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1. Siglas

ADME/T: Propiedades farmacocinéticas concernientes a la absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion. Ademas de la toxicidad ligada al farmaco.
BD: Base de datos.

DiFAC: Disefio de farmacos asistido por computadora.

DMDN: Disefio molecular de novo.

DMDN-D: Disefio molecular de novo basado en la estructura de la diana
bioldgica.

DMDN-L: Disefio molecular de novo basado en el ligando.

DNMT: DNA metiltransferasa.

FBDD: Siglas en inglés de descubrimiento de farmacos basado en fragmentos.
FDA: Siglas en ingles de agencia de alimentos y medicamentos
(estadounidense).

HTS: siglas en inglés de ensayos de alto rendimiento.

[-DNMT: Inhibidores de DNA metiltransferasa.

I-DNMT1-NN: Inhibidores de DNA metiltransferasa de la isoenzima 1 no
nucleosidos.

[-DNMT3A-NN: Inhibidores de DNA metiltransferasa de la isoenzima 3A no
nucleosidos.

[I-DNMT-NN: Inhibidores de DNA metiltransferasa no nucledsidos

NME: Siglas en ingles de Nuevas entidades moleculares.

PAINS: Siglas en inglés que hace referencia a compuestos falsos positivos
comunmente identificados en ensayos de HTS.

PN: Productos naturales.

RPD: Restricciones primarias de la diana biologica.

RSD: Restricciones secundarias de la diana bioldgica.

SAH: S-adenosilhomocisteina (coenzima SAM, pero sin grupo metilo en el
tioéter).

SAM: S-adenosil metionina (coenzima de las DNMT).

SAR: Relaciones estructura actividad.

TPSA: area superficial polar topologica.



2. Prefacio

En el presente trabajo se buscéd desarrollar, promover y participar en tres aspectos
fundamentales y centrales en el quehacer universitario: investigacion; educacion y

divulgacion cientifica. Especificamente:

1. Se realizé investigacion en Quimica Farmacéutica, bajo un enfoque in silico, para
la generacibn de nuevas moléculas epi-farmacolégicas potencialmente
bioactivas, dirigidas al tratamiento contra el cancer (con énfasis en neoplasias
hematopoyéticas). Se pretende que, como perspectivas de este trabajo, las
moléculas puedan ser sintetizadas, evaluadas y optimizadas.

2. Con las metodologias computacionales empleadas en la investigacion basica
(punto 1), se contribuyo con la elaboracion de material educativo y didactico, que
puede ser utilizado por alumnos de licenciatura, posgrado y usuarios externos.
Se pretende que el material desarrollado sirva como una guia introductoria para
realizar un disefio racional de farmacos, mediante la implementacion de los
métodos de disefio molecular de novo (DMDN) y dinamica molecular.

3. Uniendo las metodologias computacionales empleadas en el proyecto de
investigacién con su aplicacion en el desarrollo de compuestos bioactivos, se

desarroll6 una seccibn de un articulo de revisiobn (Inhibitors of DNA

methyltransferases from natural sources: A computational perspective. Front. in

Pharmacol., 2018, 9, 1144). En esta seccion se discute cémo se puede aplicar el
DMDN dentro de un contexto general para el desarrollo de inhibidores de DNA
metiltransferasas (I-DNMT) enfocado a productos naturales.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2018.01144
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2018.01144

3. Introduccioén

3.1 El disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC) como una
herramienta importante para el desarrollo actual de farmacos

El descubrimiento de farmacos comprende una tarea multidisciplinaria que ademas de
ser compleja, es costosa y tardada. Se estima que, para desarrollar un nuevo farmaco,
el gasto promedio de la inversion es alrededor de 1000 millones de dolares (Mohs y
Greig, 2017). El tiempo promedio de desarrollo dura 11 afios (DiMasi et al., 2016).
Ademas, durante el periodo comprendido de 2005 - 2010, disminuy0 la productividad de
nuevas entidades quimicas (NME, por sus siglas en inglés) aprobadas por la agencia
de regulacion de medicamentos y alimentos estadounidense (FDA, por sus siglas en
inglés) en nueve empresas farmacéuticas representativas (AstraZeneca, Bristol-Myers
Squibb, Eli Lilly, GlaxoSmithKline, Merck, Novartis, Pfizer, Roche y Sanofi-Aventis). Lo
anterior, a pesar de haberse incrementado la inversion en investigacién y desarrollo
(R&D) (Bunnage, 2011). Los principales factores que contribuyeron al fracaso de los
nuevos farmacos durante la etapa preclinica y las diferentes fases clinicas fueron la
eficacia y la farmacocinética (Khanna, 2012). Como media, de 1993 a 2017 se
aprobaron 26 NME por afio, y se estima que la productividad no cambie mucho
(Mullard, 2018).

Existen multiples estrategias que se pueden seguir para guiar un disefio racional de
farmacos. En general, lo mas conveniente y productivo es combinar métodos de una
forma racional que ayude a agilizar los procesos de descubrimiento, optimizacion y
desarrollo. Tradicionalmente, la sintesis organica y los productos naturales (plantas,
microorganismos y animales) fueron y contintan siendo la primordial fuente de
obtencion de moléculas bioactivas (Sneader, 2005; Bernardini et al., 2018). Con el paso
de los afos y hasta la fecha, dichas moléculas resultan ser cada vez mas complicadas
de obtener, ya que, para el caso de la sintesis organica, cada molécula
convencionalmente se disefiaba, sintetizaba y se evaluaba una a la vez. Esto hacia que
el proceso se prolongara por muchos afios. La situacion es semejante para los
productos naturales: la extraccion, caracterizacién y sintesis a gran escala retardan el

proceso (Li y Vederas, 2009).
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En respuesta a estos problemas, tanto en la iniciativa privada como en la academia, se
buscan constantemente nuevas soluciones que conlleven a agilizar, tanto la sintesis
como la evaluacién biolégica de las posibles NME. Para ello, durante el siglo pasado,
se implementé la quimica combinatoria para obtener una coleccion vasta de
compuestos estructuralmente diversos en un tiempo mas corto que la sintesis
convencional (Liu et al.,, 2017). A su vez, los ensayos de alto rendimiento (high-
throughput screening, HTS) se utilizaron para identificar compuestos prototipo (hits) a
través de la evaluacion biolégica automatica de millones de compuestos en cuestion de

s6lo semanas (Wermuth, 2015).

El disefio de farmacos asistido por computadora (DiFAC) es un area multidisciplinaria
gue comprende el uso de la quimioinformatica, bioinformética, modelado molecular,
guimica computacional, y quimica tedrica, entre otras disciplinas (Saldivar-Gonzélez et
al., 2017). Una de las aplicaciones inmediatas del DIFAC recae en la Quimica
Farmacéutica para la identificacion, seleccidon y optimizacién de nuevos compuestos

bioactivos.

El DIFAC emplea principalmente dos enfoques de disefio: 1) Basado en el receptor
aplicando métodos como el modelado por homologia, acoplamiento y dinamica
molecular y 2) Basado en el ligando utilizando métodos como cribado virtual,
generacion de modelos QSAR, busquedas de similitud, y modelados del farmaco6foro
(Sliwosk et al., 2014). La eleccion del enfoque dependera del conocimiento previo que
se tenga de la enfermedad que se quiera combatir, ademas de las necesidades de cada
caso particular. ElI DIFAC junto con el uso conjunto de HTS, quimica combinatoria y la
implementacion de las nuevas tendencias como inteligencia artificial (artificial
intelligence, Al) y machine learning aplicadas a la sintesis robotizada, para el
descubrimiento, planeacion y optimizacion de reacciones quimicas organicas, asi como
para la prediccion de propiedades ADME/T (Granda et al., 2018; Luechtefeld et al.,
2018; Sellwood et al., 2018) pueden ser utilizados como una herramienta que ayude a
disminuir los costos y riesgos asociados al actual descubrimiento de farmacos (Sinha y
Vohora, 2018). A la fecha, se han aprobado por la FDA al menos 14 farmacos
descubiertos mediante el uso de métodos de DIFAC. Entre estos destaca el captopril

(antihipertensivo) y el indinavir (antirretroviral contra el VIH). Otros candidatos a
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farmacos como nolatrexed (tratamiento para el cancer de higado), apratastat (artritis
reumatoide), LY-517717 (inhibidor del factor Xa activado) y luminespib (inhibidor de
HSP90) se encuentran en pruebas clinicas (Bisht y Singh, 2018). Las estructuras

guimicas de estos farmacos estan en la Figura 1.

El uso de la computacion como herramienta de investigacion enfocada al
descubrimiento de farmacos, se ha vuelto indispensable debido al aumento en la
cantidad de informacién quimica actualmente disponible (Brown et al., 2018). La
necesidad y demanda por contar con personal con aptitudes en quimioinformatica, es
cada vez mayor en la industria farmacéutica y se prevé que ésta aumente en un futuro
(Chen et al., 2018). La basqueda bibliografica, construccion y mineria de bases de
datos, analisis de similitud, realizacion de estudios de cribado virtual, disefio de
bibliotecas virtuales, visualizacion del espacio quimico, analisis de resultados de HTS,
disefio molecular de novo, generacion de modelos QSAR y uso de métodos de machine
learning aplicados a la prediccion de propiedades ADME/T y sintéticas, son los
principales usos de la quimioinformatica en los proyectos actuales de desarrollo de

farmacos (Xu y Hagler, 2002).
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Fig. 1. Farmacos y candidatos desarrollados con la asistencia directa de métodos DiFAC.
a) Farmacos aprobados por la FDA para uso clinico. b) Candidatos a farmacos en pruebas
clinicas.
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3.2 DNA metiltransferasas (DNMT) como reguladores de la expresion epigenética:
asociacion con neoplasias hematopoyéticas

La epigenética estudia cambios heredables en la estructura de la cromatina en donde
no existe una modificacién directa a la secuencia de nucleétidos en el DNA (Bonasio et
al., 2010). La metilacion de DNA representa un mecanismo de regulacion de la
actividad de genes funcionales a través del silenciamiento de la expresion génica. Este
silenciamiento involucra modificaciones covalentes por medio de la transferencia de
grupos metilo por la coenzima S-adenosilmetionina (SAM) a la posicion 5-C de las
citocinas precedentes a guanina en las islas CpG, comunmente ubicadas en las

regiones promotoras de dichos genes (Auclair y Weber, 2012).

La reaccion de transferencia es catalizada por la familia de isoenzimas DNA
metiltransferasas (DNMT). El genoma humano codifica para cinco de éstas: DNMT1,
DNMT2, DNMT3A, DNMT3B y DNMT3L. (Lyko, 2018). DNMT2 est& involucrada en la
metilacion de tRNA (Goll et al. 2006), mientras que DNMT3L, a pesar de presentar
homologia estructural con DNMT3, no presenta actividad catalitica, no obstante, se
sabe que se puede asociar a otras DNMT para regular su actividad (Jia et al., 2007).
DNMT1 participa en el mantenimiento de los patrones de metilacién en los procesos de
replicacion de DNA durante la division celular. Por tanto, DNMT1 sélo puede modificar
DNA hemimetilado (Jurkowska, 2010). Por otro lado, DNMT3A y DNMT3B estan
implicadas en la metilacion de novo de DNA estableciendo los patrones de metilacion

permanentes durante el desarrollo embrionario temprano (Okano et al., 1999).

Esta bien identificada la relacion entre la aparicion de neoplasias hematopoyéticas y el
sindrome mielodisplasico asociada a una mala funcion en la regulacion epigenética
(Bennett y Licht, 2018). En células neoplasicas se han observado patrones de
metilacion aberrantes. Dichos patrones estan caracterizados por hipermetilaciones
anormales en las regiones promotoras de genes supresores de tumores (Ning et al.,
2016). Los mecanismos moleculares por los cuales las islas CpG son hipermetiladas en
los genes supresores de tumores implicados en el fendbmeno de carcinogénesis, en

neoplasias hematopoyéticas, han sido elucidados recientemente. XAF1l es un gen
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supresor de tumores que favorece la apoptosis mediante la inhibicion de la AIP
(proteinas de inhibicion de la apoptosis), inhibe el crecimiento celular y regula el ciclo
celular (Zhu et al.,, 2014). Por otra parte, CTCF es una proteina multifuncional que
regula directamente la actividad de XAF1 a través de su unién a regiones sensibles a la
metilacion a -386 pb previas al sitio de inicio transcripcional. La ausencia de interaccion
de CTCF con XAF1 promueve la hipermetilacién de dinucleodtidos CpG en las regiones

promotoras de los genes mencionados anteriormente (Victoria-Acosta et al., 2015).

Los patrones de metilacion en el DNA son reversibles. Esto abre la posibilidad de
eliminarlos mediante la inhibicién de las DNMT. De este modo, XAF1 o cualquier otro
gen supresor de tumores implicado en un silenciamiento mediado por una
hipermetilacion aberrante se puede reactivar (Herman y Stephen, 2003) y se puede
restaurar la homeostasis en el ambiente celular. Ademas, se tienen avances en pruebas
de fase preclinica para tratar tumores sélidos (Ramachandran et al., 2015). También se
ha descubierto un nuevo dominio de aplicacion para combatir patologias no
oncoldgicas. Ejemplos de esto son enfermedades metabdlicas, autoinmunes e
inflamatorias: diabetes, obesidad, lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide,
respectivamente (Best y Carey, 2010). Lo anterior hace que DNMT1, DNMT3A y
DNMT3B sean blancos moleculares relevantes para el desarrollo de farmacos.

3.3 Estado del arte de los Inhibidores de DNMT (I-DNMT)

Actualmente, azacitidina (5-azacitidina) y decitabina (2'-desoxi-5-azacitidina) (Figura 2)
son los unicos farmacos aprobados por la FDA para su uso clinico en el tratamiento del
sindrome mielodisplasico, leucemia mieloide aguda y leucemia mielomonocitica crénica
(Keating, 2009; Saba y Wijermans, 2005). Ambos farmacos son nucleodsidos analogos
de la citidina. La actividad antineoplasica de estos compuestos se da a través de dos
mecanismos: 1) Inhibicion de la DNMT1 a dosis bajas, causando hipometilacion y 2)
Citotoxicidad mediada por su incorporacion en el RNA y DNA a altas dosis (Martens,
2010).
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Ambos farmacos son incorporados al interior de la célula por el transportador hENT1
(Transportador 1 de nucledsidos equilibrativo humano). Posteriormente, son convertidos
a su forma activa trifosforilada por la uridina citidina cinasa, cinasa CMP y difosfocinasa.
Después de estas modificaciones, los farmacos se incorporan al nucleo celular para
actuar, de acuerdo con la dosis administrada, por los dos mecanismos de accion

mencionados anteriormente (Agrawal et al., 2018).

El mecanismo de accion por inhibicion de las DNMT de los dos azanucleésidos se basa
en la formacién de un enlace covalente en la posicion 6 del anillo de la citosina, a travées
de un ataque nucleofilico proveniente del residuo catalitico de la cisteina de la DNMT1.
De este modo, se inactiva la enzima, ya que en la posicién 5 del mismo anillo hay un
nitrégeno que impide su liberaciébn por medio de una reaccion tipo p-eliminacion
(Stresemann y Lyko, 2008). La formacion del aducto en la enzima conlleva a su

degradacion via proteosomal (Ghoshal et al., 2005).

Como la azacitidina y decitabina son ribonucledsidos, se incorporan en el RNA en
mayor proporcion (80-90%) que en el DNA (10-20%). La incorporacion al RNA impide la
sintesis de proteinas induciendo un efecto citotoxico. La incorporacion al DNA restringe
la sintesis de éste durante los procesos de replicacion provocando la inhibicién de la
proliferacion celular (Agrawal et al., 2018).

El segundo mecanismo de accion de los azanucledsidos es el que ocasiona los efectos
colaterales de citotoxicidad, ya que, aungque se controle las dosis, se sabe que debido a
la variabilidad biolégica el metabolismo de farmacos es diferente en cada paciente
(Renaissance, 2016). Este ultimo hecho hace que los metabolizadores lentos eleven
sus concentraciones plasmaticas aun a bajas dosis. La citotoxicidad no es el problema
per se (ya que al tratarse de una terapia oncolégica esta propiedad podria suponer una
ventaja), sino la baja selectividad relacionada a este mecanismo de accion. Otro
problema importante es que la eficacia terapéutica depende, en gran medida, de la
activacion metabolica de ambos farmacos. Las células cancerigenas utilizan este ultimo
hecho como mecanismo de resistencia al tratamiento ante estos agentes terapéuticos
(Stresemann y Lyko, 2008). El bajo perfil farmacocinético y su poca estabilidad en

solucion acuosa son otras de las problematicas de dichos farmacos (Brueckner y Lyko,
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2004). De aqui surge la necesidad de disefiar nuevos inhibidores de DNA
metiltransferasas no nucleésidos (I-DNMT-NN) que sean selectivos, con un perfil
farmacocinético adecuado y que presenten minima toxicidad (o idealmente, nula) a

dosis terapéuticas.

A la fecha, se han hecho esfuerzos para descubrir nuevos I-DNMT-NN (Xu et al., 2016;
Erdmann et al., 2016; Saldivar-Gonzélez, 2018). Ejemplos representativos son los
compuestos EGCG, hidralazina, SGI-1027 y RG108 (Figura 2). Estos se han
identificado, obtenido o desarrollado de productos naturales, procesos de
reposicionamiento de farmacos, HTS y cribado virtual. Sin embargo, estos compuestos
aln no cuentan con la actividad o selectividad adecuada. Dentro de los métodos de
disefio y descubrimiento de farmacos, no se ha reportado el uso de disefio de novo.
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Fig. 2. Inhibidores de DNMT. a) inhibidores nucleésidos. b) inhibidores obtenidos mediante
reposicionamiento de farmacos. c) inhibidores provenientes de productos naturales. d)
inhibidores obtenidos a través de HTS (SGI-1027) y cribado virtual (RG108).
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3.4 Enfoques actuales para el diseiio molecular de novo (DMDN)

3.4.1 Aspectos generales del DMDN

El descubrimiento de farmacos basado en fragmentos (FBDD, Fragment-Based Drug
Discovery, por sus siglas en inglés), es un método experimental de disefio basado en la
diana biolégica que consiste en evaluar la afinidad de una biblioteca de fragmentos.
Entiéndase por “fragmentos” a moléculas con peso molecular menor a 150 Da hasta
llegar a considerar atomos por si solos. Una de las premisas principales de FBDD es
identificar aquellos fragmentos que sean activos dentro de una determinada diana
biolégica (Erlanson, 2004). Este proceso es seguido por la union quimica de los
fragmentos y la optimizacién del ligando generado. En general, esta metodologia esta
guiada por técnicas biofisicas (experimentales) como resonancia magnética nuclear
(NMR), cristalografia de rayos X, resonancia de plasmones superficiales (SPR) o
titulacion calorimétrica isotérmica (ITC). Los resultados son confirmados por ensayos
bioquimicos como espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS) (Erlanson,
2012). Eso hace que FBDD sea un proceso costoso y tardado. No obstante, la principal
ventaja es que la molécula obtenida por FBDD tiene, en general, una gran afinidad por
la diana bioldgica. Ejemplos de farmacos disefiados por esta técnica son AT9283
(inhibidor de aurora cinasa), AT7519 (antagonista de cinasas dependientes de ciclinas,
CDK), PPM204 (inhibidor de receptores activados por proliferadores de peroxisomas,
PPAR) y ABT-737 (inhibidor de BCL-2 y BCL-XL) (Hajduk y Greer, 2007).

Por su parte, el DMDN se puede considerar como una aproximacion computacional del
FBDD. Ambos comparten el objetivo de generar nuevos compuestos bioactivos a partir
de fragmentos moleculares. Sin embargo, en el DMDN se busca que las NME posean
un perfil de propiedades fisicoguimicas y farmacol6gicas deseables, las cuales son
tomadas como criterios de filtro al momento de realizar el diseiio. Las NME se obtienen
mediante la construccion creciente de un ligando dentro un modelo de diana biolégica
generado a partir de la informacién estructural proveniente de cristalografia de rayos X
o NMR (Schneider y Lloyd, 2013). Las bases del DMDN se asentaron desde hace mas
de 20 afios. Para realizar un DMDN se tenia que implementar diversos programas

computacionales por separado para realizar las diferentes etapas del disefio (ver
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pagina 24) (Schneider y Fechner, 2005). Hoy en dia, gran parte de los programas
computacionales para DMDN consideran mdltiples caracteristicas de interés
farmacéutico en forma simultdnea como: 1) aspectos farmacocinéticos ligados a las
propiedades ADME (estimadas a partir de reglas empiricas e.g. reglas de Lipinski); 2)
probables efectos toxicos (anticipados con alertas estructurales) y 3) accesibilidad
sintética de las NME propuestas (estimada a través de filtros retrosintéticos obtenidos
mediante bibliotecas de reacciones organicas plenamente identificadas) (Hartenfeller y
Schneider, 2010). Lo anterior abre la posibilidad de generar nuevas moléculas
sintéticamente accesibles, con diferente ndcleo base (derechos de propiedad

intelectual), con probable bioactividad y propiedades biofarmacéuticas deseables.

A partir de lo anterior, se puede decir que el DMDN es menos costoso y mas rapido de
implementar que FBDD. Ademas, al tomar en cuenta en forma paralela las
caracteristicas de interés farmacéutico, la busqueda en el espacio quimico se ve mejor
direccionada sin dejar de ser amplia y diversa, ya que se estima que el numero de
posibles moléculas tipo farmaco (drug-like) entre un peso molecular de 300 a 500 Da

tiene un rango de 10* a 10**moléculas (Ruddigkeit et al., 2012).

La principal limitante del DMDN basado en la diana biol6gica es que para la evaluacion
y seleccion de las moléculas generadas se emplea un puntaje (scoring function) el cual
es una estimacién muy aproximada de la afinidad de la union del ligando con la diana
biolégica. El puntaje se expresa en términos energéticos (AG de union) donde no
siempre las contribuciones energéticas individuales de los fragmentos son aditivas
(Schneider, 2014). Dicho puntaje o calculo de la energia de union esta aproximado
porque, al igual que en el acoplamiento molecular, no se consideran adecuadamente
los factores entropicos y cinéticos propios del sistema (Prieto-Martinez et al., 2018). A
pesar de estas limitaciones, el DMDN se ha aplicado exitosamente en el descubrimiento
de nuevos inhibidores de trombina, timidilato sintasa, anhidrasa Il carbdnica, enzima
convertidora de angiotensina, aldosa reductasa, antagonistas de receptores de
estrogenos, agentes antitripanosomicos, antifungicos y algunos antivirales
(Suryanarayanan et al., 2018; Krueger et al., 2009). Recientemente, se desarrollaron

moduladores de receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR) y
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receptores de retinoide X (RXR) con actividad nano y micromolar, utilizando

conjuntamente el DMDN e inteligencia artificial (Merk et al., 2018).

3.4.2 DMDN basado en la estructura de la diana biolégica (DMDN-D)

3.4.2.1 Moléculas pequeriias

El DMDN-D tiene cinco etapas: 1) eleccidon del tipo de elemento de construccion; 2)
derivacion de las restricciones primarias de la diana biologica (RPD) o (primary target
constraints); 3) seleccién de los fragmentos moleculares; 4) construccion del ligando y

5) evaluacion y seleccion de las mejores moléculas generadas.

1) El DMDN-D puede llevarse a cabo usando tanto fragmentos de bajo peso molecular
como solo atomos. Se ha demostrado que el DMDN basado en fragmentos es mejor
que el DMDN basado en &atomos. Esto debido a que el DMDN basado en
fragmentos genera candidatos mas adecuados (ligandos “guimicamente
racionales”), a pesar de que DMDN basado en atomos es superior en cuanto a

diversidad estructural (Schneider, 2014).
2) Las RPD se definen como toda la informacion relacionada con las interacciones del
complejo ligando-diana biol6gica asociadas a la afinidad del mismo complejo. En

DMDN-D se aplican tres métodos para calcular las RPD:

a) Métodos basados en reglas (rule-based methods): Se centran en determinar si se

cumplen las condiciones necesarias para formar cierto tipo de interacciones tales
como formacién de puentes de hidrégeno o interacciones hidrofobicas (Danziger y
Dean, 1989; Gillet et al., 1995). En el proceso se genera un mapa de regiones
favorables hacia dichas interacciones. La informacion cristalografica se considera
como criterio empirico para definir los valores de la geometria y los rangos de
tolerancia para obtener el mapa.

b) Métodos basados en celdas (grid-based methods): Se basan en establecer a lo

largo del sitio de unién regiones espaciales de muestreo delimitadas por formas

cubicas (celdas), en las que, dentro de éstas se estiman las mejores zonas para
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desempeiiarse como sitios de anclaje. Esto se hace a través del calculo de la
energia de union de diferentes fragmentos “sonda”. De este modo, por medio de
un andlisis estadistico de todas las celdas estudiadas (utilizado en la mayoria de
los programas para realizar DMDN-D) se precisan la RPD (Schneider y Fechner,
2005).

c) Busqueda por multicopias simultdneas (multiple copy simultaneous search,

MCSS): Consiste en posicionar aleatoria y simultdneamente multiples copias de
una biblioteca de grupos funcionales dentro del sitio de union, a modo de evaluar
sus posiciones y orientaciones mas favorables por medio de la implementacion de
campos de fuerza (force fields, conjunto de funciones mateméaticas que asocia los
parametros necesarios de energia, mecénica y dinamica molecular, para realizar
los célculos de conformacion, flexibilidad e interacciones moleculares de un
determinado sistema). Los grupos funcionales que posean una energia de unién
inferior a un determinado punto de corte son descartados automaticamente
(Miranker y Karplus, 1991).

3) Para la seleccion de los fragmentos moleculares se pueden usar diversas

estrategias:

a) Algoritmos de busqueda combinatorios e heuristicos (reglas probabilisticas
basadas en conocimientos previos que en general tienen buenos resultados, pero
que no hay prueba de que esto siempre ocurra). Ejemplos son las estrategias
breadth-first y depth-first search.

b) Algoritmos aleatorios, como el método Metropolis-Monte Carlo.

c) Algoritmos de optimizacion basados en poblaciones, como los algoritmos

evolutivos.

Independientemente del algoritmo(s) empleado(s), es importante considerar a las
restricciones secundarias de la diana biolégica (RSD) o “second target constraints”.
Entiéndase como RSD a las propiedades esenciales de la molécula que las hace
adecuadamente farmacoldgicas, diferentes de la afinidad de union con la diana
bioldgica (propiedades ADME/T, accesibilidad sintética y selectividad) (Schneider,
2014).
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4) Para la construccion del ligando los métodos mas cominmente aplicados son:

a) Unién (linking): Consiste en posicionar los mejores fragmentos en sus

respectivos puntos de anclaje previamente identificados. Una vez hecho esto, se
unen los fragmentos mediante conectores (linkers) para completar la estructura
del ligando.

b) Crecimiento (growing): Consiste en unir a los fragmentos secuencialmente, a

modo de que una vez que se posiciona el primer fragmento en su sitio de
anclaje, el segundo fragmento es colocado por medio de una ampliacién del
primer fragmento, considerando el repertorio de fragmentos previamente
seleccionados. Se continla este proceso hasta unir a todos los sitios de anclaje y

completar el ligando (Schneider, 2014).

5) La seleccion de los candidatos més prometedores se hace con base a un puntaje el

cual puede ser calculado a partir de las siguientes estrategias:

a) Basados en campos de fuerza: Se obtienen a través de términos de

interacciones no enlazantes, tales como interacciones de Van der Waals y
Coulomb.

b) Empiricos: Se basan en la suma ponderada de las interacciones individuales del
complejo ligando-diana bioldgica.

c) Basados en conocimiento: Puntaje generado a partir de un analisis estadistico de

las interacciones de las moléculas generadas dentro del sitio unién, en donde
aquellas que resultan menos frecuentes son consideradas como repulsivas,
mientras que las que aparecen mas frecuentemente son catalogadas como

atractivas (Hartenfeller y Schneider, 2011).
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3.4.3 DMDN basado en el ligando (DMDN-L)

3.4.3.1 Moléculas pequefias

En ocasiones se desconoce la diana bioldgica o la estructura tridimensional aun no esta
disponible. Sin embargo, si se conocen ligandos activos contra la diana biolégica en
cuestion. En este caso, dichos ligandos pueden ser utilizados como plantillas
moleculares para generar nuevas moléculas bioactivas. En este enfoque las RPD se
obtienen a través de la generacion de un pseudoreceptor, el cual es propuesto con la
ayuda de un modelo del farmacoéforo de ligando tridimensional. Posteriormente, este
modelo puede ser usado en los programas computacionales de DMDN-D, siguiendo las
etapas propias de este enfoque (ver pagina 24).

A diferencia del DMDN-D, en el DMDN-L el proceso de evaluacion y seleccion de las
moléculas candidatas no depende Unicamente de un puntaje basado en la estimacion
de la energia de union del complejo ligando-diana biologica entre las moléculas
candidatas y la molécula de referencia. En DMDN-L el puntaje puede calcularse a partir
de:

a) Un modelo de relaciones estructura-actividad cuantitativo (QSAR, por sus siglas
en inglés) previamente establecido.

b) Medidas de similitud molecular entre los candidatos y la molécula de referencia
(Schneider, 2014).

Las RSD pueden ser obtenidas mediante programas computacionales o plataformas

externas.

3.4.3.2 Péptidos

Para el DMDN-L enfocado en péptidos se requiere de una plantilla molecular de algun
ligando conocido del cual se pueda extraer la informacion de elementos estructurales

para seleccionar la secuencia de aminoacidos del nuevo péptido. Para hacer esto hay

dos métodos generales:
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a) Métodos basados en la estructura (e.g. a hélices, interfaces proteina-proteina o
proteinas superficiales).

b) Métodos basados en secuencias, donde se considera a una secuencia de
aminoacidos "padre” o "semilla" como plantila de disefio sin considerar

explicitamente los aspectos conformacionales.

Posterior a esto, el disefio complementario del péptido puede ser guiado a través de la

aplicacion del algoritmo de reempaque de Monte Carlo (Schneider, 2014).

En ocasiones se carece de informacion necesaria para realizar DMDN, ya que no se
dispone de la informacion estructural de la diana biologica, relaciones estructura-
actividad (SAR, por sus siglas en inglés) o ligandos de referencia. En este caso, se
debe realizar una busqueda aleatoria del espacio quimico de péptidos que cubra una
amplia diversidad en secuencias (las cuales son medidas a través del calculo de la
entropia de Shannon), a modo de encontrar regiones especificas de interés, reducir
progresivamente la diversidad en dichas regiones y construir bibliotecas de péptidos
candidatos. Para este fin los algoritmos inspirados en la naturaleza (nature-inspired

algorithms) han mostrado buenos resultados. Ejemplos son:

a) Algoritmos evolutivos (evolutionary algorithms, EA).

b) Optimizacion de particulas de enjambre (particle swarm optimization, PSO).

c) Optimizacién de colonia de hormigas (ant colony optimization, ACO) (Schneider,
2014).

3.4.3.3 Productos naturales

Por razones conceptuales el DMDN enfocado a productos naturales (PN) siempre
estara dirigido al DMDN-L. Existen dos estrategias que pueden ser utilizadas para la
generacion de nuevas moléculas bioactivas obtenidas a partir de plantillas moleculares
provenientes de PN. La primera estrategia proporciona una clasificacion de la
diversidad estructural de los ndcleos base (scaffolds) de los PN, a través de la
implementacion del algoritmo mapa topografico generativo, a menudo llamado

guimiografias. Las quimiografias permiten visualizar la distribucién del panorama

25



(landscape) del espacio quimico de los PN y sus compuestos sinteticomiméticos (Miyao
et al.,, 2015). Dado que las quimiografias pueden generarse por medio de
caracteristicas farmacoféricas y descriptores moleculares, es accesible obtener
compuestos scaffold hop de los PN estudiados (Rodrigues et al., 2016). El segundo
enfoque esta basado en la simplificacion de los nucleos base de los PN que se puede
adaptar para generar compuestos semisintéticos. Esta estrategia reduce el marco
molecular (molecular framework) de los PN mediante la implementacion de un algoritmo
scaffold tree fundamentado en la descomposicion basada en reglas de los sistemas de
anillo (Bajorath, 2018).

4. Objetivos

General

Proponer nuevas entidades quimicas (NME) de inhibidores de DNA metiltransferasas
no nucleésidos (I-DNMT-NN) mediante disefio molecular de novo (DMDN) basado en el

modo de unidn de la coenzima S-adenosil metionina (SAM) de las DNMT.

Especificos

1. Utilizar recursos quimioinformaticos adicionales al disefio molecular de novo
(DMDN) que ayuden a complementar y enriquecer los resultados obtenidos a
partir de la metodologia implementada.

2. Generar material educativo y tutorial que ayude en el aprendizaje y desarrollo del
disefio molecular de novo (DMDN), asi como de otros recursos

quimioinformaticos.
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5. Material y recursos

A continuacion, se listan los materiales, recursos y su proposito:

ChemBioDraw Ultra 14.0: elaboracion de estructuras quimicas.

DataWarrior: andlisis de datos moleculares, calculo de descriptores y visualizacion

del espacio quimico por PCA.
KNIME Analytics Platform: curado y filtrado de bases de datos.

LigBuilder v2.0: disefio molecular de novo basado en la estructura de la diana
biol6gica (DMDN-D).

Molecular Operating Environment (MOE) 2018.1: acoplamiento y disefio molecular
de novo basado en el ligando (DMDN-L), usando la funcion de Scaffold

Replacement, RECAP analysis y RECAP synthesis.

Openbabel 2.3.2: Programa soporte de Ligbuilder v2.0 convertidor de formatos

moleculares.
PyMOL 1.7.2.1: Visualizacion de estructuras quimicas 3D del DMDN-D.

RCSB Protein Data Bank (PDB): fuente de informacion cristalografica de DNMT1 y
DNMT3A.

Servidores AdmeSAR, SwissADME vy aplicacion Toxtree: evaluacion de las
propiedades ADME/T de las moléculas generadas a partir del disefio de novo

basado en el ligando para analogos de SAH
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6. Metodologia
6.1DMDN-D de inhibidores de DNMT

1. A partir de la informacion estructural de la isoenzima DNMT3A (PDB ID: 2QRV)
se generaron NME por DMDN-D empleando el programa computacional
Ligbuilder v2.0, implementado la estrategia exploracion (Exploring strategy).

2. Los mejores candidatos obtenidos en el punto 1 fueron sometidos a estudios de
acoplamiento molecular con la estructura 3D de DNMT3A con el mismo

programa Ligbuilder v2.0.

6.2 DMDN-L de I-DNMT
6.2.1 Uso de bases de datos de acceso libre para obtener plantillas moleculares
6.2.1.1 DMDN-L por cambio de nucleo base (scaffold replacement)

1. Se tom6 como punto de partida una base de datos (BD) de 16,102 inhibidores
dirigidos contra diversas dianas epigenéticas provenientes de las BD de acceso
libre ChEMBL y BindingDB (Naveja y Medina-Franco, 2018). Esta ultima BD se
curd vy filtré6 para generar una nueva BD de 26 I-DNMT3A-NN reportados como
activos.

2. La BD obtenida en el punto 1 fue sometida a estudios de acoplamiento
molecular. Los primeros estudios se enfocaron en el sitio catalitico y los
segundos fueron acoplamientos moleculares ciegos.

3. Se realizé un segundo filtrado para considerar unicamente a los I-DNMT3A-NN
que tuviesen una energia de unién (AG aproximado) mas favorable que la
coenzima SAH (S-adenosilhomocisteina, -7.563 Kcal/mol).

4. La BD resultante tuvo diez I-DNMT3A-NN con cuatro nucleos base diferentes. De
estos, aplicando la funcion scaffold replacement en MOE.2018.1, se obtuvieron
13,468 moléculas candidatas.

5. Las moléculas candidatas fueron sometidas a estudios de acoplamiento

molecular.
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6.

Las BD de los acoplamientos de las moléculas candidatas fueron filtradas para
seleccionar a los nuevos I-DNMT3A-NN que tuviesen una energia de union (AG
aproximado) mas favorable que SAH (-7.563 Kcal/mol) o PS-3114 (compuesto
prototipo (hit) previamente identificado por el Dr. Alexandre Gagnon con una

energia de union calculada de -5.649 Kcal/mol).

6.2.1.2 DMDN-L por fragmentos moleculares generados a través de reglas
basadas en andlisis retrosintéticos estadisticos (RECAP analysis y RECAP
synthesis)

Para DNMT1 se generaron NME aplicando la funcion RECAP analysis y RECAP
synthesis en MOE.2018.1.

Las NME propuestas en el paso anterior se filtraron con cribado virtual usando
acoplamiento molecular ciego para seleccionar aquellas NME que sélo tuviesen

potencial de unirse al sitio catalitico.

6.2.2 Uso de la informacion estructural de la coenzima S-adenosilhomocisteina
(SAH) co-cristalizada como plantilla molecular

1.

Se determinaron las interacciones clave de SAH co-cristalizada en la enzima
DNMT3A (ID PDB: 2QRV) a través de acoplamiento molecular (como parte del
mismo protocolo del acoplamiento molecular).

Por medio de la funcion scaffold replacement en MOE.2018.1 se generd una BD

de 426 moléculas analogas a SAH.

3. Se realiz6 acoplamiento molecular a la BD anterior.

De la BD anterior se obtuvieron cinco moléculas con una energia de unién mas
favorable a PS-3114.
Las RSD de los mejores candidatos fueron estimadas mediante los servidores y

programa externos: AdmeSAR, SwissADME y Toxtree, respectivamente.
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7. Resultados
7.1 DMDN-D de I-DNMT

7.1.1.1 Deteccion de la cavidad y modelo del farmaco6foro de |-DNMT3A (cavity

function)

El DMDN-D se realizé con Ligbuilder v2.0. La primera etapa del DMDN-D con dicho
programa (utilizando la funcion cavity) consiste en determinar y detectar las posiciones,
formas y volumenes de los posibles sitios de union en la superficie de la diana
bioldgica, asi como estimar cuantitativamente su capacidad de afinidad en dichos sitios
de unién (druggability) (Yuan, Pei, y Lai, 2011). Esta etapa corresponde a la derivaciéon
de las RPD.

Se detectaron nueve posibles sitios de union en la superficie de la DNMT3A (Fig. 3a).
Para el DMDN-D, se eligié al que esta asociado con el sitio catalitico de la enzima. La

Fig. 3b ilustra al sitio de unién asociado al sitio catalitico y el modelo del farmacoforo

propuesto por el programa computacional.
a) b)

Fig. 3. Sitios de unién y modelo del farmacéforo en la DNMT3A propuestos por Ligbuilder
v2.0. a) naranja: sitios de unién alostéricos, amarillo: sitio de unién asociado al sitio catalitico,
verde: S-adenosilhomocisteina; b) puntos azules: areas donadoras de puente de hidrogeno,
puntos rojos: &reas aceptoras de puente de hidrogeno. La funcién cavity de Ligbuilder v2.0 fue
entrenada por un conjunto de prueba de 1300 complejos ligando-proteina presentando una
precision del 86% (Yuan, Pei, y Lai, 2011).
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7.1.1.2 Nuevas entidades quimicas (NME) de I-DNMT3A generadas por algoritmos
genéticos y reglas quimicas (Build function)

Se obtuvieron siete NME de I|-DNMT3A (ver Tabla 1) mediante el método de
construccion del ligando exploring strategy, el cual disefia los ligandos a partir de una
biblioteca de fragmentos predeterminados por el mismo programa. Esta estrategia no
requiere informacién estructural de ligandos previamente conocidos (plantillas o
“semillas” moleculares). La construccion y seleccion de las moléculas se guié a través
de un algoritmo genético considerando un namero de generaciones y poblaciones de
siete y doscientos, respectivamente, hasta un maximo de 10000 moléculas por

generacion.

7.1.1.3 Andlisis de accesibilidad y rutas sintéticas de las NME de I-DNMT3A

La accesibilidad sintética de los compuestos disefiados esta basada en un analisis
retrosintético que permite generar moléculas que sean faciles de sintetizar. Las
moléculas propuestas son transformadas en precursores mas simples. El método
finaliza hasta que los precursores sean moléculas muy simples o que sean moléculas

comercialmente disponibles (ver Fig. 4) (Yuan, Pei, y Lai, 2011).
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Tabla 1. Compuestos generados por el programa computacional Ligbuilder v2.0 para la

enzima DNMT3A."

ID (nombre) Estructuras 2D

DDC1

® OH
N
DDC2 H

0]
)k OH
H,N N
DDC3 H/Y
0]
O
o )L N /\/\OH

DDC4 H

Propiedades del ligando
Puntaje: -4.55 Kcal/mol
Peso molecular: 118 Da
XLogP: -0.38
Atomos pesados: 8
Enlaces rotables: 3
Estabilidad del ligando: 66%
Puntaje: -4.38 Kcal/mol
Peso molecular: 104 Da
XLogP: -0.37
Atomos pesados: 7
Enlaces rotables: 3
Estabilidad del ligando: 68%
Puntaje: -4.45 Kcal/mol
Peso molecular: 118 Da
XLogP: -1.79
Atomos pesados:8
Enlaces rotables: 2
Estabilidad del ligando: 65%
Puntaje: -4.65 Kcal/mol
Peso molecular: 118 Da
XLogP: -1.52
Atomos pesados: 8
Enlaces rotables: 3

Estabilidad del ligando: 61%
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(Tabla 1 continuacion)

Puntaje: -5.71 Kcal/mol

ol fol
L/@(\o Peso molecular: 324 Da
R &
\Z\’\/

/fﬁ XLogP: -0.73
<

S

DDC5 ® Atomos pesados: 23
Enlaces rotables: 10
Estabilidad del ligando: 49 %
Puntaje: -4.32 Kcal/mol
\ Peso molecular: 126 Da
\ g OH XLogP: 0.15
DDC6 o Atomos pesados: 9
Enlaces rotables: 2
Estabilidad del ligando: 61 %
Puntaje: -4.13 Kcal/mol
Hs Peso molecular: 118 Da
N OH
® XLogP: -0.21
DDC7 o Atomos pesados: 8

Enlaces rotables: 4
Estabilidad del ligando: 61%

* La seleccidn de los compuestos generados por el algoritmo genético se hizo por medio del célculo de
un puntaje (scoring function) empirico, para estimar la afinidad de unién del complejo ligando-enzima. El
puntaje fue construido y entrenado con 800 complejos ligando-proteina que contenian afinidades de
unién experimentales conocidas, provenientes de la base de datos PDBbind. El coeficiente de correlacion
y la desviacion estandar para este puntaje fue de 0.68 y 1.8 Kcal/mol, respectivamente. Las propiedades
de los ligandos se manejaron en los siguientes rangos: log P: -0.4 a 5.6, peso molecular: 100 a 500 Da y
atomos pesados: 20 a 70 (Yuan, Pei, y Lai, 2011).
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Fig. 4. Rutas sintéticas de los compuestos generados por el programa Ligbuilder v2.0.
En la imagen se ilustran las rutas sintéticas con los menores indices de coste de reaccion
(donde un valor de 1 es muy facil de sintetizar y un valor de 10 es muy dificil de sintetizar). Este
indice contempla variables como temperatura, numero de reactivos y condiciones especiales
de reaccién. En la imagen no se muestra el compuesto DDC5, ya que el programa solo planea
las rutas sintéticas para aquellos compuestos que alcancen una estabilidad del ligando mayor
al 50 %.
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Reaccion de Bodroux
Indice de costo de reaccion = 2.2
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Fig. 4 (continuacion)
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7.2 DMDN-L de I-DNMT

7.2.1 Uso de bases de datos de acceso libre para obtener plantillas moleculares

7.2.1.1 DMDN-L por cambio de nacleo base (scaffold replacement)

Se obtuvieron un total de 137 compuestos y 41 nuevos nucleos base provenientes de la
BD de las 13,468 moléculas candidatas (ver metodologia, pagina 20). Los resultados
estan resumidos en la Tabla 2. Para los compuestos de referencia SBSM18176 y
SBSM534522, los compuestos obtenidos presentaron un puntaje mas favorable que
SAH (-7.563 Kcal/mol). Por otro lado, para el compuesto SBSM16556 los compuestos
obtenidos s6lo mostraron un puntaje mas favorable a PS-3114 (inhibidor previamente
identificado, -5.6489 Kcal/mol). Para el compuesto SBSM534514 se obtuvieron

moléculas con un puntaje mas favorable tanto para SAH como para PS-3114.

Para los compuestos generados a partir de SBSM18176, SBSM534514 y SBSM534522
se calculé un rango porcentual de accesibilidad sintética mayor al 50 %. Para los
compuestos obtenidos a partir de SBSM534514 se calculé un rango de hasta el 45 %
(Tabla 2).

Las Figuras 5-8 muestran ejemplos de las estructuras obtenidas para cada compuesto

de referencia. Cabe mencionar que sélo para el compuesto SBSM18176 se muestran

todos los compuestos obtenidos.
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Tabla 2. Resultados del cribado virtual basado en la diana biolégica de la BD de I-

DNMT3A.
Nucleos base de los Nimero de
compuestos de compuestos
referencia obtenidos

Numero de Puntaje mas
nuevos nucleos favorable que
base obtenidos

Accesibilidad
sintética (%)

| 5
@/\O O
SBSM18176
“ N
1
I
SBSM534514
102
14
SBSM534522
Total 137

3 SAH

5 PS-3114 y SAH
22 PS-3114
11 SAH
41

52-89

52-73

Hasta el 45

50-60
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Fig. 5. Compuestos generados por la funcién scaffold replacement para el compuesto de
referencia SBSM18176.
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Fig. 6. Compuestos obtenidos por la funcién scaffold replacement para el compuesto de

referencia SBSM534514.
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Fig. 7. Compuestos obtenidos por la funcidon scaffold replacement para el compuesto de

referencia SBSM16556.
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Fig. 8. Compuestos obtenidos por la funcion scaffold replacement para el compuesto de
referencia SBSM534522.

En las cuatro moléculas de referencia el carboxilato se retuvo y conservo para el disefio
de las NME. Esta porcién molecular presenté interacciones moleculares relevantes para
la formacién de puentes de hidrogeno. Cabe destacar que en los modelos de
acoplamiento se predice que la Gly 642, en el sitio catalitico, forma estas interacciones

en todos los compuestos con excepcidon del compuesto SBSM534514 (ver Fig. 9).
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Fig. 9. Acoplamiento molecular de los compuestos de referencia. Las regiones
farmacoféricas identificadas en los modelos de acoplamiento se emplearon para la funcién
scaffold replacement. a) SBSM18176: formacién de un puente de hidrégeno con el carboxilato
de Gly 642; interaccion hidréfoba con el anillo fenilico de Trp 889; b) SBSM534514: formacion

de dos puentes de hidrogeno con Arg 684 y Cys 706
en la porcion del carboxilato y carbonilo del éster, respectivamente.
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Fig. 9. (continuacion). C) SBSM16556: interacciones tipo puente de hidrégeno con el
carboxilato del acido benzoico, carbonilo y nitrégeno de la amida con los aminoacidos Gly 642,
Thr 641, Phe 636 y Arg 887, respectivamente y d) SBSM16556: formacion de puentes de
hidrégeno en la Gly 642, Thr 641, lle 639, Phe 636, Cys 706 y Asn 707.
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7.2.1.2 DMDN-L por fragmentos moleculares generados a través de reglas
basadas en analisis retrosintéticos estadisticos (RECAP analysis y RECAP
synthesis)

Se obtuvieron 1000 NME para la isoenzima DNMT1 a través del uso de la funcion
RECAP synthesis (ver metodologia, pagina 21). De éstas, se estima que 362 NME
podrian unirse al sitio catalitico. Para estas NME se obtuvo un total de 524 modos de
unién. De acuerdo con la Figura 10, que muestra la frecuencia de interaccion de las
362 NME con aminoécidos del sitio de union, 31.1 % de las interacciones ocurren con
Glu 610. Este resultado sugiere que este aminoacido es importante para formacion del

complejo ligando-enzima en las NME.

163/524 (31.1%)

Glu Thr Lys Phe Glu Met Asp Cvs Lys Gln Lys Asn Ser |
6l Gl6 K 1145 1 165 1160 L1910 1191 1196 1227 242 1245 146 1247

Fig. 10. Frecuencia de interaccion de las 362 NME disefiadas con aminoacidos del sitio
catalitico de DNMTL1. 31.1% de los 524 modos de union dentro del sitio catalitico de la DNMT1
tienen interaccion con Glu 610 seguido por Asp 1190.

La Fig. 11 muestra que las propiedades fisicoquimicas para las NME podrian influir en
la probable actividad de las NME. En el esquema se puede ver la formacion de
agrupaciones moleculares (clusters) en la visualizacion del espacio quimico, a razén del

puntaje obtenido que esta representado con color, en una escala continua.
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Fig. 11. Visualizacion del espacio quimico de las 362 NME obtenidas por la funcién
RECAP synthesis estimadas con union al sitio catalitico de DNMT1. La visualizacion del
espacio quimico se obtuvo por analisis de componentes principales (PCA). Con un porcentaje
de varianza recuperada de: PC1 = 52.694, PC2 = 22.311 y PC3 = 15.165. Considerando los
descriptores: peso molecular, log P, nUmero de aceptores de puentes de hidrégeno (HBA),
namero de donadores de puente de hidrégeno (HBD) y area superficial polar topolégica (TPSA).
El puntaje “S” obtenido por acoplamiento molecular con MOE.2018.1 esta representado con una
escala continua de color.

7.2.2 Uso de lainformacion estructural de la coenzima S-adenosilhomocisteina

(SAH) co-cristalizada como plantilla molecular

7.2.2.1 Analogos de S-adenosilhomocisteina (SAH)

Tal como se describié en la seccion de metodologia (pagina 21), se tomo6 como plantilla
molecular el nudcleo base de la coenzima SAH. Utilizando la funcion scaffold
replacement se generé una BD de 426 moléculas analogas a SAH. Al realizar un
cribado virtual de esta BD, se obtuvieron cinco moléculas analogas a SAH (Fig. 12) con
una energia de union que se sugiere es mas favorable a PS-3114 (inhibidor

previamente identificado).
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Fig. 12. Andlogos de SAH generados por la funcién scaffold replacement eliminando la
segunda seccion molecular ligada al efecto colateral de citotoxicidad presente en los
farmacos nucledsidos. En la figura, las moléculas estan nhombradas y numeradas en orden
descendiente con respecto a su energia de union calculada.

La Figura 13 indica que SAH tiene tres secciones moleculares principales que estan
asociadas a interacciones clave del complejo ligando-enzima enddgeno, tanto en
DNMT1 como en DNMT3A: 1) base nitrogenada (adenina); 2) pentosa y 3) carboxilato
terminal (correspondiente al aminoacido metionina). La generacién de los analogos de
SAH se realiz6 conservando la primera y tercera seccion con el objeto de que se
conservaran el mayor numero de interacciones clave y para pretender que la afinidad
fuese similar al de SAH. La eliminacién de la segunda seccion se realiz6 para
contrarrestar y descartar el segundo mecanismo de accién asociado a los efectos
colaterales de citotoxicidad de los farmacos nucledsidos disponibles hasta la fecha. De
esta manera, se impediria la metabolizacion de las NME mediadas por la trifosforilacion
en el hidroxilo contiguo al carbono 5 de la pentosa y su posterior internalizacion al

ndcleo celular para incorporarse al RNA o DNA (ver Introduccién, pagina 14).
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Fig. 13. Secciones moleculares ligadas a las interacciones clave en el complejo ligando-
enzima entre SAH y DNMT3A. Imagen modificada de la original obtenida de RCSD, PDB ID:
20QRV.

7.2.2.2 Propiedades fisicoquimicas, toxicoldgicas y quimico farmacéuticas de los

analogos de SAH

Las Tablas 3-5 resumen los resultados del célculo de las propiedades ADME/T
obtenidas a través de las herramientas quimioinformaticas descritas en la seccién de

Metodologia.

Tabla 3. Propiedades toxicolégicas y farmacocinéticas relevantes calculadas con
admetSAR.*

Compuesto [Solubilidad en agua (log S)|Carcinogénesis (en roedor) (Mutagénesis (prueba de Ames)|Inhibidor de CYP 450
CA-SAH-1 -3.34 no no no
CA-SAH-2 -2.8 no no no
CA-SAH-3 -3.66 no no 2C9, 2C19
CA-SAH-4 -3.44 no no no
CA-SAH-5 -3.8 no no no

"Cada propiedad es estimada a través de modelos de QSAR de alta calidad. (Wang et al., 2007; Lagunin
et al., 2009; Hansen et al., 2009; Cheng et al., 2011 y Cheng et al., 2012).
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Tabla 4. Propiedades farmacocinéticas y quimico farmacéuticas de interés calculadas
con SwissADME.

| SwissADME

Compuesto| Lipofilicidad (log P)|Solubilidad en agua (log S)| Accesibilidad sintética | lipinski Veber PAINS |Alertas estructurales |Inhibidor de CYP 450!
CA-SAH-1 0.37 -3.07 2.32 si si no grupo diceto no
CA-SAH-2 -1.57 -2.28 342 si Si no no no
CA-SAH-3 0.68 -3.44 351 si no no no no
CA-SAH-4 0.29 -3.31 22 si si no beta cetona no
CA-SAH-5 1.69 -3.69 375 si si no no 2C19

"En donde el log P se calcula con base a un consenso de cinco diferentes métodos; log S se obtiene de
un consenso de tres métodos; la accesibilidad sintética se valora por medio de un modelo de regresion
lineal que emplea 12,782,590 moléculas de prueba y 40 de validacion externa con una R?=0.94, donde
un valor de 1 es facil y un valor de 10 muy dificil de sintetizar y la inhibicion de CYP 450 se estima por
medio de modelos QSAR (Daina y Michielin, 2017).

Tabla 5. Propiedades toxicolégicas y metabolitos mas probables calculadas por medio de
la aplicacién Toxtree.

Compuesto| Carcinogénesis [Mutagénesis (prueba Ames)| Alertas estructurales [Reaccién para metabolitos
CA-SAH-1 | Poco probable Poco Probable Amina primaria aromatica N-hidroxilacion
CA-SAH-2 | Poco probable Poco Probable Amina primaria aromatica N-desalquilacién
CA-SAH-3 | Poco probable Poco Probable Amina primaria aromatica N-hidroxilacion
CA-SAH-4 | Poco probable Poco Probable Amina primaria aromatica N-hidroxilacién
CA-SAH-5 | Poco probable Poco Probable Amina primaria aromatica S-oxidacion

* Estimaciones realizadas por medio de algoritmos de arboles de decision (Patlewicz et al., 2008).

En general, para las cinco moléculas propuestas con base en los calculos realizados de
los descriptores fisicoquimicos log P y log S (Tablas 3y 4), la permeabilidad de éstos a
través de las membranas del epitelio intestinal podria llevarse a cabo eficientemente,
ocasionando un transporte transcelular y con ello un buen proceso de absorcion. De
manera semejante, la solubilidad en agua calculada para todas las moléculas es buena,

favoreciendo el proceso de disolucion.

De acuerdo con los resultados de la plataforma SwissADME (Tabla 4) sintetizar las
moléculas candidatas no resultaria inaccesible, ya que éstas fueron valoradas en un
rango de 2.2 a 3.75, en una escala de 10, siendo este valor el de mayor complejidad

sintética.
En cuanto a las propiedades quimico farmacéuticas (Tabla 4) todas las moléculas, a

excepcion del compuesto CA-SAH-3, cumplen los criterios de las reglas empiricas de
Lipinski y Veber, en donde CA-SAH-3 sélo sobrepasa ligeramente el limite de 140 A2

48



correspondiente al area superficial polar topolégica (TPSA) con un valor de 155.5 A2,
Sin embargo, en ninguno de los compuestos propuestos se detecto la presencia de
compuestos que aparentan mostrarse como activos en ensayos HTS, es decir,
compuestos falsos positivos (por sus siglas en inglés PAINS, Pan-assay interference
compounds).

En el servidor admeSAR se evalu6 que los cinco compuestos propuestos no
presentarian efectos toxicos, tales como carcinogénesis y mutagénesis (Tabla 3). Sin
embargo, en Toxtree se determin6 que en dichas moléculas habria una baja
probabilidad de presentarse eventos toxicos (Tabla 5), debido a que se detecté como
alerta estructural una amina primaria aroméatica, perteneciente a la primera seccion de
todas las moléculas candidatas. SoOlo hasta la evaluacidbn experimental de estas
moléculas se determinaria la veracidad de esta estimacion, ya que al ser analogos de
SAH se esperaria semejanza en las propiedades toxicolégicas de SAM, el cual se
comercializa en E.E.U.U. como suplemento alimenticio y como farmaco para el
tratamiento de la depresion, osteoartritis y enfermedades hepaticas sin efectos téxicos
graves (Hardy et al., 2002). En SwissADME se encontraron como alertas estructurales
a los grupos diceto y beta ceto, y por tanto como posibles grupos toxicoféros de los
compuestos CA-SAH-1 y CA-SAH-3, respectivamente (Tabla 4). Por su parte, con
admeSAR se predijo a CA-SAH-3 como posible inhibidor de CYP 2C9 y CYP 2C19,
mientras que el compuesto CA-SAH-5 se predijo como inhibidor de CYP 2C19.

7.2.3 Material educativo y de difusion para la aplicacion del disefio de novo y
dinamica molecular

7.2.3.1 Diseiio de novo basado en fragmentos y dinamica molecular (Segunda
ediciéon manual de Quimioinformética)

Como parte de la aportacion social hacia el ambito educativo, a partir del conocimiento
adquirido en este trabajo, se elabor6 la segunda edicion de un manual de
Quimioinformatica (Saldivar, 2017). Se incorporaron dos nuevos capitulos en los
cuales, de manera didactica y a forma de tutorial, se introduce al lector en la
implementacion del disefio de novo y dinAmica molecular, respectivamente, usando el

programa computacional MOE 2018.1. Esto se hizo porque estos métodos
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computacionales han mostrado ser de utilidad para descubrimiento y desarrollo de
nuevos farmacos (Merk et al., 2018) y no habian sido abordados en la primera edicion

del manual.

Cabe destacar, que al final de cada capitulo se incluyen ejercicios a modo casos de
estudio. En ellos, el lector puede practicar y poner a prueba los conocimientos
adquiridos, ademas de lecturas complementarias donde se puede profundizar mas
sobre los temas abordados. También se desarroll6 un glosario, en el cual el lector
puede aclarar dudas conceptuales, ya que el manual al tratar temas poco estudiados en
México, de primera instancia, el contenido de este podria resultar dificil para su integra
comprension. Ademas, el glosario que se redactdé puede ser empleado como material
de estudio complementario por alumnos de licenciatura de la Facultad de Quimica que
cursan la materia de Quimica Farmacéutica. Resulta importante recalcar que, hasta el
momento, no existe material educativo de este tipo escrito en espafiol. De hecho, la
disponibilidad de manuales enfocados a la ensefianza de la quimioinformética es
escasa en otros idiomas, incluyendo el idioma inglés. Por tanto, de esta manera se

evidencia la relevancia de la aportacion.

7.2.3.2 Diseilo de novo para el desarrollo de inhibidores de DNMT enfocado a
productos naturales (coautoria en articulo de revision)

La divulgacion cientifica es una actividad que resulta crucial para el desarrollo cientifico
y tecnoldgico que culmina en el bienestar general de la sociedad. A través de ésta, se
da el medio por el cual la comunidad cientifica puede compartir los conocimientos

recién generados, entrelazar lazos con diferentes areas y generar nuevo conocimiento.

Con base en la premisa anterior, se participé en un proyecto de divulgacion cientifica.
En éste se publico un articulo de revision como coautor en la revista Frontiers in
Pharmacology. En este trabajo se aborda como puede implementarse el disefio de novo

para el desarrollo de inhibidores de DNMT enfocado a productos naturales.
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8. Conclusiones

A través de la aplicacion del disefio molecular de novo (DMDN) se obtuvieron 511
nuevas entidades quimicas (NME) de inhibidores de DNA metiltransferasa no
nucledsidos (I-DNMT-NN) dirigidas al sitio catalitico.

Se disefiaron 149 NME de I-DMNT-NN para la isoforma DNMT3A.

Se disefiaron 362 NME de I-DMNT-NN para la isoforma DNMT1.

Recursos quimioinformaticos adicionales al DMDN, tales como acoplamiento
molecular, visualizacion del espacio quimico, filtrado y curado de bases de datos,
asi como uso de servidores externos para evaluar propiedades ADME/T,
complementaron los resultados obtenidos.

Se generd material educativo y tutorial con la adicién de dos capitulos enfocados en
disefio de novo y dindmica molecular, en la segunda edicion de un manual de

quimioinformatica.

9. Perspectivas

Realizar estudios de dindmica molecular como método de seleccion de las
moléculas a sintetizar.

Sintetizar las mejores moléculas propuestas.

Realizar los ensayos biologicos de las moléculas sintetizadas.

Realizar un estudio de DMDN-D mas extenso en tiempo de calculo (meses) que
permitan generar NME de I-DNMT3A mas diversas y novedosas.

Realizar DMDN-D en la isoforma DNMT1.

Realizar DMDN-D con una biblioteca de fragmentos privilegiados para I-DNMT que
provengan de productos naturales e inhibidores sintéticos bioactivos previamente

identificados.
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Anexos

A.l1 Glosario

1. Acantilados de actividad (Activity Cliff): Se refiere a aquellos compuestos que
poseen similitud estructural entre si, pero presentan diferente potencia en la actividad

bioldgica hacia una diana bioldgica.

2. Acoplamiento molecular automatizado (Docking): Método computacional que
busca el éptimo modo de unidn tridimensional de un ligando con su respectiva diana

bioldgica.

3. Andlisis de componentes principales (PCA): Es un método de reduccion de
variables que transforma un conjunto variables originales a otro conjunto de variables

ortogonales (no correlacionales entre si), mediante el uso de una matriz de correlacion.

4. Archivo PDB: Archivo de texto que almacena las coordenadas atémicas de una
macromolécula, generalmente una proteina o acido nucleico junto con el solvente y

iones del medio.

5. Cabeza de serie (Lead): Compuesto que durante el proceso de descubrimiento de
farmacos ha demostrado ser activo, y que ademas cumple con ser selectivo, novedoso,

accesible para su obtencion y se pueden obtener analogos de él facilmente.

6. Cambios de actividad (Activity Switch): Son compuestos estructuralmente

similares, pero que presentan una accion opuesta.
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7. Campo de fuerza: Conjunto de funciones matematicas que asocia los parametros
necesarios de mecénica o dinamica molecular para realizar los célculos de

conformacion, flexibilidad e interacciones moleculares.

8. Compuestos Scaffold hopping: Del inglés, se refiere a compuestos que presenta
un mismo tipo de actividad hacia una cierta diana bioldgica, pero que poseen diferente

ndcleo base o, en general, estructuras quimicas muy diferentes.

9. Coeficiente de Tanimoto: Relacidbn matemética para medir la similitud estructural Tij

de las moléculas i y j mediante la siguiente expresion:

Z xlszj

foj +2x22j _leszj

Stan =

10. Cribado virtual (Virtual screening): Es una técnica que consiste en realizar un
fitrado computacional de una biblioteca de compuestos en donde se prondstica la
capacidad de unién de una molécula a una determinada diana biolégica, y por ende su

probable bioactividad.

11. Curado (de compuestos): Preparacion de las estructuras quimicas a analizar, que
consiste en precisar de manera correcta las estructuras quimicas a emplear, asignar la
geometria, cargas y quiralidad adecuadas de los compuestos de interés. Los
compuestos pueden proceder de bases de datos publicas, mismos que deben
depurarse, ya que suelen tener errores. La alternativa es usar compuestos identificados

por un grupo de investigacion o hacer la propuesta tedrica de nuevas estructuras.

12. Base de datos: Es una coleccion de datos relacionados entre si que se encuentran
almacenados sistematicamente. En este sentido en el DIFAC se refiere a una
compilacién de estructuras quimicas (pueden estar en diversos formatos como: sdf,
moe mol2 etc.) enfocadas a una cierta diana biolégica, que sirve como punto de partida

para realizar estudios de acoplamiento molecular o cribado virtual.
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13. Big data: Del inglés, es un conjunto de datos enormes, en donde al realizar un
analisis computacional de éste, se pueden obtener patrones, tendencias o informacion

relevante relativa a un cierto topico.

14. Descriptor molecular: Es una propiedad intrinseca cualitativa o cuantitativa de una

molécula que representa la propiedad de una molécula. Se representa con un numero.

15. Diana biol6gica: Estructural macromolecular endégena a la que es capaz de unirse

un ligando para ocasionar una respuesta fisioldgica dentro del organismo.

16. DIFAC (Disefio de farmacos asistido por computadora): Es un enfoque de la
guimica farmacéutica que tiene como objetivo: Identificar, disefiar, optimizar vy
seleccionar compuestos bioactivos, utilizando como herramientas a la

Quimioinformética, Quimica computacional, Quimica tedrica y Modelado molecular.

17. Dinamica molecular: Es una técnica computacional que permite simular el

movimiento e interacciones de las moléculas en un sistema dado.

18. Disefio de novo: Es un método computacional que emplea diversos algoritmos con
el objeto de generar nuevos compuestos bioactivos que posean un determinado perfil
de propiedades deseables; los cuales se pueden obtener mediante la construccion
creciente de un ligando dentro un modelo de receptor generado a partir informacion

cristalografica o proveniente de RMN.

19. Disefio basado en el ligando: Es el enfoque de disefio de farmacos en el que se
utilizan las propiedades estructurales y fisicoquimicas de los ligandos conocidos para

generar nuevos compuestos que puedan tener la misma actividad biol6gica.

20. Disefio basado en el receptor: Enfoque de disefio de farmacos donde es
necesario conocer la informacion estructural tridimensional de la diana biologica para

generar posibles compuestos bioactivos.

21. Espacio quimico: Es la representacion visual de la distribucion de un conjunto de
moléculas, con el objeto de observar su similitud molecular, mediante la implementacion

de coordenadas libres basadas en descriptores moleculares.
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22. Farmacoforo: Es la concepcion abstracta del conjunto de caracteristicas
electronicas y estéricas que son responsables de las Optimas interacciones

supramoleculares del ligando con su receptor.

23. Farmaco: Sustancia pura, quimicamente definida que puede ser natural, sintética o
biotecnoldgica, que se caracterice por tener alguna actividad terapéutica y que se
identifique por sus propiedades fisicas, quimica o biologicas; ademas no debe

presentarse en una forma farmacéutica definida.

24. Filtrado (de compuestos): Consiste en la seleccion de compuestos que mejor

cumplan con los criterios de interés.

25. Huellas digitales moleculares (Molecular fingerprints): Es una descripcion
computacional de la estructura de un compuesto quimico, con base en la ausencia o
presencia de ciertas subestructuras codificadas por bits (digitos binarios representados

por los nimeros 0y 1).

26. Lead-like: Término en inglés que se le da a las moléculas pequefas, que se

caracterizan por cumplir criterios mas reales y mas estrictos a las reglas de Lipinski.

27. Ligando: Compuesto quimico, generalmente de pequefio peso molecular, puede
ser enddégeno o exdgeno que tiene afinidad de unién con una determinada diana

biologica.

28. Mineria de datos (Data Mining): Se refiere a la extracciobn de datos dutiles

provenientes de bases de datos diversas.

29. Minimizacion energética: Operacion en la que se optimiza la geometria de una

molécula.

30. Modelado molecular: Es la representacion o mimetizacion aproximada del

comportamiento molecular, considerando sus caracteristicas tridimensionales.

31. Nucleo base (Scaffold): Es la subestructura principal de un compuesto quimico, a
partir de la cual se extienden el resto de los grupos funcionales o subestructuras

secundarias.
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32. Protein Data Bank (PDB): Base de datos de acceso libre que contiene una vasta
cantidad de informacion estructural tridimensional de proteinas, acidos nucleicos vy

complejos macromoleculares.

33. Prototipo (hit): Compuesto puro que ha sido identificado durante el proceso de
descubrimiento de farmacos, con presumible actividad biolégica como minimo a una

concentracion de 1 uM.

34. Puntaje (Scoring): Es una estimacion de la afinidad de unién de un ligando a su
diana biologica, basada en el complejo formado y que generalmente se expresa en

términos energéticos (AG de union).

35. Quimica Farmacéutica: Ciencia interdisciplinaria que se encarga del disefio,
descubrimiento, identificacién, desarrollo y reposicionamiento de compuestos bioactivos

gue posteriormente pueden ser utilizados para la invencion de nuevos medicamentos.

36. Quimioinformatica: Ciencia que se encarga del almacenamiento, organizacion,

bldsqueda, obtencién, manejo, visualizacion y analisis de informacién quimica.

37. QSAR: Método cuantitativo por el cual se busca establecer una relacion matematica
entre las estructuras quimicas y la propiedad de interés (actividad biolégica por lo
general). Frecuentemente se asume que existe una relacion directa entre la similitud de

la actividad y la similitud estructural de los compuestos.

38. Reglas de Lipinski: Es un conjunto de cuatro reglas empiricas cualitativas que
permiten estimar si un compuesto pudiese tener buenas propiedades farmacocinéticas
(administracién via oral) que incluye los procesos ADME. 1) log P menor a 5; 2) Peso
molecular menor a 500; 3) No contener mas de 5 donadores de puente de hidrégeno y
4) No contener mas de 10 aceptores de puentes de hidrégeno.

39. Reposicionamiento (de farmacos): Buscar un uso terapéutico alterno a los
farmacos aprobados para uso clinico o en fases avanzadas del desarrollo clinico. El

farmaco puede tener dosis diferentes segun la enfermedad para la cual esté prescrito.
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40. Restricciones primarias del receptor: Toda la informacién relacionada con las
interacciones del complejo ligando-receptor, se asocia con la afinidad de uniéon de un

ligando a una cierta diana biologica.

41. Restricciones secundarias del receptor: Propiedades esenciales del ligando que
lo hace adecuadamente farmacoldgico, diferente de la afinidad de union con la diana

biolégica (propiedades ADME/T, accesibilidad sintética y selectividad).

42. SMILES (simplified molecular-input line-entry system): Es una forma de
representacion computacional de estructuras quimicas en la que se utiliza caracteres
del cédigo ACSII, para describir la conectividad, tipo de enlace, grupos funcionales y

estereoquimica de la molécula a representar.

43. Similitud estructural: Grado en el que dos moléculas se asemejan entre si, el cual

se calcula a partir de sus caracteristicas 2D o 3D.

44. Sitio de unién: Es la fraccion estructural de la macromolécula, donde se lleva a

cabo la interaccion con el ligando que resulta en la respuesta biolégica.
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A.2 Segunda edicion manual de Quimioinformatica

Capitulo

MOE 2018.1
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Reemplazo del ntcleo base (Scaffold
replacement)

Objetivo

% Generar nuevas moléculas con nucleos bases diferentes que posean
propiedades fisicoquimicas similares y que mantengan una respuesta
bioldgica similar que las moléculas originales o plantilla (scaffold hopping).

Objetivo especifico

% Reforzar las habilidades aprendidas en los capitulos anteriores incluyendo,
la preparacion de las estructuras de la diana bioldgica y ligando.
Introduccion

Las bases del disefio molecular de novo se asentaron desde hace mas de 15 afios
(Schneider y Fechner, 2005). Esta metodologia originalmente tenia un enfoque de disefio
basado en el receptor y solo incluia criterios estéricos como método de busqueda y
generacion de fragmentos. Actualmente se tienen nuevas ideas y enfogues que no solo se
limitan a la estructura del receptor, sino que también se puede utilizar la informacion
estructural de ligandos activos ya conocidos, que sirvan como plantillas moleculares para el
disefio de nuevas moléculas.

El disefio de novo con este enfoque ha adquirido una perspectiva diferente, en la cual
mediante la consideracién simultanea de mudltiples propiedades en parelo (Schneider,
2013) abre la posibilidad de generar compuestos novedosos que tengan caracteristicas
tales como, ser bioactivos, perfil farmacocinético favorable y ser sintéticamente accesibles.

Recursos materiales

La estructura de la enzima PDB ID: 1IOE utilizada para este ejemplo se obtuvo de
la base de datos de Protein Data Bank (PDB). Esta estructura es una hidrolasa
que corresponde al factor de coagulacién Xa. Funciona como activadora de la
trombina, cuya inhibicion selectiva conllevaria a una supresion de la cascada de
coagulacion y por tanto seria de interés terapéutico la generaciéon de nuevos
agentes anticoagulantes. Al igual que la preparacion de las estructuras de la diana
bioldgica y el ligando, la generacion de las molecular se realizé utilizando el
programa MOE.2018.1.

Procedimiento (utilizando MOE)

1. Obtenga la estructura de la proteina en formato PDB.
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a) Ingrese a la pagina de Protein Data Bank (ver URL en la Tabla 5.1) y en el
buscador escriba el nombre de la proteina. En su defecto escriba el cédigo

PDB.

b) Descargue la estructura en la opcién Download Files (para este ejemplo se

trabajo con la prote

Structure Summary 3D View Annotations Sequence Sequence Similarity Structure Similarity Experiment

ina PDB ID: 110E).

< Biological Assembly 1 € >

& 3D View: Structure | Ligand Interaction

110E

Human coagulation factor Xa in complex with M55532
DOI: 10.2210/pdb110E/pdb

Classification: HYDROLASE
QOrganism(s): Homo sapiens

Deposited: 2001-03-08 Released: 2003-09-23
Deposition Author(s): Shiromizu, 1., Matsusue, T.

Experimental Data Snapshot wwPDE Validation

Metheod: X-RAY DIFFRACTION
Resolution: 2.9 A

R-Value Free: 0.295

R-Value Work: 0.201

2. Abrir la estructura de la proteina en MOE.

File | Open | seleccionar macromolécula en formato PDB| OK

3. Preparacion de protein

a.

Metric
Clashscore
Ramachandran outliers

Sidechain outliers

[ Display Files ~ @EOIEG IS0
FASTA Sequence G

PDB Format
PDB Format (gz)

PDBx/mmCIF Format
PDEX/MMCIF Format (gz)

PDBMLXML Format (gz)

Biological Assembly 1
G
S 3 .0%
— 12.3%
it

La preparacion de la diana biolégica se puede realizar de dos formas distintas:

a) En la barra de herramientas superior hacer click en Compute | Prepare |
Protonate 3D escoja los parametros fisiolégicos que a usted convenga o en
su defecto deje los parametros predeterminados |OK.

¥l Protonate 3D — O

Atoms:
Titrate:
Flip:
Protect:

Precise;

Rule File:

Electrostatics:

Dielectric: 2

van der Waals:

All Atoms
All Atoms
All Atoms
Mone

Maone

SMOE/1ib/protonate3d.dat

+/ Enable Disconnected Metal Treatment

=N v Cutoff (&) 15
Solvent:
Cutoff (A)

Cancel

Browse. ..
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b) Seleccione en la barra derecha la opcidbn Quickprep (en versiones
anteriores de MOE puede aparecer como LigX) y asegurese de utilizar la
conformacion protonada |OK. (Para mas detalle consultar la seccion de
acoplamiento molecular pagina 77).

4. Seleccione el sitio de union.
Haga click en | RHS | Surface | Surface and Maps elija Color: Atom color,
Surface: Molecular Surface, Atoms: Receptor Atoms, TB: 75% | Create.

B surfaces and Maps — O *

-«
Name:

Surface: Molecular Surface v
Atoms: Receptor Atoms r ? Visible Only

Mear: Ligand Atoms r 7 Within: 4.5

Color: Atom Color L T /1 Cwerlay H-bond Information

Solid + ® v ‘ Use Element Color

Create Isolate Close

Nota: Activar la funcion Overlay H-bond information, ya que ésta permite visualizar
las regiones donde la geometria seria 6ptima para generar puentes de hidrégeno.

5. Analisis del sitio de unién.

Es importante saber qué tipo de interacciones se estan dando en el sitio de union,
ya que una pérdida de éstas podria conllevar a una disminucion o incluso la
perdida de la actividad biologica en los nuevos compuestos. Para este fin es util
generar un mapa electrostatico que nos indique las regiones hidrofdbicas,
aceptoras y donadoras de puentes de hidrogeno (HBA y HBD) dentro del sitio de
unién, a modo de identificar las porciones de molécula plantilla que se superponen
en dichas regiones y de esta forma se conserven. En este ejemplo hay dos grupos
hidrofébicos y un grupo aceptor de puente de hidrégeno.

Para esto seleccione | RHS | Surface | Surfaces and Maps | Electrostatic Map |

Create.
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m Surfaces and Maps

Builder
= tch
Name:
Surface: Electrostatic Map v
Atoms: Receptor 5 LA Visible Only
Near: Ligand Atoms ¥ 7 Within
level vHyd Line v Y v +—— ——— 3
v Ace Line v
v Don Line v

Create Isolate

Notas: 1) Para visualizar Unicamente el ligando con la macromolécula, puede
seleccionar el ligando y en RHS, en la pestafia Hide, elija Unselected; 2) Para
ocultar el resto de la estructura de la proteina y hacer click en Footer | Ribbon |
Style | undisplayed.

Atoms: BB

Structure B-Factor Ty Clustal-x RMSD

Residue Chain L - o Domain  Terminus

Atoms Ribbon Contacts Fog ZClip 2D

6. Ejecutar el andlisis de reemplazo de nucleo base (Scaffold replacement)
Se ejecuta Compute | ‘
Fragments | Scaffold
replacement |. Se debera
escoger a los grupos 4-
amino piridil y naftil como
grupos hidrofébicos que se
mantendran en las nuevas
moléculas, para esto
deberemos de
seleccionarlos en el panel
de visualizacion 2D, hacer
click en Footer | 2D

Una vez seleccionados los grupos R el resto de la molécula se resaltara en el
panel de visualizacion 3D, los atomos resaltados son los que se remplazaran para
formar el nuevo ndcleo base.
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A continuacion, en el recuadro de la funcién Scaffold replacement deberemos de
seleccionar los parametros de filtrado para la basqueda y seleccién de fragmentos
que podran ser ensamblados a las nuevas moléculas. Elija Operation: Replace
Scaffold (Select R atoms); Descriptor Filter: Weight<500 SlogP [-4,5]
TPSA[40,140] "Br"<1; Scoring: London dG; Output database: Ejemplo 1.mdb;
Search |

B 5caffold Replacement - O X

Ligand: Ligand Atoms

Receptor: Receptor Atoms

Operation: Replace Scaffold (Select R Atoms) v Configure...
Selectthe first heavy atom of each R-group.

2lected H's mark optional R-group cyclization points

Linker Database: $MOE/opt/linker.mdb P~

Linker Similarity: FP:BIT_MACCS tanimoto @.8 Choose...

Descriptor Filter: Weight ogP[-4,5] TPSA[48,148] "Br"¥| Save..
Model File: Browse...
Keep molecules with prediction
Pharmacophore: Browse...
Editor...

Output Database: Ejemplo 1.m | Browse...
J Open Dat:

Minimize generated structures Configure...

Scoring: London dG ¥

Search Isolate Close

Notas: 1) Para tener una busqueda mas refinada y precisa es posible afiadir un
modelo farmacoférico previamente generado, asi como habilitar la seccién Linker
Similarity, la cual mediante huellas digitales (fingerprints) MACCS keys buscara
fragmentos que posean una similitud estructural menor a 0.8 usando la métrica del
coeficiente de Tanimoto. 2) Cabe mencionar que los descriptores que se
recomiendan utilizar corresponden en ciertos puntos con las reglas de Lipinski y
Veber, ademas de la eliminacion atomos toxicoféros como el bromo; 3) En la
seccion de Operation es posible escoger otro método de operacion distinta para
generar las estructuras, tales como Medchem transformation, BREED,
Combinatorial builder, entre otros.

7. Obtencion y andlisis de resultados.
Al finalizar el célculo se generara una base de datos automaticamente en la cual
se podran observar:
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Tabla 7.1 Parametros de la base de datos de resultados Scaffold replacement.

Parametro
RMSD

AcidBase

rsynth

linker

Ligand
efficiency

London dG

Weight

TPSA

Descripcién
Indica la diferencia posicional entre la molécula original y la generada.

Indica la presencia de grupos funcionales acidos/basicos que pueden
cambiar su estado de protonacién, cuando esto suceda se establece un
namero uno.

Indica la accesibilidad sintética que tendria la molécula generada. Un
ndmero uno representa que la molécula tiene una alta probabilidad de ser
sintetizada.

Muestra el fragmento que fue usado para generar la nueva molécula.

Indica la contribucidn energética en la union del complejo ligando/receptor
por atomo que constituye la molécula.

Energia de union del complejo ligando/receptor calculada.

Masa molecular del compuesto generado.

Area polar superficial topoldgica

En este ejemplo se puede observar que bajo con los pardmetros establecidos se
construyeron automaticamente a 2388 moléculas.

Figura 7.1 Ejemplos de cambios en el nicleo base de las moléculas generadas por Scaffold replacement.

H
N
O Nicleo base generado 1
I
ODV\ )
o N7 l '.
| g

Xk sileate

- / \ -
cl 4 Nucleo base generado 2

H
O
[
Niicleo base original
\ on
0

OO

H
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Ejercicio
A partir del siguiente archivo PDB describir lo que se pide a continuacion:

PDB ID: 1086

Tipo de diana bioldgica

Funcion fisiolégica

Padecimiento asociado

Interacciones claves

Grupos funcionales por preservar

Numero de moléculas generadas

% Evaluacion

De acuerdo con los datos obtenidos de un estudio de reemplazo de nucleo base
determine si los valores arrojados son adecuados o inadecuados, colocando en la
columna de consideracién una la letra A e | respectivamente.

Parametro Valor Justificacion
rsynth 0.9234
SlogP 2.4789
Weight 1545

London dG 3.7832

Para saber mas:

Schneider, G., & Fechner, U. (2005). Computer-based de novo design of drug-like
molecules. Nature Reviews Drug Discovery, 4(8), 649—-663.

Schneider, G., & Lloyd, D. (2013). De novo design — hop(p)ing against hope. Drug
Discovery Today: Technologies, 10, e453—-e460.

Kawai, K., Nagata, N., & Takahashi, Y. (n.d.). De Novo Design of Drug-Like
Molecules by a Fragment-Based Molecular Evolutionary Approach.

Gisbert Schneider, De novo molecular design, Wiley-VCH, primera edicién, 2013
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Preparacion y simulacion de la dinamica molecular

Objetivo

+ Realizar una simulacién de un sistema dinamico con el objeto de identificar
las interacciones y su estabilidad en un complejo ligando-receptor.
Objetivo especifico

% Plantear los pasos béasicos para realizar una simulacion de dinamica
molecular.

« Complementar y reforzar las habilidades aprendidas en los capitulos 5y 7,
incluyendo el acoplamiento molecular automatizado, asi como la
preparacion de las estructuras de la diana biolégica y ligando.

Introduccion

Gracias a la extensa cantidad de informacion bioldgica (estructuras
tridimensionales y secuencias génicas proteicas) que se encuentra disponibles en
bases de datos publicas, tales como Protein Data Bank (PBD) o UniprotKB. Es
que el disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC), bajo la estrategia de
disefio basado en el receptor, ha resultado efectivo en el proceso de identificacion
de compuestos prototipos (hits) (Ganesan et al, 2017).

Unos de los métodos mas representativos del disefio basado en el receptor es el
acoplamiento molecular automatizado (docking). Como se vio en el capitulo 5
(pagina 74), el acoplamiento molecular consiste en predecir el modo de unién mas
favorable dentro de un complejo ligando-receptor. Sin embargo, una limitante
trascendental de este método es su enfoque estatico, donde no se considera los
cambios conformacionales del receptor al tiempo del reconocimiento del ligando
durante su unién a éste, es decir, no se toma en cuenta el afecto de ajuste
inducido. Esto tiene como consecuencia que el acoplamiento molecular se adecue
mas al paradigma de union de llave cerradura de Emil Fischer (Sledz y Caflisch,
2018). Por tanto, no se consideran con suficiente exactitud aspectos clave para la
prediccién de la unién, tales como los factores entrépicos y cinéticos propios del
sistema (Fernando 2018).

La dindmica molecular es una herramienta que permite generar modelos del
comportamiento molecular de un sistema a lo largo de un intervalo de tiempo: de
los milisegundos hasta los femtosegundos. Basandose en la mecanica clasica
busca estudiar las interacciones y movimientos de las moléculas considerando las
fuerzas enlazantes y no enlazantes dentro del sistema a simular. (De vivo Et al.,
2016).
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Recursos materiales

La estructura del receptor de estrogeno con cédigo PDB ID: 1ERR utilizada para
este ejemplo se extrajo de Protein Data Bank (PDB).

Al igual que la preparacion de la estructura del receptor y el ligando (ver capitulo 5
pagina 74), la simulacion de la dindmica molecular se realiz6 utilizando el
programa MOE.2018.1.

Los receptores de estrégenos se encargan de la regulacion metabdlica 6sea y
lipidica en las mujeres. Durante la postmenopausia, el desbalance hormonal
aumenta la probabilidad de desarrollar osteoporosis y cancer de mama. El
consumo de raloxifeno como tratamiento preventivo es el mas comdn (Moen y
Keating, 2008), ya que funciona como modulador selectivo hacia dichos
receptores, debido a que en tejido mamario y uterino actla como antagonista,
mientras que en tejido 0seo y graso actua como agonista (Heringa, 2003). Por
tanto, es importante identificar la estabilidad de las interacciones clave dentro del
receptor, ya que, de esta manera, seria posible extraer informacién util para partir
del disefio de nuevas moléculas moduladoras.

Nota: Para un tiempo de célculo éptimo se recomienda contar como minimo con
las siguientes caracteristicas en hardware: Procesador Intel CORE i5 o0 AMD A8,
3.3 GHz, 12 GB RAM y un sistema operativo de 64 bits (se recomienda el uso de
MOE en Windows sobre Linux).

Procedimiento (utilizando MOE)

1. Obtenga la estructura de la proteina en formato PDB.
Ingrese al portal web de la base de datos PDB (ver URL en la Tabla 5.1) y
descargue la estructura del receptor de estrogenos con ID PDB: 1ERR
(para mas informacién sobre descargas de estructuras consultar la seccién
de acoplamiento molecular automatizado o Disefio de novo basado en
fragmentos en las paginas 74 o 106 respectivamente).
2. Abrir la estructura de la proteina en MOE.
File | Open | seleccionar macromolécula en formato PDB| OK
3. Preparacion de proteina.
La preparacion de la estructura de la diana bioldgica y la obtencion de los
estados de protonacion se pueden realizar siguiendo los pasos que se
exponen el capitulo 7 (paginas 108-110). En forma alterna también se
puede hacer de la siguiente manera:
a) Hacer clic en SEQ | Align/Superpose | posteriormente seleccionar
los elementos de la cadena B y proceder a eliminarlos haciendo
clic derecho | Delete
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b) Dar clic en Compute | Prepare | Structure preparation | Issues |
Correct De esta forma MOE corregird automaticamente problemas

estructurales.
. 3 Chains
m Sequence Editor
] ] Atoms - ] ] i
File Edit Select An 4 ent Protein Window Help Align/Superpose  SVL MOE ¥ Cancel
sidues »

Ribbon A
SER LEU [ALA-LEU-SER—LEU-THR—ALA—ASP—GLN-MET—VAL-SER—ALA—LEU-LEU
SER }LEU—MA—LEU—SER—LEU—THR—ALA—ASP—GLM—HET—VAL—SER—ALA—LEU—LEU

Select

! Extend
Color
: Rename HOH HOH HOH HOH HOH HOH HOH HOH HOH HOH HOH HOH HOH HOH HOH HOH

F'E-;Im'ltler HOH HOH HOH HOH HOH HOH HOH HOH HOH HOH HOH HOH HOH HOH HOH HOH &%

<
Reverse

Selection: 3 chains %S Residues Atoms Ribbon Plot 3% i s = (B R
Subunit
SetUp _ Hide/Show
Chains...

and Structural +  Align All Residues v 7 Use CurrentAlignment v  Superpose

Label Options... Report... ¥ RMSD: Options... PlotRMSD..

Amber10:EHT PBC
c) Después Seleccionar en el mismo panel Protonation | Protonate
3D | OK. Seleccionar los parametros fisiolégicos predeterminados
(o escoger las que sean relevantes a su sistema en estudio).

d) Finalmente visualizar Unicamente el ligando con la macromolécula
(para mas informacién sobre visualizaciéon consultar Capitulo 7
pagina 110).
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B structure Preparation — O x

Chains: 1ERR

Alternates Select ' Auto Isolate Types...
Termini

P v Chain : Type Details
HCount .

i HCount t number of hydrogens
Library *- dk Charge not charged

3 1 X Termini

AMame

D

Charge

Protonate3D _ .

Ligand 11 . 416 Library
L Library

Clash

Report...

Correct
4. Seleccion y solvatacion del sistema.

Cuando se simula un sistema periddico, se generan réplicas de celda en
todas las direcciones del sistema, es decir, se simula un sistema infinito. Es
importante que el sistema se encuentre neutralizado, por ello es
conveniente adicionar iones Na* y CI'. Se debe de seleccionar una celda lo
suficientemente grande para evitar choques o contactos intermoleculares.
Las restricciones de frontera ocasionan que haya un comportamiento
distinto de las moléculas entre el centro y los limites del sistema, ya que las
moléculas del centro son las que interaccionan con el complejo ligando-
receptor.

Para considerar todas estas caracteristicas seleccionar Compute |
Simulations | Dynamics | Solvent | Setup | Mode: Periodic, Shape: cube,
Solvent: water, Salt: NaCl, mol/L: 0.1, Margin: 10 y hacer clic en Center y
en Potential | OK
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¥ solvate — O =

Mode: Droplet Layer Periodic Shape: Cube

Solvent: Water

Salt: NaCl

moliL: @.1|

Margin: 1a

Delete: Delete Far »

Solute: All v « Center Axis Align
Potential: v/ pdate Wall Restraint Parameters

OK Cancel

Minimizacién de la energia del sistema.
Compute | Energy Minimize | Input Data: All atoms | OK

m Energy Minimize - m] *

Input Data: All Atoms

General
Source: Output:

Restraints: Mode Deviation Distance
Atoms 8.5

Interface
Domain

Forcefield:
Cell:
Charges:

MOPAC

Constraints: d OH Bond Length

r Molecules

Gradient: 2.1

Optimally Orient OH G

Seleccionar los parametros y el protocolo de la simulacion. Realizar la
simulacion.
Algorithm: NPA, este algoritmo utiliza la ecuacion de movimiento de Nosé-
Poincaré-Andersen, la cual considera un sistema isocorico, isobarico e
isotérmico, condiciones similares a las de un ambiente fisiologico real.
Start time: 0, Checkpoint: 500, Sample time: 0.5, en Protocol escribir lo
siguiente:
heat {ps=100 T= (0,310)}
equil {ps=100 T=310}
prod {ps=500 T=310}
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Este protocolo de operacion indica tres etapas basicas, las cuales consisten
en una fase de calentamiento, equilibrio y simulacion del sistema.
Forcefield: Asegurarse de seleccionar AMBER 10 EHT o CHARMM27, ya
que se ha demostrado buen desempefio usando estos dos campos de
fuerza. Esto debido a las consideraciones que hacen en lo que respecta a
las interacciones enlazantes y no enlazantes del sistema (Guvench y
MacKerell, 2014). Al configurar al sistema como peridédico automaticamente
se activara la opcion de Particle Mesh Ewald, la cual es un método de
sumas que establece que una particula cargada interacciona no so6lo con
las particulas en la celda sino también con sus imagenes.

Finalmente, en la seccion Trayectory, seleccionar el lugar donde se
guardard la base de datos de la trayectoria de la dinamica molecular,
ademas activar la opcién Open Database Viewer. Hacer clic en | OK

B pynamics — O ot

Trajectory: dynamics

v 0 pen Database Viewer

Algorithm: NPA NHA BER NAMD AMBER
Start Time: @ Checkpoint: Soe v

Sample Time: @.5 v Position Velocity

Forcefield: Setup...  Amber10:EHT, R-Field 1:80; Cutoff[3,10]
Solvent: Setup... Solvent molec

Cell: ?

[Hitwd heat { ps=188 T=(8,318) }
equil { ps=1@8 T=316 T
prod { ps=58@8 T=318 b
|

-

Constrain: Light Bonds » JF:igid".".":ater Time Step:

OK Batch...

7. Andlisis de resultados.

Durante la simulacion de la dinamica molecular se abrirhd automaticamente
una base de datos en la cual, de acuerdo con el tiempo de muestro, se
podra dar seguimiento en tiempo real a los resultados de las trayectorias de
las etapas conforme se vayan generando. Los datos que se podran ver son:
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Tabla 8.1 Parametros de la base de datos de resultados dinamica molecular.

Parametro

stage

T,P,V

Descripcion
Indica la etapa en la que se encuentra la
simulacion.

Indica el tiempo en picosegundos de
muestreo.

Valor total del Hamiltoniano al tiempo t de
muestreo.

Muestra el valor de la energia potencial del
sistema en Kcal/mol al tiempo t.
Muestra el valor de la energia cinética del
sistema en Kcal/mol al tiempo t.
Temperatura, presion y volumen del

sistema simulado al tiempo t en Kelvin,
kPa, y Angstrom cubicos respectivamente.

Disp p B .
mol stage t H U K T P v Ua
468 | 1ERR prod 433.5808 1.3568 | -126467.17 | 26533.9787 318.3138 | -121.7514 (448578.125 | -1264564.78
469 | 1ERR prod 434, 8000 1.2916|-126471.18 | 26637 .9258 311.5295| -182.5152 |448578.125 | -126468.84
470 | 1ERR prod 4345808 1.3737|-126243.37 | 26228.3889 386.6463 -94,9973 | 448578.125 | -126248.59
471 | 1ERR prod 435.8800 1.4884 | -126836.25 | 26435.8625 389.1578 -89.5735 | 448578.125 | -126831.32
472 | 1ERR prod 435.5888 1.8955|-126522.16 | 26379.4531 388.5067 | -184.7527 (448578.125 | -126518.15
473 | 1ERR prod 436.8000 1.3173|-126349,39 | 26327.7734 387.9823 -858.8988 | 448578.125 | -126347.71
474 | 1ERR prod 436.5808 1.3246|-126232.81 | 26258.5859 387.8931| -186.5827 (448578.125|-126229.48
475 | 1ERR prod 437 . 8008 1.1633 | -126486.91 | 26434 .8828 389.1456| -188.7553|448578.125 | -125483.19
476 | 1ERR prod 437 .5888 1.3847|-126282.43 | 26335.1641 387.9887 | -189.9345 (448578.125 | -126198.71
47T | 1ERR prod 435, 0000 1.3646|-126386.68 | 26463.1835 389.4858 | -189.2581 |448578.125 | -126383.55
478 | 1ERR prod 438.58808 1.3184 | -126578.608 | 26414.1543 388.9125| -142.4513 (448578.125 | -126576.28
479 | 1ERR prod 439, 8000 1.2488|-126215.78 | 26447 .7949 389.3859| -111.5674|448578.125|-126218.54
a a a
8. Visualizacion de la simulacién de la dinamica molecular.
En la base de datos generada dar clic en File | Browse | Play
Il erowse: SHOME/Documents/Dina..lar/moe/1err.c.450.mdb - | s

Subject: Dynamics

Mone ¥

Nota: El nimero uno indica la muestra que se esta visualizando.

MNone

Select
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Ejercicio
A partir de la siguiente estructura en PDB realizar un estudio de acoplamiento
molecular automatizado (ver capitulo 5, pagina 74) y posteriormente una

simulacién de dindmica molecular con los mismos parametros establecidos en el
ejemplo anterior. Describir lo que se pide a continuacion:

PDB ID: 1 HWK

Tipo de diana bioldgica

Funcion fisiologica

Padecimiento asociado

Interacciones claves (Docking)

Interacciones claves
(dinamica molecular)

Interacciones claves diferentes o en
comun (Docking y dindmica molecular)

NUmero de interacciones donde
intervengan moléculas de agua

Fragmentos de la molécula donde se dan
las interacciones clave

Para saber mas:

Ganesan, A., Coote, M. L., & Barakat, K. (2017). Molecular dynamics-driven drug
discovery: leaping forward with confidence. Drug Discovery Today, 22(2), 249-269.

Sledz, P., & Caflisch, A. (2018). Protein structure-based drug design: from docking to
molecular dynamics. Current Opinion in Structural Biology, 48, 93—102.

De Vivo, M., Masetti, M., Bottegoni, G., & Cavalli, A. (2016). Role of Molecular
Dynamics and Related Methods in Drug Discovery. Journal of Medicinal Chemistry,
59(9), 4035—-4061.

Moen MD, Keating GM: Raloxifene: a review of its use in the prevention of invasive
breast cancer. Drugs. 2008;68(14):2059-83.

Heringa M: Review on raloxifene: profile of a selective estrogen receptor modulator. Int
J Clin Pharmacol Ther. 2003 Aug;41(8):331-45

Prieto-Martinez, F. D., Arciniega, M., & Medina-Franco, J. L. (2018). Acoplamiento
Molecular: Avances Recientes y Retos. TIP Revista Especializada En Ciencias
Quimico-Bioldgicas, 21, 65-87.

Guvench, O., & MacKerell, A. D. (2014). Current status of protein force fields for
molecular dynamics simulations. Molecular Modeling of Proteins: Second Edition, 443,
47-71.
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Naturally occurring small molecules include a large variety of natural products from
different sources that have confirmed activity against epigenetic targets. In this work we
review chemoinformatic, melecular modeling, and other computational approaches that
have been used to uncover natural products as inhibitors of DNA methyltransierases, a
major family of epigenetic targets with therapeutic interest. Examples of computational
approaches surveyed in this work are docking, simiarity-based virtual screening, and

pharmacophore modeling. It s also discussed the chemainformatic-gulded exploration
of the chemical spaca of naturally occurring compounds as epigenetic modulatars which
may have significant implications in epigenetic drug discovery and nutriepigenatics.

Keywords: chemical space, chemoinformatics, databases, DNMT inhibitors, drug discovery, molecular moedeling,
similarity searching, virtual screening

SECTION 1: INTRODUCTION

Epigenetics has been defined as a change in phenotype without an underlying change in genotype
(Berger et al., 2009). In the 1940s Waddington suggested the term “epigenetics” trying to describe
“the interactions of genes with their environment. which brings the phenotype into being”
(Waddington, 2012). Alterations in epigenetic modifications have been related to several diseases
including cancer, diabetes, neurodegenerative disorders, and immune-mediated diseases (Duenas-
Gonzilez et al., 2016; Tough et al,, 2016; Hwang et al., 2017; Lu et al., 2018). Moreover, epigenetic
targets are also attractive for the treatment of antiparasitic infections (Sacconnay et al., 2014).

In epigenetic drug discovery. epigenetic targets have been classified into three main groups
(Ganesan, 2018). “Writers™ are enzymes that catalyze the addition of a functional group to a protein
or nucleic acid; “readers” are macromolecules that function as recognition units that can distinguish
a native macromolecule vs. the modified one; and “erasers” that are enzymes that aid in the removal
of chemical modifications introduced by the writers. Thus far, several targets from these three major
families have reached different stages of drug discovery, ranging from lead discovery. preclinical
development, clinical trials and approval. Currently, there are seven compounds approved for
clinical use (Ganesan, 2018).

DNA methyltransferases (DNMTs) are a family of “writer” enzymes responsible for DNA
methylation that is the addition of a methyl group to the carbon atom number five (C5) of cytosine.
As surveyed in this work, since DNA methylation has an essential role for cell differentiation and
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development, alterations in the function of DNMTs have been
associated with cancer (Castillo- Aguilera et al., 2017) and other
diseases (Lyko, 201 7).

Several natural products have been identified as inhibitors of
epigenetic targets including DNMTs. Most of these compounds
have been uncovered fortuitously. However, there are recent
efforts to screen systematically natural products as DNMT
inhibitors. The vastness of the chemical space of natural products
led to the hypothesis that many more active compounds could
potentially been identified. Indeed, it has been estimated that
more than 95% of the biodiversity in nature remains to be
explored to identify potential bicactive molecules (Ho et al,
2018).

The aim of this work is to discuss a broad range of
computational methods to identify novel inhibitors of DNMTs
from natural products. The manuscript also discusses the
chemical space of natural products as inhibitors of DNMTs
The manuscript is organized into nine sections. After this
introduction, Section 2 reviews briefly the structure of
DNMT: including different isoforms. The next section
covers major aspects of the function of DNMTs including
the mechanism of methylation. Section 4 reviews currently
known inhibitors of DNMTs from natural sources including
food chemicals. Section 5 discusses the epigenetic relevant
chemical space of matural products comparing the chemical
space of DNMT inhibitors from natural sources vs. other
compounds. The next section reviews computational
strategies that are used to identify natural compounds as
potential epi-hits or epi-leads targeting DNMTs. Sections
7 and 8 presents Summary conclusions and Perspectives,
respectively.

SECTION 2: STRUCTURE OF DNMTs

The human genome encodes DNMTI1, DNMT2, DNMT3A,
DNMT3B, and DNMT3L. While DNMTI, DNMT3A, and
DNMT3IB have catalytic activity, DNMT2 and DNMT3L do
not (Lykeo, 2017). DNMTI is a maintenance methyltransferase,
responsible for duplicating the pattern of DNA methylation
during replication. DNMT1 is essential for proper mammalian
development and it has been proposed as the most interesting
target for experimental cancer therapies (Duefias-Gonzilez et al.,
2016). DNMT3A and DNMT3H are de novo methyltransferases.
Human DNMT1 has 1616 amino acids whose structure can
be divided into an N-terminal regulatory domain and a
C-terminal catalytic domain (Jeltsch, 2002; Jurkowska et al,
2011). The N-terminal domain contains a replication foci-
targeting domain, a DNA-binding CXXC domain, and a
pair of bromo-adjacent homology domains. The C-terminal
catalytic domain has 10 amino acid motifs. The cofactor and
substrate binding sites in the C-terminal catalytic domain
are comprised of motif I and X and motif IV, VI, and
VIII, respectively (Lan et al, 2010). The target recognition
domain which is maintained by motif IX and involved
in DNA recognition, is not conserved between the DNMT
family. Figure 1A shows a three-dimensional (3D) model of

a DNMTI1 (PDE ID: 4WXX) (Zhang et al.. 2015). Figure 1B
shows a schematic diagram of human of DNMT]1, 2, 3A, 3B,
and L.

Section 2.1: Isoforms

Two isoforms of DNMT3A have been identified, DNMT3A1
and DNMT3A2. At the N-terminal domain both isoforms have
a PWWP (Pro-Trp-Trp-Pro) and an ADD (ATRX-DNMT3-
DNMT3L) domains (Jurkowska et al, 2011). The C-terminal
domain is identical in the two isoforms (Choiet al,, 2011).

There are more than 30 isoforms of DNMT3B, however, only
DNMT3B1 and DNMT3B2 are catalytically active (Ostler et al,
2007). Similar to DNMT3A, DNMT3B1, and DNMT3B2 have
a PWWP and ADD domains at the N-terminal region (Lyko,
2017). The rest of the isoforms are not catalytically active. Some
of these such as DNMT3B3, DNMT3B4, and DNMT3B7 are
overexpressed in many tumor cell lines (Gordon <t al., 2013).
ADNMT3B has seven isoforms and lacks 200 amino acids
from the N-terminal region of DNMT3B (Wang et al, 2006).
ADNMT3B1-4 possess catalytic activity whereas ADNMT3B5-7
lacks the catalytic domain (Wang et al, 2006). ADNMT3B is
mainly expressed in non-small cell lung cancer (Wang et al,
2006; Ostler et al, 2007). Figure 1C shows the identity matrix
of 14 DNMTs isoforms. The identity matrix indicates that the
amino acid sequence at the catalytic site of DNMT3A1 and
DNMT3A2 isoforms is identical. In the same manner, the amino
acid sequence at the C-terminal domain of the catalytically
active isoforms DNMT3B1, DNMT3E2, and ADNMT3B1-4 are
identical DNMT1, DNMT2Z, and DNMT3L show a significant
difference in the sequence of the catalytic site with respect to
the rest of the isoforms. Therefore, it can be anticipated that
is possible to identify or design selective inhibitors for these
isoforms.

SECTION 3: FUNCTION AND
MECHANISM OF DNMTs

As outlined in Section 2, cytosine-5 DNMTs catalyze the addition
of methylation marks to genomic DNA. All DNMTs have a
related catalytic mechanism that is featured by the formation
of a covalent adduct intermediate between the enzyme and the
substrate base. All DNMTs use §-adenosyl-L-methionine (SAM)
as the methyl group donor (Vilkaitis et al., 2001; Du et al,, 2016).
DNMT forms a complex with DNA and the cytosine which will
be methylated flips out from the DNA (Klimasauskas etal., 1994).
A conserved cysteine performs a nucleophilic attack to the six-
position of the target cytosine yielding a covalent intermediate.
The five-position of the cytosine is activated and conducts a
nucleophilic attack on the cofactor SAM to form the 5-methyl
covalent adduct and S-adenosyl-L-homocysteine (SAH). The
attack on the six-position is aided by a iransient protonation of
the cytosine ring at the endocyclic nitrogen atom N3, which can
be stabilized by a glutamate and arginine residues. The covalent
complex between the methylated base and the DNA is resolved
by deprotonation at the five-position to generate the methylated
crtosine and the free enzyme.
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SECTION 4: KNOWN INHIBITORS OF
DNMTs FROM NATURAL SOURCES

Thus far more than 500 compounds have been tested as
inhibitors of DNMTs. The structural diversity and coverage
in chemical space has been analyzed using chemoinformatic
methods {Fernandez-de Gortari and Medina-Franco, 2015}. The
chemical space of DNMT inhibitors has been compared with
inhibitors of other epigenetic targets { Naveja and Medina-Franco,
2018). Purthermore, the structure-activity relationships (SAR) of
DNMT inhibitors using the concept of activity landscape has
been documented (Naveja and Medina-France, 2015).

DNA methyltransferase inhibitors have been obtained from a
broad number of different strategies including organic synthesis,
virtual, and high-throughput screening (Medina-Franco et al,
2015). Organic synthesis has been employed in several instances
for lead optimization (Castellano et al.. 2008; Kabro et al.
2013; Diavide et al., 2016). Natural products and food chemicals
have also been a major source of active compounds. Natural
products that are known to act as DNMT inhibitors or
demethylating agents have been extensively reviewed by Zwergel
et al. {2016). These natural products are of the type polyphenols,
flavonoids, anthraquinones, and other classes. Some of the first
natural products described were curcumin, (-)-epigallocatechin-
3-gallate (EGCG), mahanine, genistein, and quercetin. Other
natural products that have described as inhibitors of DNMT or
demethylating agents are silibinin, luteclin, kazinol @), laccaic
acid, hypericin, boswellic acid, and lycopene. Figure 2 shows
the chemical structure of representative DNMT inhibitors with
emphasis on compounds from natural origin.

The bicactivity profile and potency in enzymatic and/or cell-
based assays of these natural products have been discussed in
detail by Zwergel et al. (2016). Of note, it will be valuable if
all natural products could have been screened under the same
conditions. For few natural products the selectivity has been
characterized being nanaomycin A an exception (vide infra).
Indeed, for about eight natural products the IC5y has been
measured in enzymatic based assays. Despite the fact that the
potency of the natural products with DNMTs is not very high in
enzymatic-based assays, e.g., ICsg between 0.5 and 10 p.M, several
natural products have shown promising activity in cell-based
assays. Notably, natural products have distinct chemical scaffolds
that could be used as a starting point in lead optimization efforts.
Moreover, guercetin in combination with green tea extract has
advanced into phase [ clinical trials for the treatment of prostate
cancer.

Most of the natural products with demethylating activity or
ability to inhibit DNA methyltransferases in enzymatic assays
have been identified fortuitously. However, as discussed in this
work, there are efforts toward the identification of biactive
demethylating agents using systematic approaches such a virtual
screening. Indeed, the natural product nanaomycin A (Figare 2}
was identified from a virtual screening campaign initially focused
on the identification of inhibitors of DNMT1. The quinone-based
antibiotic isolated from Streptomyces showed antiproliferative
effects in three human tumor cell lines, HCT116, A549, and
HL&D after 72 b of treatment. Moreover, nanaomycin A showed

reduced global methylation levels in all three cell lines when
tested at concentrations ranging from 0.5 to 5 pM. Nanaomycin
A reactivated the transcription of the RASSFIA tumor suppressor
gene inducing its expression up to 18-fold at 5 pM, higher
than the reference drug 5-azacytidine (sixfold at 25 pMJ). In an
enzymatic inhibitory assay, nanaomycin A was selective toward
DNMT3B with an ICsp = 0.50 M.

Section 4.1: Natural Products and Food

Chemicals

It is remarkable that several natural products are used as dietary
sources such as curcumin, caffeic acid and chlorogenic add
found in Coffes arabica, genistein found in soybean, quercetin
found in fruits, vegetables, and beverages. Of course, there is
a large overlap between the chemical space of food chemicals
and natural products {Naveja et al., 2018). This has given rise
to systematically screen food chemical databases for potential
regulators of epigenetic targets.

SECTION 5: EPIGENETIC RELEVANT
CHEMICAL SPACE OF NATURAL
PRODUCTS: FOCUS ON DNMT
INHIBITORS

In drug discovery it is generally accepted that a major benefit
of natural products vs. purely synthetic organic molecules is,
overall, the feasibility of the former to exert a biological activity
and increased chemical diversity (Ho et al., 2018). The chemical
space of natural products is vast and its molecular diversity
has been quantified over the past few years (Lopez-Vallejo
et al, 2012; Olmedo et al., 2017; Shang et al, 2018). A major
contribution to these studies has been the increasing availability
of natural products collections in the public domain (Medina-
Franco, 2015). Examples of major compound collections are the
Traditional Chinese Medicine (Chen, 2011}, natural products
from Brazil — NuBBE (Pilon et al., 2017), AfroDb (Ntie-Kang
et al, 2013) or collections available for screening in a medium
to high-throughput screening mode. The large importance of
natural products in drug discovery has boosted the development
of open access applications to mine these rich repositories. Few
examples are ChemGPS-NP, TCMAnalyzer, and other resources
described elsewhere (Rosen et al, 2009 Chen et al, 2017
Gonzalez-Medina et al., 2017; Liu et al., 2018).

The chemical space of natural products from different sources
has been compared to several other collections including the
chemical space of drugs approved for dinical use and synthetic
compounds (Olmedo et al, 2017; Shang et al, 2018). These
studies demonstrate that the chemical space of natural products
is wast, that there is a notable overlap with the chemical space
of drugs, and that natural products cover novel regions of the
chemical space. The overlap with the chemical space of approved
drugs is not that surprising since there are a large percentage of
drugs from natural origin. Figure 3 shows a visual representation
of the chemical space of 15 representative DNMT inhibitors
from natural sources vs. 4103 compounds from a commercial
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vendor library of natural products, 206 fungi metabolites, and
6253 marine natural products (Krishna et al., 2017). The visual
representation was generated with principal component analysis
of six physicochemical properties of pharmaceutical relevance,
namely molecular weight (MW), topological surface area (TPSA),
nmumber of hydrogen bond donors and acceptors (HBD/HBA),
number of rotatable bonds (RB), and octanol/water partition
coefficient (logP). The first two principal components capture
about 90% of the total variance. The visual representation of
the chemical space in this figure indicates that marine natural
products (data points in blue) cover a broader area of the
chemical space followed by natural products in the vendor
collection (orange) and by fungi metabolites (green). DNMT
inhibitors from natural origin (purple) are, in general, inside the
subspace of the DNMT1 inhibitors (red). This visualization of the
chemical space indicates that there would be expected to identify
more DNMT1 inhibitors in the marine and vendor collections. as
well as in the data set of fungi metabolites.

SECTION 6: OPPORTUNITIES FOR
SEARCHING FOR NATURAL PRODUCTS
AS DNMT INHIBITORS

Most of the DNMT inhibitors from natural sources have been
identified by serendipity. As discussed in Section 5, the chemical

space of natural products and food chemicals can be explored in
a systematic manner using computational approaches. A classical
and general approach is using virtual screening. The main aim
of virtual screening is filtering compound data sets to select
a reduced number of compounds with increased probability
to show biological activity. Virtual screening has proven to be
useful to identify hit compounds (Clark, 2008; Lavecchia and
Di Giovanni, 2013). Table 1 summarizes representative case
studies where virtual screening has led to the identification
of active compounds with novel scaffolds. In other studies,
virtual screening has uncovered potential active compounds but
experimental validation still needs to be conducted. Examples of
these studies are further discussed in the following sections.

There are several published studies of virtual screening
of natural products to identify DNMT inhibitors and/or
demethylating agents. In an early work, Medina-Franco et al
{2011) reported the screening of a lead-like subset of natural
products available in ZINC. Authors of that work implemented
a multistep wirtual screening approach selecting consensus
hits identified from three different docking programs. One
computational hit showed DNMT1 activity in a previous
study. Other candidate compounds were identified for later
experimental validation (Medina-Franco et al,, 2011).

In a separate work, Maldonado-Rojas et al. (2015) developed
a QSAR model based on linear discriminant analysis to
screen BOO nataral products. Hits selected were further
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TABLE 1 | Surmmary of virtuad screening hits as inhib&ors of DNMTs.

Study In silice approach Major outcome Reference
Struchee-baszed screaning of 2 Cascadae docking folowed by a Ore computationsl had eportad Madna-Franco at al, 2011
lead-fike subsst of NP from ZING conssnsus approach actiity. Addifional natural products
Ligand- and struchre-based QSAR model based on nsar Six consensis hits wens idantfied Maldonado-Hojgs et &l ,
screaning of 800 NP disciminant snahysiz and as potantial inhibitors. 2na
conssnsus docking.

Stnecluse-based screening of Docking-basad screening of |dentification of & low micromolar hit Chen et &, 2014
111,121 molecules. synthetic screening compounds. ‘with & novel scafoid. Further

esmilanty searching lad to the

identification of two momre potent

hits.
Ligand-based screening of 500 Pharmacophore-based wrtusal |dantification of ona inhibitor of Hassanzadah et &, 2017
compounds. BCreening. CNMT wilh acthity in the ow

micromiclar range. The hit showsed
soma sslectivity va. DMNMT3E.

Sinuchse- and ligand-based Pharmacophore modal, 8 Naiva Two compounds showed DMNWMT Frighina st &, 2017
soreening of 53,000 synthatic Bayesian classification modal, and inhibitory activity at single but low
COmpounds. ansamible docking. concantration of 1 phd.
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docked with two crystallographic structures of human DNMT
employing two docking programs. Six consensus hits were
identified as potential inhibitors (Maldonado-Rojas et al.
2015).

Virtual screening of synthetic libraries has also been reported
to identify active compounds with novel scaffolds and suitable
for lead optimization. For instance, Chen et al (2014)
reported a docking-based virtual screening of the commercial
screening compound library SPECS with 111,121 molecules
(after hltering compounds with undesirable physicochemical
properties). Results of that work led to the identification of
a compound with a novel scaffold with low micromolar 1Csg;
(10.3 pM). Starting from the computational hit, similarity
searching led to the identification of two more potent
compounds.

ITassanzadeh <t al. (2017) recently reported a pharmacophore-
based virtual screening of a compound database with 500
compounds. The pharmacophore was generated using a ligand-
based approach by superimposing a group of active nucleoside
analogs. Selected hits, which are structurally related to the
barbituric acid, were docked into the substrate binding site
of DNMTL. One compound was identified with a novel
chemical scaffold that inhibits DNMT1 in the low micromolar
range (ICsp = 41 pM). The compound also showed some
selectivity on DNMT1 over DNMT3 enzymes (Hassanzadeh
etal, 2017).

Krishna et al. (2017} implemented a virtual screening protocol
using several structure- and ligand-based approaches. Methods
included 1 pharmacophore model, a Naive Bayesian classification
model, and ensemble docking. Three out of ten selected
compounds from a commercial library of synthetic molecules
(e.g, Meybridge with 53,000 small drug-like compounds),
showed DNMT1 inhibitory activity at compound concentration
of 20 pM. Two of these molecules showed activity at 1 pM
{Krishna et al., 2017).

In addition to the studies discussed above and summarized in
Table 1, the next subsections discuss other approaches that can
be explorzd. Case studies for each strategy are outlined briefly.

Section 6.1: Similarity-Based Virtual
Screening of Natural Products

Similarity searching is a commonly used approach for identifying
new hit compounds. Major goals are identifying starting points
for later optimization or expand the SAR of analog series.
Since similarity searching is fast it can be used to filter large
chemical databases and it can be used in combination with other
computational approaches such as molecular docking.

Similarity searching involves two major components: a
molecula- representation and a similarity coefficient. In practice,
onc ‘Df d'lc most common leccu.E:u’ I'E'Prcscntﬂtiﬂnﬂ arc two-
dimensional (2D) fingerprints. A fingerprint is generally a
string of zeros and ones that indicate the presence or absence
of molecular features, respectively. In turn, one of the most
common similarity coefficients is Tanimoto’s (Bajusz et al,
2015). Full discussion of molecular representations and similarity
coefficients are published elsewhere (Willett et al., 1998; Maggiora
et al., 2014).

4 novel approach to encode the chemical structures of data
sets is the database fingerprint (DBEF) (Fernandez-de Gortari
et al., 2017). The rationale of DBFP is account for the most
structural features encoded in bit positions of an entire data
set. In principle, virtually any data set can be represented. For
instance, it can be a small or large chemical database of screening
compounds ora group of active compounds, DBFP can be used in
visaal representation of the chemical space (Naveja and Medina-
Franco, 2018) and similarity searching (Fernindez-de Gortari
et al, 2017). More recently, this approach was further refined
into the so-called statistical based database fingerprint (SB-DFP).
This approach has the same underlying idea and application
of DBFP. A key improvement is the approach to account for
the most relevant structural features that are derived from a
statistical comparison between the structural features of a data
sct of interest vs. a database of reference.

Section 6.2: Pharmacophore-Based

Thus far, several pharmacophore modeling studies have been
conducted for inhibitors of DNMT1. Different approaches and
input molecules have been used to develop these models.
Most of the pharmacophore models have been employed to
virtually screen chemical databases and identify novel hit
compounds.

Yoo and Medina-Franco (2011) reported one of the first
phermacophore models for inhibitors of DNMT1. The model was
generated based on the docking poses of 14 known inhibitors
available at that time. The docking was conducted with a
homology model of the catalytic domain of DNMT1. Of note,
at the time of that study the crystallographic structure of
human DNMT! was not available. Known DNMT inhibitors
used to develop the pharmacophore model included the natural
products curcumin, parthenolide, EGCC and mahanine (Yoo
anc Medina-Franco, 2011). A year later was reported that
trimethylaurintricarboxylic acid (Figure 2} showed a good
agrzement with this structure-based pharmacophore model. This
compound is structurally related to 5,5 -methylenedisalicylic acid
that has an inhibition of DNMT! in a low micromolar range
(ICn = 4.79 M) (Yoo and Medina-Franco, 2012; Yoo et al,
2012},

More recently, as described in the first part of Section &,
Hassanzadeh et al. (2017) developed a pharmacophore model
based on a ligand-based approach by 3D superimposition of
active nucleoside analogs. That model was used to do virtual
screening (vide supra). In the same year, with the aid of
the Hypogen module of the software D54.1, Krishna et al
{2017} developed a ligand-based pharmacophore model using
the structures of 20 compounds obtained from the literature.
The model was validated with the classification of an external
sct with known active and inactive compounds. The validated
phermacophore models were employed as part of a combined
strztegy to identify novel active molecules (Krishna et al., 2017).

Section 6.3: De novo Design

De novo design is a technique currently explored for DNMT
inhibitors on a limited basis. Here we briefly outline two
promising perspectives related to natural product research.
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The first one is a strategy that provides a structural diversity
classification of natural products scaffolds through generative
topographic map algorithm implementation often so-called
chemographies. Chemographies allow the visualization of the
landscape distribution of the chemical space of natural products
and their synthetic mimetic compounds (Miyao et al., 2013).
Since chemographies could be generated from pharmacophoric
features and molecular descriptors, it wouald be feasible to do
scaffold hopping based on the structures of natural products
(Rodrigues et al, 2016). The second approach is based on
scaffold simplification that could be adapted to generate
fragment-like natural products focused on DNMT inhibitors.
This strategy reduces the molecular framework of natural
products through the implementation of a scaffold tree algorithm
based on rule-based decomposition of ring systems (Bajorath,
2018).

SECTION 7: CONCLUSION

Epigenetic targets are attractive to develop therapeutic
strategies. DNA methyltransferases are the major enzyme
family being one of the first epigenetic targets studied,
in particular for the treatment of cancer. However, over
the past few years, more therapeutic opportunities related
to the modulation of DNMTs are emerging. Therefore,
there is a growing interest in the scientific community to
identify and develop small molecules that can be used as
epi-drugs or epi-probes targeting DNMTs. Virtual screening
has become more used in recent years to uncover natural
products as inhibitors of DNMTs andfor demethylating
agents. To this end, well stablished structure- and ligand-
based virtual screening approaches are being used such as
automated docking, QSAR and similarity searching. Also, novel
chemoinformatic approaches are being developed. OF course,
the computational methods should be validated with rigorous
experiments fn vitro and in vive experiments to support their
application.

Matural products have a well stablished history as inhibitors
of DNMTs and demethylating molecules. However, most of
the active natural products have been identified by serendipity.
The knowledge of the three-dimensional structures of DNMTs
in combination with increased in silico approaches and better
computational resources are boosting the systematic search
of bicactive molecules from natural origin. In addition,
the increasing availability of natural product databases
facilitates the discovery of epi-drugs and epi-probes targeting
DNMTs.

SECTION &: PERSPECTIVES

Matural products inside or outside of the traditional drug-
like chemical space represent a large promise to develop
novel compounds with DNMT inhibitory activity or
demethylating properties. This is because the traditional
chemical space is highly represented by small molecules

that over the past few years have not been wvery successful
A notable example in this direction is the reemergence
of peptide-based drug discovery. Indeed. linear, cyclic
peptides and peptidomimetics are regaining interest in drug
discovery (Fosgerau and Hoffmann, 2015 Henninot et al,
2018).

Other promising an emerging avenue are the modulators
of protein—protein interactions (PPIs) {Diaz-Eufracio et al.,
2018). DNMTs are known to be involved in several PPls
{Diaz-Eufracio et al, 2018). Modulation of such interactions
can be conveniently achieved with natural products. This is
because PPIs are “difficult targets” not easily addressed by
small molecules from the traditional chemical space (Villoutreix
et al, 2014). In other words, since PPIs have unique features
these can be approached with novel chemical libraries. Natural
products collections represent excellent candidates for this
purpose.

We foresee an augmented hit and led identification
efforts based on natural products combining approaches
such as high-throughput screening, structure-, ligand-based
in silico screening, structure-based optimization, similarity
searching, and scaffold hopping (Schneider et al., 1999). As
part of the search for novel and more potent compounds
is crucial to consider potential toxicity since toxicity issues
play a major part in the lack of success of drug discovery
projects.
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