alta selectividad y potencia
contra blancos como L3MBTL3, los

cuales presentan dominios MBT.”3

Debido a la alta homologia entre
estos blancos, los compuestos
identificados son poco selectivos, lo
cual ha dificultado la identificacion
de nuevos farmacos.

selectividad

La baja podria

repercutir en la expresién y/o
represion de genes supresores de

tumor y oncogenes.
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Tabla 3. Tabla de las ventajas y desventajas asociadas al disefio de nuevos compuestos bioactivos

contra estas dianas epigenéticas. (Continuacion)

Blanco _ _
) . Ventajas Desventajas
epigenético
“Erasers”
Se tiene un gran numero de
farmacos aprobados por la FDA. Por _
) ) ) e Debido a que es un proceso
ejemplo: Romidepsina, _ _ o _
) ) dinamico el inhibir cualquiera de
Panobinostat, Belinostat, _ )
] ] ] estas enzimas, podria afectar la
HDACs Chidamida y Etinostat.?®

Hay inhibidores selectivos hacia las
distintas isoformas de las HDACSs,
por lo que esto reduce la presencia

de efectos adversos.*4

represion de oncogenes, esto es
dependiente de tiempo en el que el

compuesto interactue.

Desmetilasas de
histonas
(oxidasas y

dioxigenasas)

Varios de los compuestos han
presentado resultados favorables al
evaluarse en osteosarcoma, cancer
de mama, células
esofagicas. Ej. UNC0638, MC2694 y

E11.10

escamosas

El proceso de inhibicibn es
independiente de la marca y su
asociacion a la expresion o
represion de genes, por lo que su
regulacion podria involucrarse en

procesos normales.

Tabla 4. Blanco epigenéticos y el desarrollo de nuevas moléculas bioactivas para el tratamiento del cancer

Blancos Farmacos . Ligandos Datos
epigenéticos aprobados Ensayos clinicos conocidos estructurales
DNMTs o ° ° °
HATs . °
HKMTs y HRMTs ° °
BRDs ° °
“La familia real” ° °
HDACs ° ° ° °
Desmetilasas ° °
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CAPITULO IV

ANALOGOS DE QUINAZOLINA CONTRA BLANCOS
EPIGENETICOS
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4. CAPITULO IV: Analogos de quinazolina contra blancos epigenéticos

En 1970, John Davoll fue uno de los primeros investigadores en integrar el nucleo de
quinazolina a moléculas bioactivas, esto marco el inicio del uso de este tipo de compuestos
como antifolatos para el tratamiento de leucemia.”* Desde de entonces, diversos grupos de
investigacion se han enfocado en el desarrollo de farmacos con este nucleo heterociclico para
el tratamiento de diversos padecimientos principalmente a enfermedades relacionadas con el

cancer y para el tratamiento de parasitosis.”

La quinazolina es considerada una estructura privilegiada debido a que por si misma
presenta actividad biologica contra distintas dianas terapéuticas. Esta estructura base
(scaffold) consiste en un nucleo aromatico biciclico compuesto por un anillo de benceno y un
anillo de pirimidina (Fig. 20).74 Actualmente, diversos farmacos presentan este scaffold como
componente principal en su estructura, por ejemplo: Lapatinib (Tykerb®), Trimetrexato
(Neutrexin®), Prazosina (Minipres®), Erlotinib (Tarceva®) y Vandetanib (Caprelsa®), los

cuales tienen actividad antineoplasica y/o antiparasitaria (Fig. 20).74

Fig. 20. Representacion de la estructura quimica del nucleo de quinazolina y algunos ejemplos de

farmacos aprobados.

Para el caso de los blancos epigenéticos correspondientes al proceso de metilaciéon y
desmetilacion del DNA, no se han evaluado analogos de quinazolina con actividad inhibitoria
hacia algunas de estas dianas. La busqueda bibliografica confirmé la ausencia de registros de
estas moléculas como inhibidores de enzimas involucradas en la metilacion del DNA (DNMTs)

y de las que estan involucradas en el proceso contrario (TETS).
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En las siguientes secciones abordaremos los principales derivados de quinazolina con

actividad inhibitoria contra las siguientes enzimas modificadoras de histonas: (i)
metiltransferasas (G9a y GLP), (i) bromodominios (BRDs), (iii) desacetilasas (HDACs y SIRTs)

y (iv) desmetilasas (LSD1/KDM1).

4.1. “Writers”
4.1.1. Inhibidores de metiltransferasas

En 2009, el grupo de investigacion de Jian Jin realizdé un estudio identificando a BIX-
01294 como inhibidor selectivo por medio de cristalografia. A partir del cual se propuso un
estudio estableciendo la relacién estructura-actividad (SAR, por sus siglas en inglés)
evaluando la actividad inhibitoria de 13 derivados de la 2,4-diamino-6,7-dimetoxiquinazolina

contra la enzima G9a (Tabla 5).7®

Tabla 5. Estructura quimica de los inhibidores de quinazolina con actividad inhibitoria contra G9a

R
o]
N| X “CH,
J\ =
R* N R’
G9a ICso (uM) G9a ICso (uM)
Clave del
R? R? R3
compuesto
Ensayo Thioglo Alpha Screen

BIX-01294 " WNS OCHs 0.1 0.29

o, @

‘ 3
2b HBC\NCL T OCHs 0.33 0.23

. O
AW N

‘ \CHa

2c HQ T OCHs <30% de >10
NH Q} inhibicion a 1 yM

‘ \CHa

2d 1 OCHs <30% de >10

inhibicién a 1 uM
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Tabla 5. Estructura quimica de los inhibidores de G9a (continuacion)

Clave del

G9a ICsp (UM) G9a ICxo (M)

R? R? R3 B
compuesto
Ensayo Thioglo Alpha Screen
2e Q T OCHs <30% de >10
NH Qj inhibicién a 1 yM
AN N
‘ \CHa
2f A T OCHjs <30% de 5.1
v Q} inhibicion a 1 uM
| \CHa
29 A T OCHj3 <30% de 5.8
m'iilimh Q} inhibicion a 1 uM
\CH3
2h MOy N OCHs 0.68 0.20
O,
NH H,.C
|
2i HSC\Q O‘:@; OCHs 0.55 0.61
NH
|
2j H3C\Q ﬁN}i OCHs 1.6 0.81
w0
|
2l HiC Q o~ OCHs 1.1 0.90
NH H3C/
|
2m H3°\Q Cl OCHs <30% de 9.1
NH inhibicién a 1 yM
|
UNC0224 HsC\Q W% O(CH2)3N(CHs)2 0.106 0.29
o
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Para evaluar la capacidad inhibitoria contra G9a se emplearon dos ensayos: (1)
monitoreo de la concentracion de SAM (ensayo de inhibicion de G9a Thio-Glo) y (2)
determinacién del nivel de metilacion a nivel de histonas (ensayo Alpha Screen).2%76 En este
estudio, los autores analizaron el efecto de los sustituyentes en las posiciones 2, 4 y 7 de la
quinazolina tomando como referencia la estructura del compuesto BI1X-01294.

Como primer objetivo, los autores se enfocaron en reducir el peso molecular y
liposolubilidad del sustituyente en la posicion 4 del nucleo de quinazolina, donde observaron
que el reemplazo de la 1-bencilpiperidin-4-ilamina de B1X-01294 por 1-metilpiperidin-4-ilamina
(2b) permitio la conservacion de su capacidad inhibitoria. 7® Para el caso de la posicién 2, se
observd que el sustituyente metildiazepina presentd los mejores resultados de actividad, en
comparacién con los derivados de metilpiperazina (2h), piperidina (2i), morfolina (2j),
dietilamina (2k), la dimetilamina (2l) y cloro (2m). Esto utlimo sugirié que este grupo funcional
era clave para la interaccion con la enzima G9a. Por ultimo, el reemplazo del metoxilo en la
posicion 7 por un grupo 2-(dimetilamino)etoxilo (UNC0224) mejord significativamente la
potencia y afinidad (Kd=2.3 nM) del compuesto hacia G9a, lo cual se asocio a que ésta cadena
podria mimetizar al residuo de lisina.

El analisis de interaccion propuesto a partir de estas modificaciones se validé mediante
la cristalizacion por rayos X del complejo G9a-UNCO0224, siendo el primer complejo
experimental de esta enzima con un inhibidor (PDB: 3K5K, Fig. 21)’’. La estructura del cristal
mostré que el sustituyente de la amina secundaria en la posicién 4 no interactua con la
estructura de la enzima, explicando el por qué su modificacion no mostré alteraciones en la
actividad al conservar la interaccion con Asp1083. Asimismo, se confirmd que el sustituyente
del diazepano desempafia un papel importante al interactuar con el Asp1074, por lo que la
reduccion o eliminacion de este ciclo impacta de forma negativa a la actividad. Finalmente, la
disposicion del sustituyente 2-(dimetilamino)etoxilo confirmé su orientacion hacia el sitio de
reconocimiento de la lisina al interactuar con la cadena principal de la Leu1086, explicando a
su vez su alta afinidad y actividad inhibitoria contra G9a.
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Fig. 21. Estructura cristalografica del complejo G9a-UNC0224 (PDB: 3K5K).”” El compuesto UNC0224
se muestra en color naranja y SAH en color verde.

En 2012 el grupo de investigacién de DeCarlo sintetizé una serie de nuevas estructuras
tomando como referencia las estructuras de BI1X-01294 y UNCO0224, en donde evaluaron la
constante de disociacién en las enzimas G9a y GLP. Cabe mencionar que ambas enzimas
presentan una homologia del 80%, por lo que los autores esperaban observar resultados

similares para ambos blancos.3°

Fig. 22. Derivados de quinazolina sintetizados por el grupo de DeCarlo en 2012.

Al igual que en el estudio anterior, se modificaron las posiciones 2, 4 y 7 de la
quinazolina, lo que resultd en la obtencion de los compuestos E72, UNC0321 y UNCO0638.
Para el caso de E72, se modifico el nucleo de 1-metildiazepano por una cadena de poliamina,
donde se buscaba mantener la longitud del sustituyente para conservar la interaccién con
Asp1074. Ademas, se adiciond una alquilamina en la piperidina de la posicion 4 con el objetivo
de que esta interactuara con la enzima, a diferencia de los compuestos de referencia.
Finalmente, en la posicion 7 se aumentd la longitud de la cadena alquilica y se intercambio la

amina terciaria por una amina primaria, dado que la enzima reconoce preferentemente este
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patréon de sustitucién. Sin embargo, los resultados de actividad contra G9a y GLP mostraron
un decremento en la potencia.

Por otro lado, la propuesta del compuesto UNC0321 buscaba evaluar el efecto de
modificar la cadena alquilica de la posicién 7 por un poliéter para aumentar el numero de
interacciones con la enzima G9a. A pesar de que el valor de ICso0, de este compuesto mostro
una mejoria en comparacion con UNC0224 y el valor de Ki indicd que este ultimo tiene mayor
afinidad por la enzima que el compuesto sintetizado.

Finalmente, para el compuesto UNC0638 se variaron las posiciones 4 y 7, donde en la
primera se intercambid el metilo de la piperidina por un isopropilo y en la segunda se redujo el
tamano de la cadena y reemplazo la dimetilamina por pirrolidina. Con estas modificaciones se
logré aumentar el traslado de la molécula en las células y mantener la potencia. Ademas, el
compuesto inhibié competitivamente al sustrato (lisina) y mostro alta selectividad por G9a. Sin
embargo, el perfil farmacocinético realizado en las pruebas in vivo con ratones mostraron un
tiempo de vida media corto, un volumen de distribucion grande y alto aclaramiento del
compuesto, por ello los autores sugieren la sintesis de nuevos derivados con un mejor perfil.3°

En el 2013, estudios complementarios realizados por el grupo de investigacion Liu
reportd una alta toxicidad en linea celular MDA-B-231 asociada a algunos de los derivados de
2,4-diamino-6,7-dimetoxiquinazolina, por lo que se sugiere la sintesis de nuevos derivados.’®
Por otra parte, de los derivados reportados por el grupo de DeCarlo, se observé que sus
propiedades farmacocinéticas in vivo no fueron favorables a nivel de plasma y en cerebro, que
en perspectiva a este conjunto de estudios realizados se busca desarrollar una formulacion
que pudiese retrasar su eliminacion, adicionar sustituyentes que incrementen la permeabilidad
de los mismos, la sintesis de profarmacos adicionando sustituyentes que funjan como
protectores para evitar que éstos sean metabolizados de ésta manera se incrementa el tiempo

de vida media.”®

4.2. “‘Readers”
4.2.1. Inhibidores de Bromodominios

Para la regulacion del dominio BET, John D. Trzupek y colaboradores realizaron una
optimizacion de inhibidores basado en fragmentos estructurales prototipo identificados por
medio de un cribado virtual. Dentro de estos fragmentos se encontraban dos quinozalinonas:
la 3-metil-3,4-dihidroquinozalin-2(1H)-ona (3PF) y la 6-bromo-3-metil-3,4-dihidroquinozalin-
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2(1H)-ona (15E) (Fig. 23A). La estructura cristalografica del complejo BRD4-15E (PDB:
4HBV)"" mostré una interaccion del carbonilo de la quinozalinona con la Asn140 y moléculas
de agua estructurales.3?

Con base en lo anterior, los autores propusieron una nueva serie de analogos de
quinazolinonas, dentro de las cuales el compuesto PFI-1 (Fig. 23B) fue el que mostr6 la mayor
potencia y selectividad hacia esta subfamilia de BRDs. Los ensayos biolégicos con esta
molécula evaluaron el papel de las proteinas BET en la leucemia aguda y en la regulacién de
la expresion del factor de transcripcion HOXA9 vy la actividad de la quinasa Aurora B. Los
resultados de estos ensayos mostraron modificaciones en la transcripcion de diversos genes
relacionados con la proliferacion celular y la prevenciéon de apoptosis.

De manera conjunta, se cristalizé el complejo BRD4-PFI-1 con alta resolucion (1.52 A,
PDB: 4E96)"°, el cual reveld una extraordinaria complementariedad de interacciones con el
sitio de union de Kac (Fig. 23B). En esta estructura se observa que los grupos carbonilo y
nitrégeno de la quinazolinona fungen como aceptores y donadores de puente de hidrogeno,
respectivamente, con el aminoacido Asn140. Ademas, el carbonilo de quinazolinona mostro
una segunda interaccién de puente de hidrogeno con una molécula de agua coordinada con
la Tyr97. Esta molécula de agua se encuentra inmersa en una red de interaccion con otras 5
moléculas de agua, las cuales se encuentran estrechamente unidas en la base del sitio de
unién a acetil-lisina. La comparacion del cristal con otras estructuras de BRD4 complejadas
con péptidos diacetilados confirmé la similitud del modo de union de la acetil-lisina de PFI-1 y
el resultado de inhibicidbn competitiva. La comparacion entre el complejo BRD4-PFI-1 y BRD2-
PFI-1 mostré que este ultimo presenta una interaccion polar poco eficiente con las moléculas
de agua, esto debido a la cercania del grupo carbonilo entre el complejo BRD4 (3,2 A) y BRD2
(3,8 A, estructura no depositada en el PDB).32

Estudios recientes publicados en 2016 identificaron a un nuevo derivado de
quinazolinona como inhibidor de bromodominios, al cual se le nombré RVX-208 (también
conocido como RVX000222, Fig 23C). Este compuesto se encuentra actualmente en estudios
clinicos de fase 3 en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y enfermedades cardiovasculares.33
Cabe mencionar que durante los estudios de fase 2 el compuesto mostré actividad reguladora
de los niveles de APOA1, cuya regulacién positiva se ha relacionado con la inhibicion de los
bromodominios BET. Con respecto a las evaluaciones de los compuestos anteriormente

mencionados en enfermedades relacionadas al cancer, no se tienen registros recientes por lo
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que se propone evaluar a estos compuestos contra lineas celulares tumorales, los cuales
podrian tener una actividad semejante al Lapatinib (Tykerb®), el cual funje como inhibidor no
selectivo de la familia BET.8°El estudio cristalografico del complejo BRD4-RVX-208 mostro que
el inhibidor presenta las mismas interacciones que las observadas con PFI-1 (PDB: 4MR4)8';
sin embargo, exhibe una orientacion distinta de la quinazolina en donde los grupos metoxilos
(posiciones 5y 7) en el cual el carbonilo funge como aceptor de puente de hidrégeno al
interactuar con la red de moléculas de agua cataliticas antes mencionada. A partir de esta
estructura, se han disefiado nuevos derivados como lo es el compuesto RVX-297 (Fig. 23C,
PDB: 5DW2).82

Fig. 23. Estructura quimica, ICso contra BRD4, modo de unidn y sitio de union de los derivados de
quinazolinona: A. 3PF y 15E (PDB: 4HBV), B. PFI-1 (PDB: 4E96), C. RVX-208 (PDB: 4MR4) y RVX-
297 (PDB: 5DW2). En la figura superior se muestra la estructura quimica con el valor de ICso. El modo

de unién e interaccién con Asn140 y la red de moléculas se representan en la figura de en medio.
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Finalmente, la figura inferior muestra los aminoacidos que componen al sitio de unién. (Imagen

modificada).328182

4.3. “Erasers”
4.3.1. Inhibidores de HDACs

Como se menciond en el Capitulo Il, las enzimas HDACs pueden clasificarse de acuerdo
al cofactor involucrado en dependientes de Zn?* y dependientes de NAD" |a diferencia a nivel
estructural es que las primeras se caracterizan por presentar laminas B flanqueadas por a
hélices y las dependientes de NAD™ s6lo por a-hélices y giros B. A nivel secuencial en la
naturaleza de los residuos que se encuentran en el sitio de reconocimiento de sustrato, en
primera instancia las dependientes de Zn?* se caracterizan por presentar al inicio de la cavidad
residuos hidrofobicos posteriormente dentro de ésta cavidad los residuos se caracterizan por
su naturaleza acida, algunos basicos y de naturaleza polar (intervienen en la catalisis) . Por
otra parte los dependientes de NAD* presentan residuos basicos y no polares en toda la
cavidad.*48384 En las siguientes subsecciones abordaremos algunos ejemplos de derivados

de quinazolina que inhiben la funcién de estos dos grupos.

4.3.1.1. Inhibidores de HDACs dependientes de Zn2*

(a) Efecto en la expresion de genes supresores de tumor, oncogenes y genes relacionados
con el proceso de inflamacion.

Actualmente, los inhibidores de HDACs presentan un numero limitado de estructuras
quimicas, dentro de las que se encuentran acidos grasos de cadena corta, hidroxamatos,
benzamidas y tetrapéptidos ciclicos.®* Es por lo anterior que el grupo de investigacion de
Lynnette R. Ferguson evalué en HDACs una libreria de aproximadamente 600 compuestos
con actividad anticancerigena y una amplia diversidad quimica. El objetivo de este estudio fue
probar nuevas clases de moléculas que compartian relaciones estructurales con los inhibidores
conocidos y proponer potenciales prototipos para el desarrollo de nuevos farmacos.

Para la prueba de inhibicién, se utilizé un kit (BIOMOL) que mide la fluorescencia como
resultado del proceso de desacetilacion de los residuos de Lys. En la Tabla 4 se reporta el
porcentaje de inhibicion de HDACs de una serie de derivados de benzofuranilqunazolina. En
este estudio se tom6 como referencia la estructura del compuesto 5, el cual mostré un bajo

porcentaje de inhibicion de la enzima. Sin embargo, modificaciones realizadas al sustituyente
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en la posicidn 4 y la adicion de bioisésteros de hidrégeno en las posiciones 6, 7 y/u 8 mostraron
una mejoria en la potencia. Por ejemplo, el reemplazo de la dimetilamina por morfolina o
piperazina en el sustituyente de la posicidén 4 aumento el porcentaje de inhibicion, siendo la
morfolina la sustitucion con mejor resultado. Por otro lado, la sustitucion con trifluorometilo en
7 y las disustituciones 6/7 y 7/8 con Cl y metilo, respectivamente, presentaron un porcentaje
de inhibicién cercano a 100% en una concentracién alrededor de 400-450 uM.
Adicionalmente, se evaluo el efecto de estos compuestos sobre el nivel de expresion de
genes, mostrando diferencias en los patrones de respuesta entre ellos. Los autores sefalan
que estas diferencias pueden deberse a que los compuestos inhiben a las HDACs en
diferentes compartimentos, resultando en la acetilacion alterada de histonas y no histonas.
Los genes seleccionados durante el estudio incluian a genes proinflamatorios
(interleucina 1, IL1), supresores de tumor (p21 y p53) y a un oncogen (C-MYC), algunos de los
cuales se sabe se encuentran estrechamente relacionados. ElI compuesto 27 fue uno de los
mas interesantes, puesto que su actividad se relacioné con la expresién de los genes
supresores de tumor p21, p53 y de aderencia celular (E-cad), reprimiendo a su vez la expresion
del oncogén c-Myc y del gen pro-inflamatorio IL1. Por otra parte, el compuesto 22 se
caracterizé por ser un fuerte inductor de IL1; mientras que el compuesto 29 fue capaz de actuar
sobre una forma mutante recién sintetizada de la proteina p53, restaurando asi la capacidad
de unidén a la proteina p53 y, por tanto, aumentando la expresion del gen p21. En general, los
resultados de estos estudios mostraron que los inhibidores son capaces de aumentar la
acetilaciéon y la migracién nuclear de p53, aumentando su eficiencia en células de

neuroblastoma.
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Tabla 6. Derivados de hibridos tipo benzofuranilquinazolina

HNT "R,
XN
R_
P
N =
o/
Inhibicién Inhibicién
NUmero de NUmero de
R R1 de HDAC R R1 de HDAC
compuesto compuesto
(%) (%)
% /
/ —3:—N
5 H —%—N\ 10 26 7-F \ 52

0 % /
—3—N
22 H Q 84 27 7-CFs \ 97

NH2 % /
—3—N
23 H H\NH 58 28 7-OCHs \ 47
BRI
/
/ , —%—N
24 6-F — —N\ 53 29 6,7-diCl \ ~100
% /
/ —3$—N
25 6-CF3 —%—N\ 16 30 7,8-diCHs \ 82

(b) Inhibidores duales de HDACs y receptores con dominios de tirosina quinasa

A pesar de la efectividad de los inhibidores selectivos de HDACs como agentes
anticancerigenos, se ha propuesto desarrollar nuevos compuestos con actividad hacia
multiples dianas (polifarmacologia).8® Con base en esta premisa, en el 2015 el grupo de
investigacion de Lei Shi evalué la actividad inhibitoria in vitro de una serie de derivados de

quinazolina contra el receptor de crecimiento endotelial vascular 2 (VEGFR-2) y HDACs (Tabla
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5).87 En el estudio se empled un ensayo colorimétrico para evaluar la inhibicién de la actividad
de quinasa de VEGFR-2 y la aplicacion de un método flurométrico para el ensayo con HDAC.
Ademas, midieron las actividades antiproliferativas in vitro contra MCF-7 mediante el ensayo
de la reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT).87

En este trabajo se estudio el efecto en la modificacidn del patrén de sustitucion del grupo
anilina, presente en la posicién 4 de la quinazolina, y la longitud de la cadena alquilica en la
posicion 6. Los resultados de actividad bioldgica para ambas dianas mostraron una preferencia
por las anilinas sustituidas con halégenos en la posicion 4 del anillo; mientras que las
sustituciones en posicidn orto presentaron una preferencia por la presencia de CI, en
comparacién con F y Br. Con base en esta informacion, los autores realizaron la disustitucion
con CI (61), resultando en un compuesto con alta actividad inhibitoria contra ambas dianas en
comparacion con los farmacos de referencia (Vandetanib y Vorinostat).8’

Por otra parte, las modificaciones en la longitud de la cadena alifatica del sustituyente
en posicion 6 de la quinazolina mostré que al aumentar el tamafio de la misma incrementaba
la inhibicion contra ambas dianas. Esto ultimo se atribuy6 a la capacidad de este sustituyente
en ingresar al sitio de union de la lisina para complejar al Zn?* catalitico. De este grupo de
estructuras, 6fd fue el compuesto que mostré una actividad inhibitoria equiparable con los
farmacos de referencia.

Ademas de los resultados favorables de inhibicion dual de 61 y 6fd (Tabla 6), el ensayo
con la linea celular MCF-7 mostré que ambos presentan un 6ptimo perfil de permeabilidad
celular para efectuar su accion sobre las dianas evaluadas. Adicionalmente, los compuestos
se evaluaron contra las isoformas HDAC1, 2, 6 y 8, mostrando una mayor selectividad hacia
la isoforma HDAC1, la cual se expresa a nivel de nucleo (ver Capitulo Il). Cabe mencionar que
la selectividad de estos compuestos no fue dependiente del patron de sustitucidn en la anilina,
por lo que se decidio realizar un estudio de acoplamiento molecular con el fin de estudiar la

funcion de esta region (Fig 24).86.87
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Tabla 7. Estructura quimica de derivados del Vandetanib

HN.__O NG J@
. rTo
0 N R CH, HND\ OM
Serie 6 Vandetanib Vorinostat
Compuesto VEGFR-2 HDAC MCF7
No. Ri Rz n ICso,nM  ICso,nM  ICso, uM
6aa F H 2 865 673 >100
6ab F H 3 840 554 >100
6ac F H 4 918 145 84
6ad F H 5 754 32 15
6ba H F 2 376 1340 >100
6bb H F 3 455 139 74
6bc H F 4 524 29 18
6bd H F 5 270 8.5 24
6ca Cl H 2 857 1255 >100
6¢cb Cl H 3 832 128 78
6cc Cl H 4 685 29 15
6cd Cl H 5 364 18 7.8
6da H Cl 2 182 698 85
6db H Cl 3 220 132 61
6dc H Cl 4 313 11 4.0
6dd H Cl 5 215 3.2 1.7
6l Cl Cl 2 84 2.8 1.2
6ea Br 2 >10,000 840 >100
6eb Br H 3 >10,000 74 >100
6ec Br 4 >10,000 31 17
6ed Br H 5 >10,000 8.8 26
6fa H Br 2 98 68 36
6fb H Br 3 59 545 52
6fc H Br 4 153 12 3.5
6fd H Br 5 74 22 0.85
Vandenatib - - - 54 >10,000 18.5
Vorinostat - - - >10,000 15 4.2
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Tabla 6. Actividad inhibitoria de los compuestos 6fd y 6l sobre cuatro isoformas de HDACs

Isoenzima HDAC ICs0, NM
6fd 6l
HDAC 1 1.8 3.5
HDAC 2 3.3 6.8
HDAC 6 16.4 25.5
HDAC 8 4.6 5.2

El modo de unién de los compuestos 6fd y 6l en el sitio de unién de HDLP (Histone
Deacetilase-Like Protein) sugirid que el sustituyente N-hidroxi-7-fenoxiheptanamida ubicado
en la posicion 6 de la quinazolina, interactta con el Zn?* catalitico de la enzima, explicando asi
la relacién del tamafio de la cadena alifatica con la actividad bioldgica (Fig. 24). Este modo de
union es equiparable al observado con el Vorininostat, el cual es un inhibidor universal de
HDACSs dependientes de Zn?*. Ademas del complejo con Zn?*, ambos compuestos mostraron
una interaccién de tipo hidrofébica del nucleo de quinazolina con el residuo Pro22, asi como
una interaccion de tipo tr-stacking con Tyr91. El papel que desempefia el sustituyente en
posicion 4 parece no altera el modo de unién, lo cual explica la poca relevancia en el tipo de

sustitucion.

Fig. 24. Superposicién del modo de unidn de los compuestos 61 (cian) y 6fd (verde) con el compuesto
de referencia SAHA en el sitio de unién de HDLP (PDB: 1C3S).%8
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De manera similar a los estudios anteriores, el grupo de investigacion de Changgeng
Qian® sintetizd una serie de hibridos moleculares con la finalidad de que presentaran actividad
inhibitoria contra HDACs y el dominio de tirosina quinasa de los receptores del factor 1 (EGFR
o HER1) y factor 2 (HERZ2) de crecimiento epidérmico. Para esto, tomaron como referencia el
grupo hidroxiacetamida de la estructura del Vorinostat y el nucleo de quinazolina del Erlotinib
(inhibidor EGFR/HER2) (Fig. 25A). La combinaciéon de ambas estructuras, unidas a través de
un espaciador (linker), permitié la obtencion del compuesto CUDC-101. En comparacion con
los farmacos de referencia, el compuesto presentd una mejor actividad inhibitoria de HDACs y
EGFR/HER2 (Fig. 25B) y un aumento en la reduccién en el tamafio del tumor en las lineas
celulares HepG2 (carcionoma hepatocelular) y MDA-MB-468 (adenocarcinoma de mama, triple
negativo) (Fig. 25C). La coadministracion con paclitaxel (Taxol®) mostré un efecto sinérgico

en la reduccion del tumor en MDA-MB-468.17:90

Fig. 25. A. Diagrama empleado para el disefio del compuesto CUDC-101 a partir de los farmacos
Vorinostat y Erlotinib. B. Resultados de inhibicion del compuesto y los farmacos de referencia en
HDACs, EGFR y HER2. C. Curvas de reduccion del tamaro de tumor de los compuestos en un modelo

de ratén transfectado con las lineas celulares HepG2 y MDA-MB-468. (Imagen adaptada). 89192

El compuesto CUDC-101 mostré resultados prometedores en los ensayos clinicos de
fase | realizados a doce pacientes con carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello de
riesgo intermedio o alto. Por su parte, el andlisis farmacodinamico proporcioné evidencia de
inhibicion tanto de HDAC como de EGFR in vivo.%
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Al igual que el grupo anterior, Mahboobi y colaboradores sintetizaron una serie de
derivados del Erlotinib con modificaciones en el sustituyente de la posicidén 6 de la quinazolina,
dentro de los que se encontraban los compuestos 28 y 29 (Fig. 26, Serie 1). El sustituyente en
6 de estos compuestos buscaba mimetizar la funcion del grupo hidroxiacetamida de los
inhibidores de HDAC, al igual que CUDC-101, y probar el efecto de la rigidez del linker en la
interaccién. Las pruebas de actividad realizadas en EGFR, HER2 y diferentes isoformas de
HDACs mostraron que el compuesto 28 tiene mayor actividad contra HDACs que contra
EGFR/HERZ2, mientras que el compuesto 29 mostrdé un patron inverso de selectividad.

Debido los resultados antes mencionados, los autores decidieron intercambiar el grupo
basado en el Erlotinib por los derivados de quinazolinas presentes en Gefitinib y Lapatinib
(Fig. 26, Serie 2). Las pruebas de inhibicion con los analogos del Gefitinib (compuestos 32 y
33) mostraron que el grupo hidroxiacetamida en posicion para en el sustituyente en posicién 4
de la quinazolina tiene preferencia por HDACs en comparacion con EGFR/HER2, mientras que
la sustitucion en meta presenta el patron inverso. Cabe mencionar que el efecto de la
sustitucién en posicién para concuerda con lo observado por el grupo de Lei Shi (ver Tabla
5).8” Por otra parte, el analogo del Lapatinib (compuesto 35) mostré la mejor actividad
inhibitoria contra todas las dianas, esto debido a que presenta la sustitucion en posicién para

en la anilina y a la presencia del grupo hidroxiacetamida en la posicion 6 de la quinazolina.

Fig.26. Estructura quimica de los compuestos de referencia y derivados sintetizados.
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4.3.1.2. Inhibidores de HDACs dependientes de NAD*

En la actualidad se conoce una gran variedad de moléculas pequefias inhibidoras de
HDACSs de clase Il (Sirtuinas, SIRT) que inducen la muerte de células cancerosas, tales como
la Nicotinamida, Sirtinol, Splitomicina, Cambinol y el Selisistat (EX527). La inhibicion de
estas enzimas permite la expresion de genes supresores de tumores silenciados. %

Con base en la estructura del Selisistat, el grupo de investigacién de Manoijit Pal disefid
una serie de hibridos moleculares en los que se fusiond el nucleo inddlico de este farmaco con
la 1,2,3,4-tetrahidroquinazolina en forma de espiro heterociclos (Tabla 7).% De este estudio se
obtuvo una serie de 14 derivados (Serie 3) de espiroindolin-3,2’-quinazolin-2,4’(3’H)-dionas
con diferentes sustituyentes del tipo N-indolilmetilo en la posicion 1. Estos derivados mostraron
de baja a regular actividad inhibitoria contra la Sir2 de levadura, la cual presenta alta homologia

estructural con la SIRT1 de humano.®*

Tabla 9. Derivados de espiroindolin-3,2’-quinazolin-2,4’(3’H)-dionas con actividad inhibitoria de SIRTs

% %
Clave del X Inhibcién Clave del 7 X Inhibcién
compuesto (C-5) a 50 uM compuesto (C-5) a 50 uyM
(Sir2) (Sir2)
3a Ms H 13.9 3h Ts H 36.5
3b Ms F 30.3 3i Ts F 15.2
3c Ms Br 38.5 3j Ts Br 16.4
3d Ms Cl 30.9 3k Ts Cl 40.9
3e Ms CF3 39.6 3k Ts CF3 38.4
3f Ms CHs 40.9 3m Ts CHs 1.2
39 Ms OCHs 435 3n Ts OCHs 424

Notas: MS: metilsulfonilo (Mesilo), TS: tosilo.
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La prueba biolégica determind el potencial de inhibicién de la Sir2 in vitro mediante un
ensayo con el gen reportero URA3 en células de levadura, cuya expresion se relaciona con la
inhibicion de la Sirtuina al provocar la muerte celular debido a la formacion del agente toxico
5-fluorouracilo (5-FOA). Los resultados de esta prueba evidenciaron la importancia del N-
metilsulfonilo y del sustituyente en la posicion 5 del indol, en donde se observa un incremento
en la actividad asociado al tamafio de este grupo (H < F < Br < Cl < CF3 < CH3z < OCHs). Por
otra parte, los derivados con N-tosilo no mostraron una relacion logica entre el tamano y tipo
de sustituyente con la actividad. Cabe mencionar que, para ambos grupos los compuestos con
el sustituyente metoxilo en posicion 5 del indol (compuestos 3g y 3n) furon los que obtuvo los
mayores porcentajes de inhibicion.%*

De manera complementaria, los autores realizaron un estudio de acoplamiento
molecular de los compuestos 3g y 3n en un modelo por homologia de SIRT1 (Fig. 27), la cual
fue cristalizada recientemente y depositada en el Protein Data Bank (PDB: 4151).°° De éste
acoplamiento se observa el grupo sulféxido de ambos compuestos forma un puente de
hidrogeno con la cadena principal de la Arg446. Asimismo, se observa que el grupo de
quinazolinona y el indol forman interacciones de tipo Tr-stacking con la His363 y la Phe414,
respectivamente. Cabe mencionar que el grupo de quinazolinona ocupa el sitio del cofactor

(NAD), lo cual podria explicar el mecanismo de inhibicién de la enzima.

Fig. 27. Acoplamiento molecular de los compuestos 3g (cian) y 3n (naranja) en el sitio del cofactor de
la enzima SIRT1 de humano (PDB: 415l). Los puentes de hidrogeno se representan con las lineas

punteadas de color rojo.%%

Por lo anterior se puede decir que los compuestos analogos de quinazolina que fungen

como inhibidores de HDACs deben de presentar un patrén de sustitucion especifico que
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permita la interaccion con los residuos caracteristicos del sitio catalitico. En el caso particular
de la HDACSs dependientes de Zn?*, pueden interactuar de manera especifica con los residuos
en el sitio, en caso de que se requiera un inhibidor selectivo entre la distintas isoformas
existentes o si el interés es que sélo un compuesto funja como inhibidor general contra HDACs.
Por otra parte, si se requiere un inhibidor de SIRTSs, es necesario que funga como un inhibidor

competitivo del NAD™ por lo que el patron de sustitucion es importante en estos compuestos.

4.3.2. Inhibidores de oxidasas

Como se menciond en el Capitulo Il, las enzimas encargadas del proceso de
desmetilacion a nivel de histonas (desmetilasas) se clasifican de acuerdo a los dominios
presentes en su estructura en: dioxigenasa y oxidasas. De igual forma, éstas se diferencian
de acuerdo al cofactor utilizado para la obtencién de la lisina u/o arginina desmetilada. En el
caso particular de las oxidasas, éstas son dependiente de FAD".

En 2016, el grupo de investigacion de Andrea Mattevi evalué una serie de derivados de
quinazolina con actividad inhibitoria de la metiltransferasa G9a contra la oxidasa
LSD1/KDM1.'° El estudio permitié identificar inhibidores de esta oxidasa tales como UNC0638,
B1X01294, E11 y MC2694 (Fig. 28). El compuesto UNC0638 es uno de los inhibidores mas
potentes de G9a (ICso = 0.03 uM)%%; sin embargo, fue el compuesto que presenté el mayor de
la constante de disociacion con LSD1/KDM1 (K4 = 8,327 nM). De forma similar, el compuesto
BIX01294 presenta una constante de inhibicién sobre G9a de 1.7uM%, pero mostré baja
afinidad por la oxidasa (Ki >15,000 nM, K4 = 1,928 nM). Por otra parte, el compuesto E11 y su
analogo MC2694 son considerados inhibidores de regular y baja potencia contra la
metiltransferasa (ICso = 0.778 y 41.9 uM, respectivamente)®%; sin embargo, mostraron alta
afinidad y capacidad inhibitoria de la oxidasa LSD1/KDM1 (E11: Ki = 440 nM, Kq = 243 nM;
MC2694: Ki = 1,059 nM, K4 = 385 nM).

Fig. 28. Estructura quimica de los inhibidores de oxidasas LSD1/KDM1.
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Estos resultados fueron respaldados por ensayos de fluorescencia, en los que se
demostré la alta afinidad de ambos compuestos y su inhibicion competitiva con el co-represor
CoREST. Para conocer el modo de unién de E11 en LSD1/KDM1, se co-cristalizé al inhibidor
en el complejo LSD1/KDM1-CoREST empleando difraccion de rayos X (PDB: 5L3E) (Fig. 29).

Fig. 29. Representacién de la unién no covalente del derivado de quinazolina E11 en el sitio activo de la oxidasa
LSD1/KDM1. A. Estructura tridimensional y mapas de densidad electronica que confirman la presencia de cinco
moléculas inhibidoras (verde) en el complejo LSD1/KDM1-CoREST. B. Vista lateral y superior del apilamiento
alternado del nucleo de 2,4-diamin-6,7-dimetoxiquinazolinas en el sitio de union. Las barras rojas representan la
posicion de los grupos metoxilo. C. La superficie en tonalidad rojiza corresponde a residuos cargados

negativamente en el sitio de union de E11 en LSD1/KDM1. (Imagen adaptada).'®

El cristal mostré que el inhibidor se une con una estequiometria 5:1 a la enzima (5
moléculas de E11 por cada enzima), a diferencia de la de la observada con union a la
metiltransferasa G9a (1:1). Estructuras cristalograficas adicionales que contenian polimixinas
(PDB: 5L3F y 5L3G) permitieron observar la presencia de interacciones hidrofébicas que

mimetizan a la cadena alifatica del sustrato e interacciones de tipo 1r-stacking con residuos
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aromaticos cercanos al sitio del cofactor (FAD), lo que bloquea la entrada al sitio activo.
Ademas, cristalizaron un compuesto que carecia del sustituyente bencilpiperidina en la
posicion 4 de la quinazolina (PDB: 5LBQ, C767), donde los resultados negativos de inhibicidon
confirmaron la importancia de este sustituyente para la interaccién. Asimismo, la remocion del
sustituyente dimetilaminopropilamina en la posicién 2 (C768) de la quinazolina resulté en la
pérdida total de su funcién como inhibidor.

Esto ultimo sugiere que el anillo de quinazolina per se no es suficiente para inhibir a
LSD1/KDMH1, por lo que debe presentar sustituyentes de tipo metoxilo en las posiciones 6y 7,

y un andlogo de lisina del tipo dimetilaminopropanamina en la posicion 2.0

66



CAPITULO V

CAPITULO V

PREDICCION DE BLANCOS EPIGENETICOS PARA UNA
SERIE DE DERIVADOS DE QUINAZOLINA
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5. CAPITULO V: Prediccion de blancos epigenéticos para una serie de derivados de

guinazolina

En nuestro grupo de investigacion se han sintetizado una serie de 36 derivados de
quinazolinas para su uso como agentes antiparasitarios y antineoplasicos (Apéndice ).
Algunos de los blancos terapéuticos que hemos estudiado para el tratamiento de estos
padecimientos son la Dihidrofolato reductasa (DHFR) y Pteridin reductasa (PTR) de
Trypanosoma cruzi (antiparasitarios)®”% y la xantina oxidasa (XO) de humano
(antineoplasicos).®® Ademas, estudios realizados sobre las lineas celulares HCT-15 (colon),
Hela (cervicouterino), MCF7 (mama) y PC3 (préstata) mostraron que los compuestos BD03,
BD04 y BDO05 son potenciales agentes anticancerigenos.'® Sin embargo, a la fecha no se
habia planteado la posibilidad de que estas estructuras actuaran como inhibidores de blancos
epigenéticos. Es por lo anterior que en este trabajo nos dispusimos a identificar las moléculas
de la serie con mayor probabilidad de inhibir a este grupo enzimas, esto mediante el empleo

de herramientas computacionales enfocadas en la prediccién de blancos terapéuticos.

En el diseio de farmacos asistido por computadora (DiIFAC) se incluyen una gran
variedad de metodologias predictivas que permiten optimizar el desarrollo de moléculas

bioactivas o farmacos. Las dos principales estrategias del DiFAC son;'01.102

(i) Disefio basado en la estructura del ligando. Aproximaciones que buscan relacionar
la estructura quimica de un compuesto con propiedades (ej. actividad, similitud, etc.)
de una o varias moléculas de referencia. Ejemplo: Relaciones cuantitativas-
estructura actividad (QSAR, por sus siglas en inglés).

(i) Disefio basado en la estructura del receptor. Estas técnicas emplean la estructura
tridimensional de una macromolécula blanco en la cual se desea probar un

compuesto de interés. Ejemplo: acoplamiento molecular automatizado (docking).

Actualmente existe una gran variedad de servidores en linea que emplean algunas de
estas estrategias para la prediccidén de potenciales dianas terapéuticas a partir de una molécula
de interés. En la Fig. 30 se muestran los servidores en linea mas recientes, y/o con
actualizaciones continuas, de acuerdo a la estrategia computacional que emplean, asi como

también se esquematiza la metodologia general empleada por cada uno de ellos. 19313
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Fig. 30. Representacion esquematica de las estrategias empleadas por algunos servidores en linea

para la prediccion de potenciales blancos terapéuticos.'"*-""6
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En la Tabla 8 se reporta el numero de ligandos y proteinas que componen las bases de
datos de los servidores listados, asi como también se reportan los métodos que emplean para

las predicciones. A continuacion, se describiran brevemente estas estrategias:

a) Similitud molecular

Esta metodologia se fundamenta en el principio de “moléculas similares
presentaran actividades similares”, por lo que a su vez se deduce que tendran dianas
terapéuticas en comun. Para definir la similitud entre moléculas se emplean las llamadas
huellas dactilares (Fingerprints, FPs), que en conjunto con algoritmos de similitud (e;.
coeficiente de Tanimoto) permiten generar un dato numérico asociado al grado de
similitud. Los FPs se definen por una serie de descriptores, los cuales se pueden obtener
a partir de propiedades fisicoquimicas, conectividad estructural y puntos farmacoféricos.
Existen dos métodos a partir de los cuales se pueden calcular estos FPs: (i) basados en
diccionario y (ii) basadas en la topologia.’"” Los primeros utilizan una compilacion de
fragmentos estructurales o caracteristicas asociadas a los mismos, mientras que el
segundo se basa en la conectividad de la molécula. Ambos métodos generan un cédigo
binario (bit string) que representa la presencia (1) o ausencia (0) de alguna de las
caracteristicas. Finalmente, el cédigo binario es empleado por los algoritmos de similitud
para denotar la presencia y/o ausencia de caracteristicas entre un par de moléculas. Un
ejemplo es el coeficiente de Tanimoto, el cual se expresa de la siguiente manera: T = Nag
/ (Na + N - Nag), donde Na y N son el numero de caracteristicas en las moléculas Ay B,
respectivamente; y Nas es el numero de caracteristicas en comun entre ambas
moléculas.8

Algunos de los FPs mas empleados por los servidores son: Extended Connectivity
Fingerprint (ECFP), FP2 y Molecular ACCess System Keys (MACCS). El primero de ellos
evalua la conectividad de la molécula mediante empleo de circulos concéntricos que
describen a los atomos contiguos (ej. diametro = 4). En FP2 se evalua la longitud con base
en segmentos lineales de fragmentos moleculares (1024 bits).''® Finalmente, MACC
identifica subestructuras que componen a la molécula con claves preasignadas (166
bits).'” Para el andlisis de un conjunto de datos es necesario realizar una busqueda de
patrones (propiedades estructurales o ciertas caracteristicas) en comun a partir de una

base de datos, para lo anterior se utilizan herramientas de aprendizaje automatico

70



CAPITULO V

(machine learning), algunos ejemplos son: Graph Kernel Similarity (GKS), k-Nearest
Neighbor (kNN), Naive Bayesian Algorithms (NBA), Self-organizing map (SOM), Support
Vector Machine (SVM). Estas herramientas se asocian a la identificacion de estos patrones
para posteriormente ser empleadas en predicciones. '1° El resultado final permite obtener
las posibles interacciones de nuestra molécula de interés con la base de datos de

proteinas consideradas.

Modelo del farmacoéforo.

El farmacdéforo comprende a un conjunto de propiedades electrénicas y estéricas
necesarias para establecer la interaccion especifica con una diana macromolecular, y de
esta manera desencadenar o impedir una respuesta bioldgica.'’® El farmacoforo
constituye una herramienta que permite conocer las caracteristicas estructurales
necesarias para la interaccion del ligando con el receptor; a partir de esta informacion, se
realiza un bosquejo de estructuras que cumplan con los requerimientos establecidos. El
servidor PharmMapper genera 300 conformeros estructurales de la molécula de interés
para compararlos con modelos farmacoféricos preconstruidos.''?1 Con base en el
resultado de superposicion estructural, mantiene aquellos modelos con mayor correlacion

y reporta la estructura proteica de la que provienen.

Acoplamiento molecular

Se define como un método que permite la prediccion de conférmeros del ligando en
el sitio de union de la diana biologica. En este método se establecen parametros y
algoritmos para estimar la afinidad o estabilizacion del sistema asociado generando un
valor de energia libre de unidon (AGunion) 0 puntuacion (score). Los servidores empleados
contienen una base de datos de estructuras de proteinas en las cuales han identificado el
o los sitios de unidén para la evaluacién de las moléculas de interés. Por otro lado, es
importante mencionar que hay casos en los que no se ha caracterizado el sitio de union;
en esta situacion, se utilizan algoritmos de mapeo que contemplan un numero determinado
de particulas sonda para la generacion de mallas moleculares (grids), definiendo ciertas
regiones potenciales —se definen por el numero de interacciones establecidas entre
ligando-receptor y el tamafio del presunto sitio de unién. Los programas que utilizan esta
metodologia por lo general reportan un score que indica la probabilidad de que el

compuesto (conformero mas estable) se una al sitio predicho. 18
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Tabla 10. Informacion del numero de estructuras, base de datos y método que emplean los servidores
en linea para la identificacion de blancos terapéuticos

NUumero de estructuras

Estrategia Servidor en linea Base de datos Método
Ligandos Proteinas
103 109,061 623 Lo ECFP4 + Modelos
TargetNet Binding DB QSAR
(IPL: 246,053)
Moltarpred?2° 607,659 4,553 ChEMBL ECFP
TarPred05 179,807 533 Drugbanky  2p.FPs + kNN
99,572 1,375
HitPick06 STITCH v3.1 2D-FPs + NBA
(IPL: 145,549)
678 277
DINIES04 KEGG DRUG 2D'FPSS\;'MGKS *
(IPL: 1,804)
Similitud oo TargetPrediction™® 280,381 2,686 ChEMBL FP2 y 3D-FPs
molecular
STITCH'7 430,000 9,600,000 STRING FPs + Clustering
341,000 1,800 SuperTarget,
Superpred'08 ChEMBL y ECFP + 3D-FPs
(IPL: 665,000) BindingDB
1,242 1,324
DrugE-Rank" FDA kNN&(ri;/M *
(IPL: 5,701)
SPIDER 12,661 251 COBRA v12.6 SOM
ChemMapper'0® 412,154 > 20,000 BindingDB MACCS FPs
PDB 21,431 129,541 Interna 2D-FPs
TargetBank, Mabeo
Farmacoforo PharmMapper!12 1,627 459 BindingDB, beo
Farmacoférico
DrugBank
. SystemsDock''3 - 129,541 PDB AutoDock Vina
Acoplamiento
molecular IdTarget!2" ; 2,091 PDB MEDock

Abreviaturas: Binding Database (Binding DB), Extended Connectivity Fingerprint (ECFP), Fingerprint (FP), Food
and Drug Administration (FDA), Graph Kernel Similarity (GKS), Interacciones Proteina-Ligando (IPL), k-Nearest

Neighbor (kNN), Naive Bayesian Algorithms (NBA), Protein Data Bank (PDB), Self-organizing map (SOM),
Support Vector Machine (SVM), Therapeutic Target Database (TTD).
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En la Tabla 9 se reportan unicamente los blancos epigenéticos encontrados durante el

analisis predictivo con los 15 servidores en linea.

Tabla 11. Resultados de la prediccion de blancos epigenéticos

Estrategia
Compuestos
Similitud molecular Farmacoforo Acoplamiento molecular
DNMT12¢h HDAC12¢.d 1,
BDO1 HDAC22¢f, HDAC32°", NI SIRT2K
HDAC8°, KDM1A9, HDACs!
G9aX, BRD4K, PWWP X, HDLPX,
BD02 NI NI HDAC4 X, HDAC6 X
HDAC8 K
BDO03 NI NI DNMT1K, LSD1/KDM1K
HDLPK, HDAC4 K, HDAC8K
BDO4 NI NI LSD1/KDM1 K
DNMT1X, G9a K, BRPF1X, HDAC4 X,
BDO05 NI HDACS! HDAC8X
LSD1/KDM1 K
BDO06 HDACS' NI NI
BDO07 HDACS' NI DNMT1X
BDO8 HDACS' HDACS8' NI
BDO09 HDACs/, DNMT1" HDACS8' NI
BD10 DNMT13, HDACS' NI NI
BD11 HDACS' HDACS8'
DNMT12, HDAC22
BD12 SIRT12 NI NI
BD13 DNMT12 NI LSD1/KDM1K
BD14 DNMT12h, SIRT12 NI NI
BD15 DNMT12 NI NI
BD16 DNMT1?3, HDAC22 NI LSD1/KDM1K
BD17 DNMT12h HDACS' NI NI
BD18 HDACS' NI NI
BD19 HDACS' NI NI
BD20 NI NI NI
DNMT12, HDAC22, KMT2A¢, DNMT1X, G9a K, BRD4K, HDACS8K,
BD21 HDACS' HDACS! SIRT1X
DNMT12, HDAC22, SMN1/2¢,
BD22 KMT2AC NI NI
DNMT1X, BRD4K, BRPF1K, HDAC4K,
BD23 NI NI HDACSK, SIRT1K
LSD1/KDM1K
BD24 NI NI NI
BD25 DNMT12, HDAC12, HDACS' NI NI
BD26 HDAC12, HDACs! NI NI
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Tabla 11. Resultados de la prediccion de blancos epigenéticos (Continuacion)

Estrategia
Compuestos
Similitud Molecular Farmacoforo Acoplamiento Molecular
DNMT12, HDAC12, HDAC23,
BD27 HDACS NI NI
DNMT12, HDAC12, HDAC23,
BD28 HDAC3?%, HDAC4?, HDAC62, NI NI
HDACS8?, SMN1/2¢, KMT2A¢
HDAC124f HDAC23f
BD29 .’ ’ NI NI
HDACs', DNMT1"
HDAC12bf HDAC23b1,
BD30 HDAC32! NI NI
BD31 HDAC123, KMT2A® NI HDAC4K, LSD1/KDM1X
BD32 DNMT12, HDAC12, HDAC23, NI NI
HDAC3?, HDAC42, HDAC62
BD33 KMT2A¢, HDACS' NI NI
BD34 NI NI NI
BD35 SIRT12 NI NI
BD36 SIRT12 NI LSD1/KDM1 K
Controles positivos
Vorinostat HDACsfHDAC12¢f HDAC8acf HDACSI SIRT1K, SIRT2K, HDLP X, HDAC4 X,
HDACG6 X, HDAC8X, LSD1/KDM1 K
Tricostatina A HDACs' HDAC8a¢ HDAC6G2¢ HDACSI SIRT1K, SIRT2K, HDLP X, HDAC6X,
HDAC?23¢f HDAC8af HDAC8X, LSD1/KDM1K
Acido HDACsfHDAC4acf NI SIRT1K, SIRT2K, HDLP X, HDAC4 X,
Valproico HDAC3acf HDAC1af HDAC6 X, HDAC8X, LSD1/KDM1 K
Acido Butirico HDACs?cfHDAC4a.c! NI NI
Entinostat HDACs2¢cf HDAC22<c HDAC1af NI SIRT1K, SIRT2K, HDLP X, HDAC4 X,
HDACG62f HDACG6 X, HDACS8X,
Controles negativos
5-Azacitidina DNMT1a¢ NI DNMT1K, DNMT3bX, G9a¥, BRD4_3K,
BDPFQK, MBTX, PWWPX, HDLP X, HDAC4X,
HDAC6X, HDAC8X, SIRT1X, SIRT2K,
LSD1/KDM1¥
5-Aza- DNMT1ac NI DNMT1K, DNMT3bX, G9a¥, BRD4_3X,
2" deoxicitidina BDPFQK, MBTX, PWWPX, HDLP X, HDAC4 X,
HDAC6X, HDAC8K, SIRT1X, SIRT2K,
LSD1/KDM1 K
EGCG DNMT1ac NI DNMT1K, DNMT3bX, G9a¥, BRD4_3 PWWP
K, HDLP X, HDAC4LSD1/KDM1 K
Nanaomicina DNMT1ac NI DNMT1¥, DNMT3b¥, G9a¥, BRD4_3%,
A BDPFQK, MBTX, PWWPX, HDLP X, HDAC4 X,
HDAC6X, HDAC8K, SIRT1X, SIRT2K,
LSD1/KDM1 K
Procaina DNMT1ac NI NI

aTargetNet (= 75% de probabilidad)

9SuperPred (E-value < 1.0)
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bMolTarPred (Confiabilidad = 1) hDrugE-RANK (Puntuaciones consenso)
¢TarPred (3NN = 0.4) 'SPIDER (nivel de confianza, p<5%)
dHitPick (Precision = 50%) kSystem Dock (Puntuacion > 0.4)
¢DINIES (Puntuacién = 0.6) 'PharmMapper (Puntuacién = 0.4)
fSwissTargetPrediction °NI (No identificado)

Los resultados obtenidos con los diferentes servidores, empleando distintas estrategias
y metodologias de busqueda, permitieron la identificacion de algunos blancos epigenéticos
potenciales para el grupo de derivados de la quinazolina, dentro de los cuales se encuentran
principalmente DNMTs y HDACs.

El analisis por similitud molecular logré relacionar 28 de los derivados de quinazolina
con mas de 10 dianas epigenéticas; sin embargo, solo algunas predicciones mostraron un
resultado en comun (consenso) con otros servidores. El compuesto BDO1 fue el derivado en
el que mas servidores establecieron su posible relacion como inhibidor potencial de DNMT1,
HDAC1, HDAC2 y HDAC3. Asimismo, se encontré que BD29 y BD30 podrian fungir como
inhibidores de HDACs. Las predicciones con los derivados restantes fueron obtenidas
unicamente de uno o dos servidores que empleaban como estrategia la similitud molecular.
Adicionalmente se utilizaron diez compuestos de referencia como controles, inhibidores de
HDACs como controles positivos e inhibidores de DNMTs como controles negativos, los
resultados concordaron con lo anteriormente mencionado. Cabe mencionar que los servidores
STITCH, ChemMapper y PDB no mostraron resultados de interaccion con dianas epigenéticas,
lo cual se puede deber a que sus bases de datos no contienen estructuras quimicas de
inhibidores de este tipo dianas similares a nuestros derivados de quinazolina.

El servidor PharmMapper se empled para la estrategia de busqueda usando el modelo
del farmacéforo, en el cual se identificd unicamente a la isoforma 8 de las HDACs como blanco
epigenético potencial de los compuestos BD05, BD08, BD09, BD11 y BD21. Con excepcion
de BDO05, los compuestos identificados por esta metodologia correlacionan con lo observado
en algunos de los servidores que emplean similitud molecular. Asimismo se probaron 5
compuestos inhibidores de HDACs como controles postitivos de los cuales soélo algunos de
éstos resultaron como inhibidores selectivos de HDACS; por otra parte los inhibidores de
DNMTs como controles negativos, los cuales no se obtuvo algun resultado de que éstos
fungieran como inhibidores contra blancos epigenéticos por lo que los resultados obtenidos

sugieren ciertas limitaciones del servidor asociados al numero de modelos farmacoféricos de
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dianas epigenéticas provenientes de librerias de datos previamente validadas por el servidor
a las cuales no se tiene acceso.

Para la estrategia de acoplamiento molecular se empleo el servidor SystemDock, cuyos
resultados de puntuacion, asociados al logaritmo de una constante de disociacion calculada
(pKdcacuiada), Se representan en forma de diagrama de calor (heat map) en la Figura 31. En
este diagrama se muestra un codigo de color que va del rojo (compuestos que presentan una
constante de disociacion menor) al verde (compuestos que presentan una constante de
disociacion mayor). Para realizar la prediccion, el servidor solicitaba informacion de estructuras
PDBs en las que se deseaba realizar el estudio de acoplamiento, para lo cual ingresamos
todas las claves de los PDBs revisados en los Capitulos Il y IV. A diferencia de lo obtenido con
las estrategias anteriores, en este estudio se observo que los compuestos BD02, BD03, BD04
y BD23 son los que presentaron mayor probabilidad de unién a varias de las dianas
epigenéticas seleccionadas. De manera complementaria se utilizaron diez moléculas
bioactivas ya caracterizadas como controles (5 como controles positivos inhibidores de HDACs
y 5 controles negativos inhibidores de DNMTs). Con respecto a los controles positivos se
obtuvo una concordancia en la inhibicién de las blancos ya caracterizados, de manera contraria
los controles negativos no presentaron selectividad contra las dianas validadas, esto podria
deberse a su citotoxicidad asociada de este tipo de moléculas, ya que los grupos funcionales
de sus estructuras pudiesen presentar interacciones con otras dianas.

Finalmente, el analisis consenso de los resultados sugirié que los compuestos que
pueden ser considerados como inhibidores potenciales de ciertas dianas epigenéticas, debido
a las coincidencias entre las estrategias empleadas en al menos dos de estas, fueron: BD05
como posible inhibidor selectivo de HDACS8; BD08, BD09 y BD11 como inhibidores potenciales
de HDACs. Es importante mencionar que BD21 fue el unico compuesto cuya prediccién estuvo
en concordancia con las tres estrategias utilizadas por todos los servidores (Tabla 9), por lo

que podria ser el mejor posicionado para fungir como un inhibidor de HDACs.
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Fig. 31. Diagrama de calor de los valores de pKd calculados por el servidor SystemDock.
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6. CONCLUSIONES

e El presente trabajo consensa el conocimiento previamente reportado por varios grupos
de investigacion, puntualizando que los procesos epigenéticos son de gran importancia

para el desarrollo del cancer.

e Se clasificaron las estructuras de moléculas bioactivas publicadas y farmacos
aprobados de manera que permita tener un panorama general de su uso en la terapia
de enfermedades, asimismo se identificaron algunas de las moléculas las cuales se

encuentran en ensayos clinicos o preclinicos.

e Se actualizaron algunos datos estructurales correspondientes a los estudios de
acoplamiento molecular reportados en la literatura, con la finalidad de dar a conocer

esta informacion para su futura validacion como blancos terapéuticos.

e Se identificaron las ventajas y desventajas asociadas a los blancos epigenéticas que se
relacionan con la expresion o represion de genes, por lo que su uso como dianas

terapéuticas permitira el uso de tratamientos mas dirigidos para el cancer.

e La identificacion de derivados de quinazolina, como inhibidores de blancos
epigenéticos, estas estructuras quimicas muestran un amplio rango de actividad contra
distintos blancos epigenéticos. Ej. G9a, GLP, BRDs, HDACs y KDM1/LSD1.

e Se analizé el patron de sustitucidn necesario para que éste funja como inhibidor de G9a
y GLP, en este caso particular se identificé al diazepano en C-2 y los éteres alquilicos

en C-6 y C-7 del anillo de quinazolina necesarios para tener actividad contra esta diana..

e Se encontré que en BRDs el nucleo de quinazolona o la disustitucidon con los metoxilos
en C-5y C-7 en la estructura base como grupos esenciales para su interaccion con la

red de moléculas cataliticas presentes en éste tipo de dominios.
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Para la inhibicion de HDACs se observo la dependencia de la potencia por parte de los
sustituyentes en C-4 y C6 del nucleo de quinazolina, buscando mimetizar al sustato

(lisina acetilada) e interactuar por medio de fenilos poli o monosustitudos.

Se analizé que para la inhibicién de la desmetilasa KDM1/LSD1 el patrén de sustitucion
correspondiente a los grupos éteres alquilicos en C-6 y C-7 de la quinzolina son

cruciales para la inhibicion de éste tipo de enzimas.

La prediccion de los posibles blancos terapéuticos de la base de datos interna,
empleando tres estrategias de busqueda diferentes, mostré que el compuesto BDO5 es
un potencial inhibidor de HDACS8 y los compuestos BD08, BD09 y BD11 podrian inhibir
a diferentes isoformas de HDACs. Finalmente, el resultado consenso obtenido con las
3 estrategias de busqueda sugirieron al compuesto BD21 como un potencial inhibidor
de HDACs.
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7. PERSPECTIVAS

Con la informacion previa asociada al presente trabajo se busca realizar la sintesis de
derivados de quinazolina que pudiesen interactuar con las dianas epigenéticas predichas en
este estudio, para su posterior evaluacion sobre lineas antitumorales que involucren como

mecanismo de accion la inhibicion de alguna de estas enzimas.

También se busca complementar la informacién obtenida de los distintos servidores realizando
una busqueda con distintos estudios computacionales que pudiesen complementar la

prediccion y conservacion de interacciones en algunas de las enzimas revisadas.
Asimismo, se desea encontrar el patron de sustitucién sobre el scaffold de quinazolina mas

indicado para aumentar la selectividad sobre estas u otras dianas (polifarmacologia)

relacionadas con el cancer.
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Tabla Al.1l. Estructura quimica de los derivados de quinazolina sintetizados en el grupo del Dr.

Francisco Hernandez Luis. Las claves asignadas son particulares de este trabajo.

N
Clave R? R? RS R4 Referencia
0
BDO1 NH: H ¥ H A.Nieto'22
/©/\§ 97,100
BDO02 NH2 H NN H C.Mendonza®”
\
- o
BDO3 NH: H o o C.Mendonza®”1®
| |
r e
BD04 NH2 H o o C.Mendonza®"100
| c|;|=3
= o
BDO5 NH: H o o C.Mendonza®”1®
c|:F3 (|:|=3
N
BDO06 NH: H H V. Rosales'®
FsC
o
BDO7 NH: H /@Af H V. Rosales'®
FaC
0
F \5
BDOS8 NH: H H V. Rosales'®
F
" e
BD09 NH2 H \Qﬂ H V. Rosales'®
F
F ~ §
BD10 NH2 H H V. Rosales'?
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Tabla Al.1. Estructura quimica de los derivados de quinazolina (continuacion)

Clave R? R? RS R4 Referencia

F
BD11 NH: H \©A§ H V. Rosales'?®

(0]
N 98
obiz §\NH/H\ " \©A§ H AMatus

BDIS ¢ I H H A.Matus®

o) A §
BDL ¢ I H H A.Matus®
SNHON HO

(0] \§
BD1S ¢ I H H A.Matus®®
ONH S FACO

o) N
BD16 g\ I H Hsc\Nmog H A.Matus®®

(@]
BD17 NH2 H \©A§ H A.Matus®

BD18 NH2 H H A.Matus®®

O
BD19 NH2 H \5 H A.Matus®®
H3C\O

v
BD20 NH2 H H A.Matus®®
F,CO

o) o) §
97
BD21 g\NH/H\ %J\ 5 Ng H C.Mendonza

BD22 NH: H g H C.Mendonza®’
O,N
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Tabla Al.1. Estructura quimica de los derivados de quinazolina (continuacion)

Clave R? R? R4 Referencia

O 0}

oo g0 A

zZ
o
Py}
w
% -
m
"'V,m
T

C.Mendonza®’

L

N
I

BD24 NH: H / N C.Mendonza®’
I
BD25 NH2 H H C.Mendonza®’
HO
0
|
BD26 NH2 H H M. Lépez®®
~
o
e
0
L
BD27 NH2 H H M. Lopez®®
o)
o
e
0
BD28 NH2 H H M. Lopez®®
HSC\O:Q\WE‘ P
o)
0
y
BD29 NH2 H H M. Lopez®®
N
bN
I
BD30 NH2 H H M. Lépez®®

P4

Y
Z
T

94



APENDICE |

Tabla Al.1. Estructura quimica de los derivados de quinazolina (continuacion)

Clave R! R? R® R4 Referencia
(|:H3 o)
(0] | §
BD31 NH: H HyC H M. Lépez®
>0
0
H,C”
Cl
BD32 NH H : H M. Lépez®
2 CI@\/\”/‘Z% pez
(@]
ICH3 0
(0] | ;g
BD33 NH: H H M. Lopez®®
HO
o)
H,e”
I
BD34 NH2 H ;; H M. Lépez®®
FSC\O
BD35 H 5 H M. Lépez®
o 0 p
e
BD36 H H M. Lépez*®
e
=
o) e
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Tabla Al.2. Cédigo SMILES de la serie de derivados de quinazolina

CLAVE SMILES
BDO1  O=C(Nc1cc2c(nc(nc2N)N)cc1)c1ceece
BD02  O(CCCN(C)C)c1ccc(cec1)CNe1ec2e(ne(nc2N)N)eet
BD03  O(C)c1ccc(cc1)CN(Ccleec(OC)ec1)c1cc2e(ne(nc2N)N)cet
BD04  FC(F)(F)Oc1ccc(cc1)CN(Ce1cec(OC)cc1)c1cc2e(ne(nc2N)N)cc
BD05  FC(F)(F)Oc1ccc(cec1)CN(Ce1cec(OC(F)(F)F)cc1)ec1cc2e(nc(nc2N)N)ee
BD06  FC(F)(F)Oc1ccc(cc1)\C=N\c1cc2c(nc(nc2N)N)ce1
BD07  FC(F)(F)Oc1ccc(cc1)CNe1cc2e(nc(nc2N)N)eel
BD08  Fc1cc(F)ccc1\C=N\c1cc2c(nc(nc2N)N)cc
BD09  Fcilcc(F)ccc1CNelec2e(ne(nc2N)N)ce
BD10  Fc1ccc(cec1)\C=N\c1cc2e(nc(nc2N)N)ce
BD11  Fci1cec(cc1)CNelec2e(ne(nc2N)N)ce
BD12  O(C)c1ccc(cc1)\C=N\c1cc2c(nc(nc2N)NC(=0)C)cc1
BD13  0O1CCOc2c¢c1cc(cc2)\C=N\c1cc2c(nc(nc2N)NC(=0)C)cc
BD14  Oc1ccc(cc1)\C=N\c1cc2c(nc(nc2N)NC(=0)C)cc
BD15  FC(F)(F)Oc1ccc(cc1)\C=N\c1cc2c(nc(nc2N)NC(=0)C)cc1
BD16  O(CCCN(C)C)c1ccc(cc1)\C=N\c1cc2c(nc(nc2N)NC(=0)C)cc1
BD17  O(C)cilccc(cc1)\C=N\c1cc2c(nc(nc2N)N)ce
BD18 0O1CCOc2c1cc(cc2)\C=N\c1cc2c(nc(nc2N)N)cct
BD19  O(C)clcc(ccc1OC)\C=N\c1cc2c(nc(nc2N)N)cc
BD20  FC(F)(F)Oc1ccc(cc1)\C=N\c1cc2c(nc(nc2N)N)ce
BD21  O=C(Nc1nc(nc2c1cc(NCclcec([N+](=0)[O-])cc1)cc2)NC(=0)C)C
BD22  O=[N+]([O-])c1ccc(cc1)CNelec2e(nc(nc2N)N)eet
BD23  Clc1cec2n(CCNc3ccdc(nec(ncdNC(=0)C)NC(=0)C)cc3)c(nc2cc1 CHC(F)(F)F
BD24  Clc1ce2n(CCNc3ccdc(nc(ncdN)N)ce3)c(nc2ec1CHC(F)(F)F
BD25  O(C)c1cc(cecc10)C(=0)Nc1cc2e(nc(nc2N)N)ee
BD26  O(C)c1cc(ccc10C)C(=0)Nc1cc2e(nc(nc2N)N)eel
BD27 0O1CCOc2c1cc(cc2)C(=0O)Nc1cc2e(nc(nc2N)N)cet
BD28  O(C)c1cc(ccc1OC)\C=C\C(=0O)Nc1cc2c(nc(nc2N)N)ce
BD29  O=C(Nc1cc2c(nc(nc2N)N)cec1)cl1cc2neenc2ec
BD30  O=C(Nc1cc2c(nc(nc2N)N)cc1)c1cc2[nH]c(nc2cc1)C
BD31  O(C)c1c(OC)cc(cc10C)C(=0O)Nc1cc2e(nc(nc2N)N)eet
BD32  Clc1cc(cecc1CINC=C\C(=0O)Nc1cc2c(nc(nc2N)N)cc
BD33  O(C)c1cc(cec(OC)c10)C(=0)Nc1cc2e(nc(nc2N)N)ce
BD34  FC(F)(F)Oc1ccc(cc1)C(=0)Nc1cc2e(nc(nc2N)N)ce
BD35  O(C)c1cc(ccc10C)C(=0)Nc1cc2e(nenc2Nc2cec(cc2)C(=0)C)cc
BD36  O(C)c1cc(ccc10C)C(=0)Nc1cc2e(nenc2Nc2cc(cec2)C(=0)C)cc

96



	Portada
	Índice General
	Introducción
	Objetivos
	Capítulo I. Panorama General del Cábcer
	Capítulo II. Epigenéica: Generalidades y Blancos Terapéuticos
	Capítulo III. Compuestos Contra Blancos Epigenéticos
	Capítulo IV. Análogos de Quinazolina contra Blancos Epigenéticos
	Capítulo V. Predicción de Blancos Epigenéticos para una Serie de Derivados de Quinazolina
	Conclusiones
	Perspectivas
	Bibliografía
	Apéndice



