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Resumen 
La metilación del ADN juega un papel fundamental en la regulación de la expresión de genes. La                 

familia de las ADN metiltransferasas (DNMTs) se encarga de establecer y mantener los patrones de               

metilación en el ADN. La pérdida de los patrones de metilación normales del ADN es observada en                 

distintas patologías, entre ellas ciertos tipos de cáncer. La inhibición de las enzimas DNMT es una                

estrategia utilizada actualmente como terapia para el tratamiento de distintos tipos de tumores. A la               

fecha, existen sólo dos fármacos que inhiben DNMTs, azacitadina y decitabina. Sin embargo, su uso               

es restringido debido a su toxicidad y pobre estabilidad química. Actualmente, únicamente se conoce              

la estructura cristalográfica de DNMT1, DNMT2, DNMT3A1 y DNMT3L. Por lo tanto, es muy              

complicado hacer un diseño sistemático de inhibidores hacia el resto de las isoformas cuya estructura               

actualmente no se encuentra reportada. Cuando no se tiene acceso a la información experimental de               

las coordenadas tri-dimensionales de las estructuras, el modelado por homología permite predecir de             

manera ​in silico una estructura tridimensional aproximada de una proteína. Aún no se reportan las               

estructuras cristalográficas y/o por RMN de las isoformas catalíticamente activas DNMT3A2,           

DNMT3B1, DNMT3B2, DNMT3B3, DNMT3B4, DNMT3B5, DNMTΔ3B1, DNMTΔ3B2, DNMTΔ3B3 y         

DNMTΔ3B4. Sin embargo, conocer la estructura del dominio catalítico de estas isoformas es             

conveniente si se pretende hacer un diseño basado en la estructura de inhibidores de estas enzimas.                

El modelado por homología es una opción para poder predecir el dominio catalítico de estas               

isoformas de DNMT. El objetivo de este trabajo es identificar potenciales inhibidores de DNMT1,              

DNMT2, DNMT3A1, DNMT3A2, DNMT3B1, DNMT3B2, DNMT3B3, DNMT3B4, DNMT3B5,        

DNMTΔ3B1, DNMTΔ3B2, DNMTΔ3B3 y DNMTΔ3B4. Para las isoformas cuya estructura no ha sido             

reportada, se recurrió al modelado por homología. 
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1.​         ​Introducción 
La familia de las ADN metiltransferasas (DNMT, por las siglas en inglés) comprende a una serie de                 

enzimas que tienen un papel central en la regulación epigenética del ADN ​(Lyko 2018)​.              

Principalmente se encargan de regular la expresión de genes a través de la metilación de ciertas                

regiones del ADN ​(Lyko 2018)​. La familia de las DNMT comprende principalmente a DNMT1,              

DNMT2, DNMT3A1, DNMT3A2, DNMT3B1, DNMT3B2, DNMT3B3, DNMT3B4, DNMT3B5,        

DNMTΔ3B1, DNMTΔ3B2, DNMTΔ3B3, DNMTΔ3B4, y DNMT3L ​(Wang et al. 2006)​. Se observa la             

pérdida de los patrones de metilación normales del ADN en distintas patologías, entre ellas ciertos               

tipos de cáncer ​(Choi et al. 2011)​.  

La inhibición de las enzimas DNMT es una estrategia utilizada como terapia para el tratamiento               

de ciertos tipos de tumores. Actualmente, existen solo dos fármacos inhibidores de DNMTs,             

azacitadina y decitabina. Sin embargo, su uso es restringido debido a su toxicidad y estabilidad               

química deficiente ​(Gnyszka et al. 2013)​. 

Es conveniente conocer la estructura tridimensional del dominio catalítico de estas enzimas para             

ayudar al diseño racional de inhibidores hacia las distintas isoformas. Actualmente, únicamente se             

conoce la estructura cristalográfica de DNMT1, DNMT2, DNMT3A1 y DNMT3L cuya información se             

resume en la ​Tabla 1​. Por lo tanto, es complicado hacer un diseño sistemático de inhibidores                

selectivos hacia el resto de las isoformas cuya estructura actualmente no se encuentra reportada. 

 

Tabla 1. Isoformas de DNMT cuya estructura cristalográfica es conocida.​* 

Enzima Código PDB Resolución (Å) Longitud (aminoácidos) Referencia 

DNMT1 4WXX 2.622  1616 (Zhang et al. 2015) 

DNMT2 1G55 1.8 391 (Dong et al. 2001) 

DNMT3A1 5YX2 2.653  912 (Zhang et al. 2018) 

DNMT3L 5YX2 2.653  386 (Zhang et al. 2018) 

*​Todas las estructuras corresponden a DNMT de humano y se encuentran co-cristalizadas con             
S-Adenosil-L-homocisteína (SAH), a excepción de DNMT3L, la cual no se encuentra co-cristalizada con SAH,              
ya que no posee un dominio catalítico, más bien, se encuentra formando un trímero con DNMT3A. Para cada                  
isoforma se muestra únicamente una estructura representativa. 
 

La difracción de Rayos x, la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y la Criomicroscopía             

Electrónica son técnicas mediante las cuales se puede obtener la estructura de una macromolécula              

(Anderson 2003)​. Sin embargo, cuando no se tiene acceso a la información experimental de las               

coordenadas tridimensionales de las estructuras, el modelado por homología permite predecir de            
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manera ​in silico la estructura tridimensional aproximada de una proteína ​(Cavasotto and Phatak             

2009)​. Los algoritmos que utiliza el modelado por homología pueden dividirse en dos tipos: los que                

predicen la estructura utilizando como plantilla otra proteína con un alto grado de identidad y los                

algoritmos ​de novo​, es decir, los que predicen la estructura de la proteína sin utilizar a otra proteína                  

como plantilla ​(Kim et al. 2004)​. También existen algoritmos duales que combinan a los dos               

algoritmos anteriores, siendo estos los que tienen mayor exactitud en sus predicciones ​(Kim et al.               

2004)​. Actualmente, los algoritmos que utilizan como plantilla otra proteína y los algoritmos duales,              

han logrado hasta un 78 % de exactitud en la predicción de la estructura de una proteína ​(di Luccio                   

and Koehl 2011)​. Por lo tanto el modelado por homología es considerado como una opción para                

predecir la estructura de una proteína cuya estructura no ha sido publicada.  

Se ha reportado el uso de modelado por homología para la búsqueda de inhibidores de DNMT1                

(Yoo and Medina-Franco 2011) ​(Siedlecki et al. 2006) ​(Aldawsari et al. 2016) y DNMT3B ​(Kuck,               

Singh, et al. 2010)​. Además, con estos modelos por medio de estudios de cribado virtual, se ha                 

intentado explicar las interacciones ligando-receptor de inhibidores de DNMT. Sin embargo,           

actualmente la estructura cristalográfica de DNMT1 ya se encuentra reportada ​(Zhang et al. 2015)​,              

así como la estructura de DNMT3A de humano en su conformación catalíticamente activa ​(Zhang et               

al. 2018)​, la cual es una plantilla mejor para la construcción de un modelo por homología de las                  

isoformas de DNMT3B. Ya que el anterior modelo por homología de DNMT3B ​(Kuck, Caulfield, et al.                

2010) fue hecho a partir de una estructura de DNMT3A de menor resolución (código PDB: 2QRV)                

(Jia et al. 2007)​. 

Aún no se reportan las estructuras tridimensionales de las isoformas DNMT3A2, DNMT3B1,            

DNMT3B2, DNMT3B3, DNMT3B4, DNMT3B5, DNMTΔ3B1, DNMTΔ3B2, DNMTΔ3B3, DNMTΔ3B4.        

Sin embargo, por lo discutido anteriormente, conocer la estructura del dominio catalítico de estas              

isoformas es conveniente si se pretende hacer un diseño basado en la estructura de inhibidores de                

estas enzimas. El modelado por homología es una opción para poder predecir su dominio catalítico. 

Aparte de azacitadina y decitabina que ya fueron aprobadas para su uso clínico, existen otras               

moléculas que han sido reportadas como inhibidores de DNMT, entre las cuales se encuentran              

compuestos provenientes de productos naturales, síntesis orgánica, cribado de alto rendimiento (del            

inglés ​high-throughput screening​) y fármacos aprobados para otras indicaciones ​(Guianvarc’h and           

Arimondo 2014; Erdmann et al. 2015; Erdmann et al. 2016)​. Además, existe evidencia de que               

algunos de los nutrientes de nuestra dieta pueden inhibir la actividad de DNMT ​(Braicu et al. 2017)​.                 

Cabe resaltar que la nutrigenómica es un área de investigación emergente, la cual se encarga de                

estudiar el efecto de los nutrientes en la salud humana a través de modificaciones epigenéticas               

(Braicu et al. 2017)​. En este contexto, ácido ascórbico ​(Young et al. 2015)​, ácido caféico ​(Lee and                 
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Zhu 2006)​, curcumina ​(Maugeri et al. 2018)​, teaflavina ​(Rajavelu et al. 2011) y galato de               

epigalocatequina (EGCG) ​(Lee et al. 2005)​, son compuestos inhibidores de DNMT que se encuentran              

en la dieta ​Fig. 1​.  

 
 

 

 

 
 

Ácido ascórbico Ácido caféico Curcumina Teaflavina Galato de 
epigalocatequina 

Fig. 1. ​Inhibidores de DNMT que se encuentran en los alimentos. 

 
 
2.​         ​Objetivos 
General 
Identificar potenciales inhibidores de DNMT1, DNMT2, DNMT3A1, DNMT3A2, DNMT3B1, DNMT3B2,          

DNMT3B3, DNMT3B4, DNMT3B5, DNMTΔ3B1, DNMTΔ3B2, DNMTΔ3B3 y DNMTΔ3B4. 

 

Específicos 
1. Obtener el modelo tridimensional del dominio catalítico de las isoformas de DNMT catalíticamente             

activas cuya estructura no está reportada (DNMT3A2, DNMT3B1, DNMT3B2, DNMT3B3,          

DNMT3B4, DNMT3B5, DNMTΔ3B1, DNMTΔ3B2, DNMTΔ3B3, DNMTΔ3B4). 

2. Determinar si existen sitios con afinidad por moléculas “tipo-fármaco” (​drug-like​), alternativos a la             

cavidad donde se lleva a cabo la metilación del ADN, los cuales puedan ser utilizados en un                 

futuro para el diseño de inhibidores de DNMT. 

3. De una base de datos pública de compuestos encontrados en los alimentos, determinar cuáles              

son los compuestos con propiedades “tipo-fármaco” con mayor afinidad por el sitio donde se lleva               

a cabo la metilación del ADN en las isoformas catalíticamente activas de DNMT. 

4. De la base de datos pública de compuestos encontrados en los alimentos, determinar cuál es el                

espacio químico de los compuestos “tipo-fármaco” con mayor afinidad al sitio donde se lleva a               

cabo la metilación del ADN hacia cada isoforma de DNMT. 
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3.​         ​Hipótesis 
1. Conociendo la secuencia primaria de aminoácidos del dominio catalítico de cada isoforma de             

DNMT es posible construir su respectivo modelo por homología. 

2. En las enzimas DNMT existen sitios donde pueden ocurrir modificaciones postraduccionales,           

interacciones con otras proteínas o cambios conformacionales, cuya interacción con un ligando            

impedirá de manera indirecta que se lleve a cabo la metilación del ADN. 

3. La base con compuestos encontrados en los alimentos, contiene compuestos con propiedades            

“tipo-fármaco” afines al sitio donde se lleva a cabo la metilación en las enzimas DNMT, que                

pueden ser utilizadas como prototipo para el desarrollo de inhibidores de DNMT. 

4. El espacio químico de los compuestos más afines a cada isoforma de DNMT es definido y                

delimitado. 

 

 

4.​         ​Antecedentes 
 

   4.1  La familia de las DNMT 
 

                4.1.1  Función biológica y estructura 
La metilación del ADN juega un papel fundamental en la regulación de la expresión de genes ​(Lyko                 

2018)​. La familia de las DNMT se encarga de establecer y mantener los patrones de metilación en el                  

ADN ​(Lyko 2018)​. DNMT1 se encarga de mantener el patrón de metilación durante la replicación del                

ADN ​(Jurkowska et al. 2011)​. DNMT2 se encarga de metilar el ARN de transferencia, el cual necesita                 

estar metilado para llevar a cabo su función normal ​(Jeltsch et al. 2017)​. DNMT3A y DNMT3B se                 

encargan de llevar a cabo la metilación ​de novo en el ADN ​(Jurkowska et al. 2011) y establecen los                   

patrones de metilación en las células germinales durante el temprano desarrollo de los mamíferos              

(Jurkowska et al. 2011)​. DNMT3L es catalíticamente inactiva, sin embargo, funciona como factor             

regulador en DNMT3A y DNMT3B, siendo fundamental para que ambas enzimas puedan llevar a              

cabo su actividad de metiltransferasa ​(Jurkowska et al. 2011)​.  

La ​Fig. 2.A ilustra esquemáticamente a los dominios estructurales que posee cada isoforma de              

DNMT. Todas las isoformas de DNMT poseen un dominio catalítico, sin embargo, en algunas              

isoformas de DNMT3B y en DNMT3L éste se encuentra trunco ​(Lyko 2018)​. En DNMT1 y DNMT3 los                 

dominios adicionales al catalítico tienen la función de reconocimiento y unión al ADN ​(Lyko 2018)​. 
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 A 

 

B 

 
Fig. 2. A​. ​Dominios estructurales de las isoformas de DNMT ​(Lyko 2018)​. ​B​. Estructura de DNMT1:                
dominios BAH1 (naranja), BAH2 (café), CXX (azul claro), RFTS (magenta) y cofactor SAH representado              
con esferas ​(código PDB: 4WXX) ​(Zhang et al. 2015)​. 
 

DNMT1 posee el dominio de unión a DMAP1, a través del cual se une a la proteína DMAP1, que                   

es un represor transcripcional ​(Lyko 2018)​. El dominio RFTS (​Replication foci targeting sequence​)             

reconoce el foco de replicación del ADN y de esta manera DNMT1 es guiada hacia este sitio ​(Lyko                  

2018)​. El dominio CXX es un dominio de dedos de zinc el cual reconoce a los dinucleótidos no                  
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metilados citosina y guanina en las islas CpG ​(Lyko 2018)​. En cuanto a los dominios BAH se ha                  

propuesto que interactúan como moduladores de interacciones proteína-proteína ​(Lyko 2018)​.  

En DNMT3 se encuentra el dominio PWWP (Pro-Trp-Trp-Pro), mediante el cual la enzima se une               

a moléculas de histona H3 trimetiladas en su residuo de lisina 36 ​(Rona et al. 2016)​. En este dominio                   

se encuentra una pequeña cavidad conocida como la “caja aromática” (​Fig. 3​), la cual es               

fundamental para la unión de DNMT3 con la cromatina, ya que en ella se lleva a cabo el                  

reconocimiento de moléculas histona H3 trimetiladas en su residuo de lisina 36 ​(Rona et al. 2016)​.                

La caja aromática podría ser un sitio en el cual, mediante la inserción de un pequeño ligando, podría                  

evitarse la unión ADN-DNMT3. Es por esto que esta región puede ser un sitio de unión alterno al                  

catalítico para un inhibidor de DNMT3. Sin embargo, hay que considerar que el dominio PWWP junto                

con la “caja aromática”, se encuentran en otras proteínas que interactúan con el ADN ​(Rona et al.                 

2016)​, por tanto, se podría anticipar que un inhibidor de DNMT dirigido hacia la “caja aromática”,                

interferirá con el funcionamiento normal de otras proteínas. 

DNMT3 posee otro dominio de reconocimiento a moléculas de histona H3: el dominio ADD              

(ATRX-DNMT3-DNMT3L), ilustrado en la ​Fig. 2​. Este es un dominio de dedos de zinc que reconoce a                 

residuos de lisina que no se encuentran metilados. 

 

 
Fig. 3. ​Caja aromática del dominio PWWP de DNMT3A. En color rojo se observan los aminoácidos                
esenciales para el reconocimiento de la cromatina. En color rosa se observan los residuos que forman                
parte la histona trimetilada H3K36. Código PDB ID: 2X4W ​(Rona et al. 2016)​. 
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                4.1.2  Mecanismo de acción 
En DNMT1, DNMT2 y las isoformas catalíticamente activas de DNMT3, la reacción de metilación del               

ADN se lleva a cabo en el dominio catalítico, en una cavidad que contiene al cofactor                

S-Adenosil-L-Homocisteína (SAH), cuyo azufre se encuentra metilado ​(Klimasauskas et al. 1994)​. Se            

propone que el primer paso en la reacción de metilación del ADN es el ataque nucleofílico por parte                  

de un residuo de cisteína que se encuentra conservado en el motivo IV, también conocido como                

motivo PCQ, hacia el C6 del anillo de citosina, el cual es facilitado por un residuo de ácido glutámico                   

que se encuentra en el motivo VI, también conocido como motivo ENV ​(Klimasauskas et al. 1994)​.                

Posteriormente, el grupo metilo de SAH es transferido al C5 del anillo de citosina y               

subsecuentemente sufre una desprotonación, para dar como resultado la 5-metilcitosina          

(Klimasauskas et al. 1994)​. La  ​Fig. 4​ ilustra al mecanismo. 

 

 
Fig. 4. ​Mecanismo de metilación de las DNMT. “B:” representa a un grupo funcional de carácter básico,                 
cuya función es abstraer el protón del átomo de carbono 5, lo cual desencadena el movimiento de                 
electrones que culmina con la escisión del enlace covalente entre el residuo de cisteína y el anillo de                  
citosina. Se cree  que “B:” es proveído por alguno de los aminoácidos de la cavidad catalítica. 
 
               4.1.3  Isoformas 
Se han identificado a dos isoformas de DNMT3A: DNMT3A1 y DNMT3A2. En su dominio N-terminal               

ambas poseen el dominio PWWP y el dominio ADD ​(Jurkowska et al. 2011)​. El dominio C-terminal es                 

idéntico en ambas isoformas ​(Choi et al. 2011)​. Existe un gran número de isoformas de DNMT3B, sin                 

embargo, únicamente DNMT3B1 y DNMT3B2 son catalíticamente activas ​(Ostler et al. 2007)​. Similar             

a DNMT3A, DNMT3B1 y DNMT3B2 tienen un dominio de reconocimiento de histonas H3, PWWP y               

un dominio ADD en la región N-terminal. DNMTΔ3B se diferencía de DNMT3B en que su región                

N-terminal se encuentra trunca debido a la ausencia de 200 aminoácidos ​(Lyko 2018)​. Las isoformas               

DNMTΔ3B1-4 son catalíticamente activas, mientras que DNMTΔ3B5-7 no poseen el dominio           

catalítico ​(Wang et al. 2006)​. DNMTΔ3B se expresa principalmente durante el cáncer de pulmón de               
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células no pequeñas ​(Wang et al. 2006; Ostler et al. 2007)​. En la ​Fig. 5 se esquematizan las                  

diferencias entre las distintas isoformas. 

 

 
Fig. 5. ​Comparación de la secuencia de las isoformas de DNMT ​(Choi et al. 2011)​. Se observan las                  
isoformas de DNMT3B que no tienen el sitio activo trunco: DNMT3B1 y DNMT3B2. 
 

        4.2  La búsqueda de inhibidores de DNMT 
 

  4.2.1  Patologías que involucran a las DNMT 
El síndrome mielodisplásico engloba a un grupo de enfermedades que afectan a las células              

inmaduras de la médula ósea, las cuales pierden su capacidad para madurar ​(Mohammad 2018)​.              

Como consecuencia se presenta citopenia (nivel inferior al normal de células sanguíneas maduras)             

(Zeidan et al. 2019)​. El mayor riesgo es que la enfermedad evolucione a una leucemia ​(Fozza 2019)​.                 

El síndrome mielodisplásico tiende a evolucionar a leucemia mielomonocítica crónica o leucemia            

mieloide aguda ​(Mohammad 2018)​.  

Los dos fármacos inhibidores de DNMT que actualmente se encuentran aprobados para uso             

clínico tienen como indicación el tratamiento del síndrome mielodisplásico. Sin embargo, existen otros             

tipos de cáncer en los cuales existe hipermetilación de genes supresores de tumores: cáncer de               

pulmón, nasofaríngeo, colorrectal y de mama ​(Zhang et al. 2014)​. 

La sobreexpresión de DNMT se observa en distintos tipos de cáncer. Como consecuencia se              

tiene una hipermetilación del ADN ​(Gordon et al. 2013)​. Esta se lleva a cabo a nivel de la región                   
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promotora, específicamente en las islas CpG, lo cual tiene como consecuencia el silenciamiento de              

genes, en especial los que son supresores de tumores, como es el caso de p53 y DAB2 ​(Melo et al.                    

2014; Wei et al. 2016; Zhang et al. 2014)​. 

 

               4.2.2  Inhibidores aprobados actualmente para uso clínico 
Actualmente, están aprobados dos inhibidores de DNMT para su uso clínico, azacitidina y decitabina              

(Estey 2013)​. La indicación terapéutica de ambos es el tratamiento de cualquiera de las              

enfermedades que engloba el síndrome mielodisplásico: anemia refractaria, anemia refractaria con           

sideroblastos en anillo, anemia refractaria con exceso de blastos y leucemia mieloide aguda con              

displasia de multilinaje. Está reportado que ambos fármacos se unen a DNMT1 ​(Estey 2013)​. La               

azacitidina y la decitabina son análogas de su respectivo nucleósido: azacitidina es un análogo de la                

citidina y decitabina es un análogo de la desoxicitidina. La ​Fig. 6 muestra que la única diferencia                 

entre ambos fármacos y su respectivo nucleósido es un nitrógeno que se encuentra dentro del anillo                

de pirimidina. La azacitidina tiene la capacidad de incorporarse tanto al ARN como al ADN, pero a                 

este último en menor medida ​(Borodovsky et al. 2013)​. La decitabina tiene únicamente la capacidad               

de incorporarse al ADN ​(Kantarjian et al. 2006)​. La capacidad de poder incorporarse al ADN y/o al                 

ARN es el motivo por el cual ambas moléculas son relativamente tóxicas, ya que esto tiene como                 

consecuencia la inhibición de síntesis de proteínas y la síntesis de ADN lo cual termina causando                

muerte celular no sólo en células malignas ​(Kaminskas et al. 2005)​. En principio, el desarrollo de                

inhibidores de DNMT no nucleosídicos tendría como ventaja sobre estos dos fármacos, menor             

toxicidad debido a que se evitaría la incorporación al ADN y/o ARN. 

 

Azacitidina Decitabina Citidina Desoxicitidina 

    

Fig. 6. ​Azacitidina y decitabina (los dos inhibidores de DNMT aprobados para su uso clínico), citidina y                 
desoxicitidina, nucleósidos que son sintetizados y posteriormente incorporados al ADN o al ARN. 
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               4.2.3  Inhibidores en desarrollo, compuestos cabezas de serie (​hits​) 
En los últimos años se han identificado compuestos inhibidores de DNMT, algunos de ellos han               

provenido inicialmente de estudios de cribado virtual ​Fig. 7 ​(Medina-Franco et al. 2015)​. En uno de                

estos estudios se identificaron a dos inhibidores de DNMT1: BAS 12771472 y BAS 00872020 con               

CI​50 ​de 15µM y 18 µM, respectivamente ​(Joshi et al. 2016)​. Por su parte, DC_517 y DC_501 fueron                  

identificados como inhibidores de DNMT1, con valores de CI​50 ​de 2.5 µM y 1.7 µM, respectivamente                

(Chen et al. 2014)​.También se han reportado compuestos con actividad inhibitoria de DNMT3A y              

DNMT3B. Un ejemplo es el análogo del resveratrol-salicilato, que fue etiquetado en el estudio original               

como compuesto ​10 cuya CI​50 ​contra DNMT3A y DNMT3B fue 25 µM y 62 µM, respectivamente                

(Aldawsari et al. 2016)​. Cabe resaltar que hoy en día hay más información cristalográfica de DNMT                

para hacer estudios de cribado virtual. En el cribado virtual que llevó a la obtención de DC_517 y                  

DC_501 ​(Chen et al. 2014)​, se utilizó la estructura cristalográfica del dominio catalítico de DNMT1 de                

ratón. No obstante, la estructura cristalográfica de DNMT1 de humano ya se encuentra disponible. En               

el cribado virtual que llevó a la identificación del análogo de resveratrol-salicilato ​(Aldawsari et al.               

2016)​, se utilizó un modelo por homología de DNMT3A. Sin embargo, actualmente se conoce la               

estructura cristalina del dominio catalítico de DNMT3A. 

 

 
Fig. 7. ​Inhibidores de DNMT provenientes inicialmente de estudios de cribado virtual ​(Medina-Franco et al.               
2015)​. 
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La ​Fig. 8 ​ilustra a otros inhibidores de DNMT, los cuales no provienen de estudios de cribado                 

virtual.  

 
Fig. 8. ​Inhibidores de DNMT representativos (A) aprobados para uso clínico, (B) provenientes de              
productos naturales, (C) fármacos aprobados para otras indicaciones, (D) compuestos sintéticos           
provenientes de programas de optimización y (E) provenientes de estudios de cribado virtual de alto               
rendimiento ​(Erdmann et al. 2016; Erdmann et al. 2015; Guianvarc’h and Arimondo 2014)​. Actualmente,              
SGI-1027 es el inhibidor que suele ser utilizado como referencia en los estudios preclínicos, debido a su                 
mayor potencia sobre el resto de los inhibidores ​(Datta et al. 2009)​. 
 

        4.3  Inhibidores de DNMT en los alimentos 
Se han identificado compuestos que se encuentran en nuestra dieta como inhibidores de DNMT, tal               

es el caso del ácido ascórbico ​(Young et al. 2015)​, el ácido caféico ​(Lee and Zhu 2006)​, la curcumina                   

(Maugeri et al. 2018)​, la teaflavina ​(Rajavelu et al. 2011) y el galato de epigalocatequina -EGCG ​(Lee                 

et al. 2005)​. Por lo tanto, los compuestos que forman parte de la dieta son una fuente de inhibidores                   

de DNMT, los cuales pueden ser utilizados como punto de partida para programas de optimización de                

Química Farmacéutica. Actualmente, es posible acceder a bases de datos que contienen compuestos             

que se encuentran en los alimentos ​(Naveja et al. 2018) y por tanto llevar a cabo estudios de cribado                   

virtual que lleven a la identificación de nuevos inhibidores de DNMT provenientes de los alimentos. 
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Existe evidencia de que los factores ambientales y la nutrición juegan un papel muy importante en                

el establecimiento de patrones anormales de metilación en el ADN ​(Prieto-Martínez et al. 2016)​. Por               

lo tanto, se considera que el consumo regular de inhibidores de DNMT presentes en los alimentos                

juega un papel quimiopreventivo ​(Prieto-Martínez et al. 2016) contra las patologías mencionadas en             

el apartado “4.2.1  Patologías que involucran a las DNMT”. 

 

 

5.​         ​Procedimiento experimental 
 

        5.1  Modelado por homología 
 

               5.1.1  Identificación del dominio catalítico 
A partir de la secuencia primaria de aminoácidos de las isoformas de DNMT1, DNMT2, DNMT3A1,               

DNMT3A2, DNMT3B1, DNMT3B2, DNMT3B3, DNMT3B4, DNMT3B5, DNMTΔ3B1, DNMTΔ3B2,        

DNMTΔ3B3, DNMTΔ3B4, se identificaron a los aminoácidos que conforman el dominio catalítico.            

Esta información se encuentra en la base de datos de “UniProt” ​(UniProt Consortium 2019)​. 

 
             5.1.2  Alineamiento de las secuencias y construcción de la matriz de identidad 
Se alineó la secuencia primaria de aminoácidos del dominio catalítico de las isoformas en el servidor                

de “Clustal Omega” versión 1.2.4 ​(Madeira et al. 2019)​. El alineamiento se encuentra en la sección                

correspondiente al Apéndice: “​10.1 Alineamiento de la secuencia primaria de aminoácidos del            
dominio catalítico​” Posteriormente, se construyó la matriz de identidad con el programa MOE             

Molecular Operating Environment​, versión 2018.01 ​(Chemical Computing Group ULC 2018) (cf. ​Fig.            
10​). 
 

            5.1.3  Construcción del modelo 
Las isoformas cuya estructura cristalográfica no ha sido reportada son: DNMT3A2, DNMT3B1,            

DNMT3B2, DNMT3B3, DNMT3B4, DNMT3B5, DNMTΔ3B1, DNMTΔ3B2, DNMTΔ3B3, DNMTΔ3B4.        

En la matriz de identidad (​Fig. 10​), la cuál se construyó únicamente con las secuencias               

correspondientes al dominio catalítico, se observó que DNMT3A1 y DNMT3A2 poseen un 100 % de               

identidad, lo cual significa que poseen la misma secuencia primaria de aminoácidos. Por lo tanto, se                

esperaría que DNMT3A2 posea la misma estructura terciaria de DNMT3A1 a nivel del dominio              

catalítico, la cual está reportada. Por lo anterior, se determinó que no es necesario llevar a cabo la                  

construcción del modelo por homología del dominio catalítico de DNMT3A2. 
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En los alineamientos de las secuencias se observó que DNMT3B3, DNMT3B4 y DNMT3B5 se              

encuentran truncas a nivel del dominio catalítico. Después de una revisión bibliográfica se confirmó              

que son isoformas catalíticamente inactivas ​(Choi et al. 2011)​. Debido a que se pretende utilizar los                

modelos por homología para el diseño de inhibidores de DNMT, se determinó que no tendría               

relevancia hacer el modelado por homología del dominio catalítico de estas isoformas. Por tanto, se               

llevaría a cabo únicamente el modelado por homología de las isoformas DNMT3B1, DNMT3B2,             

DNMTΔ3B1, DNMTΔ3B2, DNMTΔ3B3 y DNMTΔ3B4, las cuales son catalíticamente activas. A partir            

de la matriz de identidad (​Fig. 10​) se observó que a nivel del dominio catalítico poseen un 100 % de                    

identidad, por lo cual el modelo construido representa a estas seis isoformas de DNMT. 

Para seleccionar la plantilla a partir de la cual se construiría el modelo por homología, se                

buscaron en la base de datos de Protein Data Bank ​(Berman et al. 2000) las estructuras reportadas                 

de DNMT3A1 de humano. Debido a que el dominio catalítico de DNMT3A1 tiene el mayor porcentaje                

de identidad con respecto al dominio catalítico de las seis isoformas catalíticamente activas de              

DNMT3B y DNMTΔ3B (80.6 % de identidad), se seleccionó como plantilla la estructura de DNMT3A1               

con mejor resolución (código PDB ID: 5YX2). 

La construcción del modelo por homología se hizo con el programa YASARA, versión 18.4.24, el               

cual utiliza el algoritmo de ​“Discriminación de clase de estructura secundaria” ​(Krieger et al. 2009)​. El                

modelo por homología fue afinado con el “​script​” que posee YASARA para afinar modelos por               

homología ​(Krieger et al. 2004)​, el cual consiste en hacer una minimización energética del sistema y                

posteriormente una simulación de dinámica molecular con disolvente explícito. La minimización           

energética es llevada a cabo con dos distintos algoritmos, gradiente descendiente y recocido             

simulado en presencia de disolvente explícito. Este “script” utiliza el campo de fuerza YASARA2              

(Krieger et al. 2009)​, el cual está parametrizado para la optimización estructural de modelos              

proteicos. A continuación se describe cómo el “​script​” lleva a cabo la simulación del sistema. 

El modelo se prepara en una caja de 15 Å alrededor de la proteína. Posteriormente, se añaden                 

moléculas de agua, usando el modelo de potencial interatómico transferible de tres sitios (TIP3P). Se               

hace la predicción del pK​a de los aminoácidos para ajustar su estado de protonación al pH del medio                  

que es de 7.4. Se añaden iones NaCl a la concentración fisiológica de 0.9%, con un exceso de iones                   

Na​+1 o Cl​-1 para neutralizar la celda. La densidad es de 0.997 g/mL, la temperatura 298 K y la presión                    

de 1 bar (ensamble NPT). La temperatura es ajustada mediante el termostato de Berendsen. La               

presión controlada mediante un densostato ​(Krieger and Vriend 2015)​. El tiempo de simulación es de               

500 ps con un intervalo de integración múltiple de 1.0 fs para interacciones de enlace y 2.0 fs para las                    

interacciones débiles. Las interacciones de Van der Waals son truncadas a los 8 Å, las interacciones                

electrostáticas no son truncadas y se calculan mediante el algoritmo PME ​(Essmann et al. 1995)​. 
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            5.1.4  Validación del modelo 
La validación se llevó a cabo con el programa MOE versión 2018.01. Se generaron cuatro diagramas                

de Ramachandran distintos, el general, para residuos de glicina, prolina y pre-prolina (residuo que se               

encuentra antes de la prolina) ​Fig. 14​. Posteriormente, se determinó la calidad estructural de la               

cadena principal de aminoácidos. Para ello se utilizaron sus longitudes de enlace y ángulos y a partir                 

de estos se calculó el puntaje ​Z ​(​Fig. 15​, Fig. 16 ​y Fig. 17​). El puntaje ​Z puede ser interpretado como                     

el número de desviaciones estándar respecto del valor esperado y se determina con la ecuación (1): 

 

 
x=Valor medido 
μ=Valor medio 
σ=Desviación estándar                                          ​(1) 

 
Los valores de μ y σ se encuentran en la ​Fig. 9​. Estos forman parte de la base de datos del                     

programa MOE. Fueron determinados a partir de un grupo seleccionado de proteínas, las cuales              

poseen una resolución igual o menor a 1.3 Å, R​free ​igual o menor a 0.25, factor B de los átomos de la                      

cadena principal igual o menor a 30 y un factor de ocupación del 100% para todos los átomos de la                    

cadena principal. Los valores de ​Z mayores a 4 son considerados puntos atípicos (“​outliers​”), ya que                

son muy poco frecuentes en las estructuras de Protein Data Bank. 

La calidad estructural de la cadena lateral de aminoácidos se evaluó mediante la energía              

asociada a cada rotámero. Las distintas combinaciones de ángulos phi-psi de cada aminoácido en la               

cadena principal tienen asociadas un determinado rotámero en la cadena lateral y cada rotámero              

tiene asociada una determinada energía. El programa MOE posee una base de datos de rotámeros,               

la cual fue hecha a partir de estructuras de Protein Data Bank, cuya resolución es mayor a 2 Å. Esta                    

base de datos, para cada aminoácido contiene los rotámeros que se encuentran asociados a las               

distintas combinaciones phi-psi, así como su respectiva energía. De este modo, para evaluar la              

calidad estructural de la cadena lateral se compara la energía que posee cada rotámero del modelo                

por homología, contra la energía esperada. Para facilitar la visualización de la información, los              

valores de energía son normalizados, de tal manera que la energía esperada siempre será cero. Se                

graficó el valor de la energía asociada a cada rotámero del modelo por homología ​Fig. 18​. Los                 

valores de energía mayores a 5 (kcal/mol) son considerados como puntos atípicos debido a que son                

poco frecuentes en las estructuras de Protein Data Bank.  

Por último, se determinó si había repulsión estérica entre los átomos del modelo ​Fig. 19​. Para ello                 

cada átomo fue considerado como una esfera de Van der Waals: cada esfera con su respectivo radio                 
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de Van der Waals, dependiendo del tipo de átomo. La función para evaluar la energía entre dos                 

esferas de Van der Waals es la siguiente: 

 

E=Energía entre 2 esferas de Van der Waals 

w= Constante que depende de los 2 tipos de átomos involucrados 

r=Distancia interatómica entre las dos esferas 

R=Suma de los radios de Van der Waals de ambas esferas (2) 

 

 
Fig. 9. ​Definiciones de las longitudes de enlace y ángulos de la cadena principal de aminoácidos.  
 

 

        5.2  Búsqueda de sitios de unión alternos al dominio catalítico 
Se utilizó la aplicación “Site Finder” ​(Le Guilloux et al. 2009) del programa MOE versión 2018.01, para                 

identificar potenciales sitios alostéricos. “Site Finder” identifica potenciales sitios de unión para            

moléculas con propiedades “tipo-fármaco”. Esta aplicación permea el espacio alrededor de la            

proteína con esferas alfa (esfera que no posee átomos en su interior y se encuentra en contacto con                  

cuatro átomos en su perímetro, los cuales se encuentran equidistantes al centro de la esfera)               

mediante la triangulación de Delaunay. En la triangulación de Delaunay se genera una red de               

triángulos interconectados por sus vértices, en cada triángulo es circunscrita una circunferencia            

(esfera alfa) la cual no debe contener el vértice de otro triángulo. Posteriormente son eliminadas las                

esferas alfa que se encuentran en regiones inaccesibles para moléculas “tipo-fármaco” y en áreas              

muy expuestas al disolvente. Las esferas alfa que se encuentran en un sitio en el cual son                 

susceptibles de ser aceptoras o donadoras de puentes de hidrógeno serán clasificadas como             

hidrofílicas, las demás esferas son clasificadas como hidrofóbicas. Las esferas hidrofílicas que no se              

encuentran adyacentes a una esfera hidrofóbica son eliminadas, ya que estos sitios suelen             
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corresponder únicamente a sitios de unión a moléculas de agua. Por último, en los sitios identificados                

se calcula el valor numérico de ​Propensity for Ligand Binding (PLB, por las siglas en inglés) ​(Soga et                  

al. 2007)​, el cual es una medida cuantitativa de la probabilidad de que una molécula ​“tipo-fármaco” se                 

una en el sitio.  

Se llevó a cabo la búsqueda de sitios alostéricos en DNMT1 (PDB ID: 4WXX), DNMT2 (PDB ID:                 

1G55), DNMT3A1 (PDB ID: 5YX2) y el modelo por homología. Las proteínas utilizadas fueron              

previamente preparadas como se indica en la sección ​5.3.3 Acoplamiento molecular​. Por último,             

se registraron los aminoácidos que conforman cada sitio alostérico identificado, se encuentran en el              

Apéndice: ​10.2 Aminoácidos que conforman el sitio donde se lleva a cabo la metilación del               
ADN y otros potenciales sitios de unión para moléculas “tipo-fármaco”, Tabla S1​. Utilizando la              

base de datos “Uniprot” se determinó en qué dominio funcional se encuentran los sitios identificados               

y si existen modificaciones postraduccionales en estos sitios. 

 

        5.3  Cribado virtual 
 5.3.1  Curado 
Se utilizó la base de datos FooDB ​(The Metabolomics Innovation Centre 2017)​, la cual está               

conformada por 23 883 compuestos que se encuentran en los alimentos. La curación de la base de                 

datos se llevó a cabo con el programa MOE versión 2018.01. El proceso de curado consistió en la                  

eliminación de sales, conservando únicamente el fragmento más grande, el cálculo del número de              

átomos de hidrógeno implícitos para cada átomo y posteriormente la adición de los átomos de               

hidrógeno faltantes. El estado de protonación de cada compuesto se ajustó al pH fisiológico de 7.4. 

 
   5.3.2  Filtrado 
En el programa KNIME versión 3.7.1, con los nodos de RDKit, fueron calculadas seis propiedades               

fisicoquímicas de interés farmacéutico: SlogP, área topológica polar superficial ​(TPSA, por sus siglas             

en inglés), masa molecular, número de átomos donadores de puente de hidrógeno, número de              

átomos aceptores de puente de hidrógeno y número de enlaces rotables​. Se seleccionaron             

únicamente los compuestos cuyas propiedades fisicoquímicas son de “tipo-fármaco” (​Tabla 2​). Es            

decir, los compuestos que cumplían la regla de cinco de Lipinski ​(Lipinski et al. 2001)​, la extensión de                  

la regla de cinco o reglas de Veber ​(Veber et al. 2002)​, la regla 3/75 de Pfizer ​(Hughes et al. 2008) y                      

la regla 4/400 de GlaxoSmithKline ​(Gleeson 2008)​. 
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Tabla 2. Propiedades fisicoquímicas asociadas a los compuestos “tipo-fármaco.” 

 Masa 
molecular 

LogP Número de 
átomos 
donadores 
de puente 
de 
hidrógeno 

Número 
de átomos 
aceptores 
de puente 
de 
hidrógeno 

Suma de 
número de 
átomos 
donadores y 
aceptores de 
puente de 
hidrógeno 

Área 
topológica 
polar 
superficial 

Número 
de 
enlaces 
rotables 

Regla de cinco 
de Lipinski 

≤500 ≤5 ≤5 ≤10    

Reglas de Veber     ≤12 ≤140 ≤10 

Regla 3/75 de 
Pfizer 

 >3    <75  

Regla 4/400 de   
GlaxoSmithKline 

<400 <4      

 

               5.3.3  Acoplamiento molecular 
En el Protein Data Bank se identificaron las estructuras de DNMT1, DNMT2 y DNMT3A1 que tuvieran                

el mayor grado de resolución y valores de R y R​free menores o iguales a 0.2 y 0.25 respectivamente.                   

Para las isoformas DNMT3B1, DNMT3B2, DNMTΔ3B1, DNMTΔ3B2, DNMTΔ3B3 y DNMTΔ3B4, se           

utilizó el modelo por homología construido. 

La preparación de las proteínas se hizo con el módulo de preparación de proteínas del programa                

MOE versión 2018.01. La preparación de las proteínas consistió en la adición de todos los átomos                

faltantes, incluyendo los átomos de hidrógeno, el estado de protonación se ajustó al pH fisiológico de                

7.4 y se construyeron los bucles faltantes. El ligando co-cristalizado SAH, se preservó en todas las                

estructuras. Se llevó a cabo la minimización energética con el campo de fuerza Amber 14:EHT, el                

cual utiliza los parámetros del campo de fuerza Amber 14 ​(Maier et al. 2015) para las proteínas y los                   

parámetros de la Teoría Extendida de Hückel “EHT por sus siglas en inglés” ​(Gerber and Müller                

1995) para los ligandos. Los ligandos que fueron seleccionados como “tipo-fármaco” y sus             

estructuras fueron minimizadas energéticamente con el campo de fuerza Amber 14:EHT. 

El estudio de acoplamiento molecular se hizo con dos programas distintos: Ledock ​(Zhang and              

Zhao 2016) y MOE, versión 2018.01 ​(Chemical Computing Group ULC 2018)​. Ledock es un              

programa de acceso libre el cual ha mostrado recientemente un desempeño superior al de programas               

gratuitos como rDock, AutoDock Vina, y AutoDock ​(Pagadala et al. 2017)​. Se utilizaron dos              

programas diferentes con dos distintos algoritmos de búsqueda con el propósito de aumentar la              

variedad de confórmeros generados de cada ligando. Ledock utiliza el algoritmo de recocido             

simulado, el cual genera inicialmente un modo de unión (​pose​) aleatoria del ligando, a partir de la                 
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cual se generará la vecindad de confórmeros en busca del que posea el ΔG de unión más favorable.                  

Sin embargo, durante las primeras iteraciones la generación de confórmeros no siempre se moverá              

en busca del ΔG de unión más favorable, sino que puede moverse hacia la generación de                

confórmeros con un ΔG de unión menos favorable. Esto con el objetivo de expandir la región de                 

búsqueda en el espacio conformacional. Por otro lado, con MOE se utilizó el algoritmo de               

emparejamiento por triángulos, el cual inicialmente permea el espacio donde se llevará a cabo el               

acoplamiento molecular con esferas alfa. La posición inicial del ligando se generará mediante la              

superposición de tres tripletes de átomos aleatorios en el centro de tres esferas alfa aleatorias. A                

partir de la posición generada se producirá la vecindad de confórmeros en busca del confórmero con                

el ΔG de unión más favorable. El estudio de acoplamiento molecular se realizó en la cavidad donde                 

los nucleótidos se sitúan durante el proceso de metilación. La presencia de un ligando en la cavidad                 

potencialmente podría impedir que los nucleótidos entren en la cavidad para ser metilados por SAH. 

En Ledock, cada compuesto fue sujeto a 20 pasos del algoritmo de búsqueda y con MOE fueron                 

sujetos a 30 pasos, los cuales corresponden a las condiciones estándar en cada programa. Las               

proteínas se mantuvieron rígidas durante el estudio de acoplamiento molecular.  

Cabe destacar, que el porcentaje de acierto de Ledock (57.4%), en la predicción de la pose                

nativa de un ligando dentro de una proteína, es mayor al de MOE (45.6%) ​(Pagadala et al. 2017)​. Lo                   

anterior, podría atribuirse a que Ledock abarca un mayor espacio conformacional que MOE, ya que la                

generación de confórmeros no se mueve en busca del ΔG de unión más favorable durante las                

primeras iteraciones, de este modo se evita la convergencia prematura en un determinado             

confórmero. En cambio, en MOE, la generación de confórmeros se dirige a generar los que posean el                 

ΔG de unión más favorable, lo que favorece la convergencia prematura, limitando el espacio              

conformacional explorado. 
 
        5.4  Análisis de componentes principales 

A partir de los seis descriptores: SlogP, ​TPSA, masa molecular, número de átomos donadores de               

puente de hidrógeno, número de átomos aceptores de puente de hidrógeno y número de enlaces               

rotables, se llevó a cabo el Análisis de Componentes Principales. Los valores de los descriptores               

fueron normalizados previamente. 
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6.​         ​Discusión de resultados 
 

        6.1  Modelado por homología 
 

               6.1.1  Alineamiento de las secuencias y construcción de la matriz de identidad 
El alineamiento de la secuencia primaria de aminoácidos se encuentra en el Apéndice, sección: ​10.1               
Alineamiento de la secuencia primaria de aminoácidos del dominio catalítico​. A partir de la              

matriz de identidad (​Fig. 10​) se observó que la secuencia primaria de aminoácidos del dominio               

catalítico de DNMT3A1 y DNMT3A2 es idéntica. Asimismo, la secuencia primaria de aminoácidos del              

dominio catalítico es idéntica en las isoformas DNMT3B1, DNMT3B2, DNMTΔ3B1, DNMTΔ3B2,           

DNMTΔ3B3 y DNMTΔ3B4. Consecuentemente, se espera que DNMT3A1 y DNMT3A2 tengan la            

misma estructura terciaria, al igual que DNMT3B1, DNMT3B2, DNMTΔ3B1, DNMTΔ3B2, DNMTΔ3B3           

y DNMTΔ3B4. Las isoformas de DNMT3A poseen un alto grado de identidad (80.6 %) con respecto                

a las isoformas catalíticamente activas de DNMT3B y DNMTΔ3B. DNMT1 y DNMT2 poseen un grado               

de identidad muy bajo (máximo 22.2 %) con respecto al resto de las isoformas.  

 

 
Fig. 10. ​Matriz de identidad del dominio catalítico de 14 isoformas de DNMT ​(Saldívar-González et al.                
2018) ​. 
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               6.1.2  Construcción del modelo y comparación con DNMT3A1 
La ​Fig. 11 muestra el modelo por homología construido. Al superponer la estructura del modelo por                

homología con la estructura de DNMT3A1 (PDB ID: 5YX2) ​Fig. 12​, se observó que ambas isoformas                

poseen prácticamente la misma estructura terciaria. La similitud en la estructura terciaria era algo que               

se esperaba debido al alto grado de identidad de la secuencia primaria de aminoácidos (80.6 %). 

En el modelo por homología, con la aplicación “Site Finder” de MOE, se identificó como potencial                

sitio de unión de una molécula “tipo-fármaco” la misma cavidad que se encuentra descrita como el                

sitio de metilación del ADN en DNMT3A ​Fig. 13​. 
El cofactor SAH se encuentra en el mismo sitio en ambas estructuras. Además, la ​Fig. 13                

muestra que en el modelo por homología, en la cavidad en la cual se lleva a cabo la metilación del                    

ADN, se encuentran los dos aminoácidos clave participantes en el mecanismo de metilación: cisteína              

y glutamato. 

 
Fig. 11. ​Modelo por homología que representa el dominio catalítico de las isoformas DNMT3B1,              
DNMT3B2, DNMTΔ3B1, DNMTΔ3B2, DNMTΔ3B3 y DNMTΔ3B4. Se observa al cofactor SAH en su sitio              
de unión. 
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Fig. 12. ​Modelo por homología superpuesto con la estructura cristalográfica de DNMT3A1 (PDB ID:              
5YX2). En ambas estructuras se muestra la estructura del cofactor SAH. 
 
 

 
Fig. 13. ​Modelo por homología. Cavidad donde se lleva a cabo la metilación del ADN. Cofactor SAH                 
(verde). La región identificada con “Site Finder” como probable sitio de unión de un ligando, que                
corresponde al sitio donde se lleva a cabo la metilación, se representa con esferas alfa: las regiones de                  
contacto hidrofílicas son representadas con esferas rojas y las hidrofóbicas con esferas grises. Se              
destacan los dos aminoácidos clave que participan en el mecanismo de metilación: Cys651 y Glu697 en                
DNMT3B1. 
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               6.1.3  Validación del modelo 
En cuanto a la evaluación de la calidad estructural de la cadena primaria de aminoácidos, en los                 

cuatro diagramas de Ramachandran (general, glicina, prolina y pre-prolina) ​Fig. 14​, no se observó              

ningún aminoácido en las regiones prohibidas. Considerando que cualquier valor de ​Z ​mayor a 4 es                

un punto atípico, en la cadena principal de aminoácidos, todas las longitudes de enlace (​Fig. 15​) y                 

ángulos que involucran 3 átomos (​Fig. 16​) poseen valores de ​Z menores a 3. Ser259 tiene un valor                  

de ​Z mayor a 4 en su ángulo diedro definido como “omega”, el cual es considerado como un punto                   

atípico (​Fig. 17​). Los aminoácidos que se encuentran adyacentes a Ser259 (Arg258 y Trp260)              

interactúan mediante enlace de puente de hidrógeno con el cofactor SAH. La interacción de Arg258 y                

Trp260 con SAH son la causa de la deformación observada en el ángulo diedro “omega”. Es común                 

observar deformaciones de los ángulos formados entre los átomos de la cadena principal en los sitios                

donde hay interacción con un ligando. El resto de los ángulos diedros tuvieron valores de ​Z menores                 

a 4.  

 
Fig. 14. ​Diagramas de Ramachandran general, de residuos de glicina, prolina y pre-prolina. 
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Fig. 15. ​Perfil del Puntaje-Z de las longitudes de enlace de los aminoácidos de la cadena principal. Los                  
valores del Puntaje-Z mayores a 4 son considerados puntos atípicos.  
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Fig. 16. ​Perfil del Puntaje-Z de los ángulos entre los aminoácidos de la cadena principal. Los valores del                  
Puntaje-Z mayores a 4 son considerados puntos atípicos. 
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Fig. 17. ​Perfil del Puntaje-Z de los ángulos diedros de la cadena principal. Los valores del Puntaje-Z                 
mayores a 4 son considerados puntos atípicos. 
 
 

En cuanto a la evaluación de la calidad estructural de la cadena lateral, la energía asociada a los                  

rotámeros oscila entre los -0.964 y los 2.214 (kcal/mol) (​Fig. 18​). ​Los valores considerados como               

puntos atípicos tienen una desviación de más de 5 (kcal/mol), por lo cual se considera que no hubo                  

puntos atípicos en los valores de energía asociados a los rotámeros. 

De acuerdo a la evaluación de la repulsión estérica entre los átomos del modelo (​Fig. 19​), todos                 

los valores de repulsión fueron menores a 0.2 (kcal/mol), por lo cual se considera que no hay                 

repulsión estérica entre los átomos del modelo. 
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Fig. 18. ​Perfil de la energía de los rotámeros. Los valores del Puntaje-Z mayores a 5 son considerados                  
puntos atípicos (​outliers ​). 
 

 
Fig. 19. ​Perfil de la energía de repulsión. Cada línea verde representa a un aminoácido. Dos líneas verdes                  
adyacentes representan que hay repulsión entre 2 átomos de dos aminoácidos distintos. El valor de la                
energía de repulsión asociada se encuentra en el eje y de la gráfica. 
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        6.2  Búsqueda de sitios de unión alternos al dominio catalítico 
Es necesario considerar que podrían existir otros sitios alostéricos en las isoformas de DNMT              

asociados a otros estados conformacionales, adicionales a los considerados en este apartado. En             

DNMT1 se identificaron dos sitios alostéricos potenciales (​Fig. 20​). El primero de ellos (sitio 1,               

cavidad verde, PLB = 2.28, ​Fig. 20​) forma parte del dominio BAH1 (​Bromo-adjacent homology 1​). La                

función de BAH1 en DNMT1 es desconocida, sin embargo, se ha propuesto que actúa como               

modulador de interacciones proteína-proteína. El segundo sitio identificado (sitio 2, cavidad azul, PLB             

= 2.51, ​Fig. 20​) se encuentra entre los dominios CXX y RFTS (​Replication foci targeting sequence​).                

El dominio CXX es un dominio de dedos de zinc el cual reconoce a los dinucleótidos no metilados                  

citosina y guanina en las islas CpG. El dominio RFTS tiene como función reconocer el foco de                 

replicación del ADN y de esta manera DNMT1 es guiada hacia este sitio. Como se mencionó en la                  

sección de Métodos, e​l valor numérico de “Propensión de Unión de Ligando” (PLB, por sus siglas en                 

inglés, ​vide supra​), es una medida cuantitativa de la probabilidad de que una molécula ​“tipo-fármaco”               

se una al sitio identificado. Entre más grande sea el valor numérico de PLB, mayor es la probabilidad                  

de que la molécula se una al sitio. De acuerdo a los resultados obtenidos, una molécula                

“tipo-fármaco” tendrá mayor afinidad por los dos potenciales sitios de unión identificados (sitio 1, PLB               

= 2.28; sitio 2, PLB = 2.51), que por el sitio de metilación del ADN (PBL = 1.26). A pesar de lo                      

anterior, el efecto de la unión de un ligando a cualquiera de los dos sitios identificados es incierto, no                   

obstante, hay que considerar que el primero de los sitios forma parte de un dominio que se ha                  

propuesto como regulador de interacciones proteína-proteína y el segundo sitio se encuentra entre             

dos dominios que son esenciales para el reconocimiento del ADN. Además, se observó que en               

ninguno de los dos sitios propuestos se llevan a cabo modificaciones postraduccionales a las que es                

sometida DNMT1: sumoilación ​(Lee and Muller 2009)​, fosforilación ​(Lavoie and St-Pierre 2011)​,            

ubiquitinación, acetilación, desacetilación y metilación de residuos de lisina ​(Rathert et al. 2008)             

(Peng et al. 2011)​. 
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Fig. 20. ​Potenciales sitios alostéricos identificados en DNMT1 (PDB ID: 4WXX). Sitio 1, cavidad verde;               
Sitio 2, cavidad azul. El centro de las esferas alfa es representado con círculos blancos (esferas alfa                 
hidrofóbicas) y rojos (esferas alfa hidrofílicas). Dominio BAH1 (naranja), dominio CXX (azul claro), dominio              
RFTS (magenta) y cofactor SAH (magenta).  
 

En DNMT2 se identificó un sitio alostérico potencial (PLB=3.06, ​Fig. 21​). DNMT2 cuenta             

únicamente con un solo dominio funcional, el catalítico, que es donde se encuentra el sitio de unión                 

predicho. En UniProt se encontró que DNMT2 (UniProt ID: O14717) interacciona con 16 proteínas              

diferentes, además, no se encontraron modificaciones postraduccionales reportadas. De acuerdo a           

los valores de PLB calculados, es mayor la probabilidad de que una molécula “tipo-fármaco” se una al                 

potencial sitio de unión identificado (PLB = 3.06), que al sitio catalítico (PLB = 2.59) ​(Soga et al.                  

2007)​. Queda por confirmar experimentalmente el efecto biológico funcional de la unión de un ligando               

a este sitio de unión. 
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Fig. 21. ​Sitio alostérico potencial identificado en DNMT2 (PDB ID: 1G55). El centro de las esferas alfa es                  
representado con círculos blancos (esferas alfa hidrofóbicas) y rojos (esferas alfa hidrofílicas).  
 

En DNMT3A1 se identificaron dos sitios alostéricos potenciales en el dominio catalítico (​Fig. 22 ​y               
Fig.23 ​sitio 1, cavidad verde, PLB = 1.98, y sitio 2, cavidad azul, PLB = 2.13). DNMT3A1 es activa                   

catalíticamente cuando forma el complejo DNMT3L-DNMT3A-DNMT3A-DNMT3L. El primero de los          

sitios identificados se encuentra cerca de la interfaz de contacto DNMT3A-DNMT3A. El segundo sitio              

se encuentra cerca de la interfaz de contacto DNMT3A-DNMT3L. En UniProt se encontró que              

DNMT3A1 (UniProt ID: Q9Y6K1) sufre modificaciones postraduccionales, sin embargo, éstas se           

llevan a cabo en regiones cuya estructura no se ha elucidado. De acuerdo al valor de PLB es mayor                   

la probabilidad de que una molécula “tipo-fármaco” se una al sitio catalítico (PLB = 2.38) que a los                  

potenciales sitios de unión alternos (sitio 1, PLB = 1.98; sitio 2, PLB = 2.13). A pesar de que los dos                     

sitios de unión potenciales se encuentran cerca de la interfaz de interacción proteína-proteína, queda              

por confirmar el efecto biológico funcional de la unión de un ligando al sitio de unión propuesto. 
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Fig. 22. ​Sitios alostéricos potenciales en DNMT3A1 (PDB ID: 5YX2). Sitio 1, cavidad verde; Sitio 2,                
cavidad azul. El centro de las esferas alfa es representado con círculos blancos (esferas alfa hidrofóbicas)                
y rojos (esferas alfa hidrofílicas). Cofactor SAH (magenta). 
 
 

 
Fig. 23. ​Sitios alostéricos potenciales identificados en DNMT3A1 (PDB ID: 5YX2). Sitio 1, cavidad verde;               
Sitio 2, cavidad azul. El centro de las esferas alfa es representado con círculos blancos (esferas alfa                 
hidrofóbicas) y rojos (esferas alfa hidrofílicas). Cofactor SAH (magenta).  
 

39 



 

En el modelo por homología que representa el dominio catalítico de las isoformas DNMT3B1,              

DNMT3B2, DNMTΔ3B1, DNMTΔ3B2, DNMTΔ3B3 y DNMTΔ3B4, se identificaron dos potenciales          

sitios alostéricos (​Fig. 24 ​y Fig. 25 ​sitio 1, cavidad verde, PLB = 2.67, y sitio 2, cavidad magenta, PLB                    

= 2.63). El primero de los sitios identificados corresponde con una de las cavidades identificadas en                

DNMT3A1 (sitio 1, cavidad verde ​Fig. 23​). El segundo de los sitios identificados se encuentra               

adyacente a uno de los sitios identificados en DNMT3A1 (sitio 2, cavidad azul, ​Fig. 23​). En UniProt se                  

encontró que DNMT3B (UniProt ID: Q9UBC3) sufre modificaciones postraduccionales, sin embargo,           

estas se llevan a cabo en regiones que no corresponden al dominio catalítico. Queda por confirmar                

experimentalmente el efecto funcional de la unión de un ligando al potencial sitio de unión. 

 

 
Fig. 24. ​Sitios alostéricos potenciales identificados en el modelo por homología que representa las              
isoformas: DNMT3B1, DNMT3B2, DNMTΔ3B1, DNMTΔ3B2, DNMTΔ3B3 y DNMTΔ3B4. Sitio 1, cavidad           
verde; Sitio 2, cavidad magenta. El centro de las esferas alfa es representado con círculos blancos                
(esferas alfa hidrofóbicas) y rojos (esferas alfa hidrofílicas). Cofactor SAH (magenta).  
 

40 



 

 
Fig. 25. ​Sitio alostérico potencial identificado en el modelo por homología (sitio 2), que representa las                
isoformas: DNMT3B1, DNMT3B2, DNMTΔ3B1, DNMTΔ3B2, DNMTΔ3B3 y DNMTΔ3B4. El centro de las            
esferas alfa es representado con círculos blancos (esferas alfa hidrofóbicas) y rojos (esferas alfa              
hidrofílicas). Cofactor SAH (magenta).  
 

        6.3  Cribado virtual 
A partir de la base de datos pública FooDB ​(The Metabolomics Innovation Centre 2017)​, que contiene                

23 883 compuestos, fueron identificados y seleccionados 1 455 compuestos con propiedades            

“tipo-fármaco”. Posteriormente, como se describe en la Sección de Procedimiento Experimental, se            

hizo con dos programas el acoplamiento molecular de los 1 455 compuestos seleccionados con              

DNMT1, DNMT2, DNMT3A1 y DNMT3B. El acoplamiento se centró en la cavidad donde los              

nucleótidos se sitúan para ser metilados por SAH. Las ​Tablas 3 y ​4 resumen los resultados para los                  

diez compuestos con mejores puntajes para cada isoforma. Para cada estructura de DNMT, en el               

estudio de acoplamiento molecular, se utilizó como referencia ​SGI-1027​, el cual es un inhibidor              

conocido de las distintas isoformas de DNMT en un rango de IC​50 de 6-13 μM ​(Datta et al. 2009)​. Se                    

prescindió del uso como referencia, para el estudio de acoplamiento molecular, de los dos fármacos               

aprobados como inhibidores de DNMT (azacitidina y decitabina) ya que ambos solo inhiben a              

DNMT1. Además el principal mecanismo de acción de ambos fármacos no es la unión con la enzima,                 

sino su incorporación al ADN. 

Para la isoforma DNMT1, se identificaron cuatro estructuras con un ΔG de unión ligeramente mejor al                

inhibidor ​SGI-1027 (MOE: FDB006198 “charantina”, FDB018786 “lignano” y Ledock: FDB023598          

“Rosiglitazona” y FDB023581 “Lansoprazol”). Las estructuras identificadas con el programa Ledock           
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(​Fig. 26 ​y Fig. 27​) presentan más interacciones por puente de hidrógeno e interacciones 𝜋, a                

comparación de las obtenidas con MOE. Los dos compuestos encontrados con Ledock presentan             

interacción mediante puente de hidrógeno con Glu226, el cual es esencial en el mecanismo de la                

metilación del ADN. 

 

 

Tabla 3. ​ΔG de unión de los compuestos con mayor afinidad al sitio catalítico de DNMT1 y DNMT2. 
DNMT1 DNMT2 

MOE Ledock MOE Ledock 

ID ΔG 
(kcal/mol) 

ID ΔG 
(kcal/mol) 

ID ΔG 
(kcal/mol) 

ID ΔG 
(kcal/mol) 

FDB006198 
Charanina -7.66 

FDB023598 
Rosiglitazona -7.32 

FDB018786 
Lignano -8.13 

FDB021494 
Nb-Ferulotriptamina -7.43 

FDB018786 
Lignano -7.58 

FDB023581 
Lansoprazol -7.12 FDB019377 -7.95 FDB021493 7.18 

FDB012453 -7.37 FDB021493 -6.59 
FDB006198 
Charanina -7.85 

FDB023598 
Rosiglitazona -7.13 

FDB029185 -7.33 
FDB021494 
Nb-Ferulotriptamina -6.38 FDB020611 -7.83 FDB024123 -7.1 

FDB002322 -7.30 FDB010985 -6.25 FDB021103 -7.81 
FDB023581 
Lansoprazol -6.94 

FDB003148 -7.29 FDB020193 -6.21 
FDB020656 
O-Etilcubebina -7.79 FDB009779 -6.76 

FDB019236 -7.23 FDB020725 -6.09 FDB011384 -7.78 FDB020725 -6.74 

FDB020802 -7.22 FDB009770 -6.05 FDB012176 -7.75 FDB013257 -6.63 

FDB019403 -7.19 FDB024123 -6.05 FDB029067 -7.72 FDB000900 -6.60 

FDB003032 -7.19 FDB012099 -6.02 FDB019189 -7.72 FDB019132 -6.50 

SGI-1027 -7.56 SGI-1027 -7.08 SGI-1027 -8.16 SGI-1027 -6.29 
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Tabla 4. ​ΔG de unión de los compuestos con mayor afinidad al sitio catalítico de DNMT3A1 y DNMT3B                  
(modelo por homología). 
DNMT3A1 DNMT3B (Modelo por homología) 

MOE Ledock MOE Ledock 

ID ΔG 
(kcal/mol) 

ID ΔG 
(kcal/mol) 

ID ΔG 
(kcal/mol) 

ID ΔG 
(kcal/mol) 

FDB011079 -7.91 
FDB023598 
Rosiglitazona -5.78 

FDB020656 
O-Etilcubebina -7.27 FDB024125 -6.47 

FDB012453 -7.65 
FDB021494 
Nb-Ferulotriptamina -5.74 FDB030988 -7.25 FDB000900 -6.00 

FDB011760 -7.57 FDB024123 -5.73 FDB012453 -7.16 FDB024123 -5.94 

FDB001502 -7.50 FDB024125 -5.60 
FDB006198 
Charanina -7.11 FDB022574 -5.92 

FDB019403 -7.49 FDB021493 -5.25 FDB011826 -7.10 FDB017961 -5.89 

FDB019377 -7.41 FDB004118 -5.22 FDB015622 -7.06 FDB020725 -5.80 

FDB010941 -7.41 FDB017961 -5.22 FDB010941 -7.01 FDB021493 -5.78 

FDB014660 -7.40 FDB004087 -5.16 FDB013875 -7.00 
FDB021494 
Nb-Ferulotriptamina -5.72 

FDB000398 -7.38 FDB012616 -5.15 FDB002303 -7.00 FDB020967 -5.67 

FDB013705 -7.37 FDB000900 -5.14 FDB003032 -6.95 FDB013257 -5.63 

SGI-1027 -8.14 SGI-1027 -5.07 SGI-1027 -7.40 SGI-1027 -6.61 

 
Para DNMT2, las estructuras identificadas en Ledock con los 10 mejores puntajes, tienen un ΔG               

de unión mejor que ​SGI-1027​. De entre ellas FDB021494 “Nb-Ferulotriptamina” posee el mejor ΔG de               

unión. Se aprecian interacciones mediante puente de hidrógeno de FDB021494 con Cys79 y Glu119,              

los cuales son esenciales en el mecanismo de metilación (​Fig. 28​). Con MOE no se identificaron                

compuestos con un puntaje mejor que ​SGI-1027​. 
Los 10 compuestos identificados en Ledock con los mejores ΔG de unión en DNMT3A1, tienen un                

mejor puntaje que ​SGI-1027​. Se destaca FDB023598 “Rosiglitazona” que tuvo el mejor ΔG de unión.               

A pesar de no interactuar con los aminoácidos Cys710 y Glu756 que son esenciales durante la                

metilación, FDB023598 tiene otras interacciones de tipo 𝜋 y por puente de hidrógeno (​Fig. 29​). Con                

MOE no se identificaron compuestos con un ΔG de unión mejor que ​SGI-1027​. 
Para el modelo por homología de DNMT3B no se identificaron con ninguno de los dos programas                

compuestos con un ΔG de unión mejor a ​SGI-1027​. Sin embargo, con MOE se identificó al                

compuesto FDB020656 “O-Etilcubebina” con un ΔG de unión similar a ​SGI-1027​. FDB020656            

presenta únicamente interacciones de tipo 𝜋 con DNMT3B (​Fig. 30​). 
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Fig. 26. ​Cavidad donde se lleva a cabo la metilación del ADN en DNMT1. Cofactor SAH (verde), SGI-1027                  
(magenta), FDB023598 “rosiglitazona” (azul). 

 
Fig. 27. ​Cavidad donde se lleva a cabo la metilación del ADN en DNMT1. Cofactor SAH (verde), SGI-1027                  
(magenta), FDB023581 “lansoprazol” (azul). 
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Fig. 28. ​Cavidad donde se lleva a cabo la metilación del ADN en DNMT2. Cofactor SAH (verde), SGI-1027                  
(magenta), FDB021494 “Nb-Ferulotriptamina” (amarillo). 
 

 
Fig. 29. ​Cavidad donde se lleva a cabo la metilación del ADN en DNMT3A1. Cofactor SAH (verde),                 
SGI-1027 (magenta), FDB023598 “rosiglitazona” (azul). 
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Fig. 30. ​Cavidad donde se lleva a cabo la metilación del ADN en DNMT3B. Cofactor SAH (verde),                 
SGI-1027 (magenta), FDB020656 “O-Etilcubebina” (azul). La numeración de los aminoácidos es respecto            
a la secuencia del dominio catalítico de DNMT3B1. 
 

La cavidad donde se lleva a cabo el proceso de la metilación está conservada en todas las                 

isoformas, especialmente la disposición espacial de los aminoácidos ​(Lyko 2018)​. Por lo tanto, en la               

Tabla 5​ se observa que los compuestos seleccionados son afines a dos o tres isoformas de DNMT. 

En DNMT1, los 10 compuestos con el mejor ΔG de unión identificados con MOE son diferentes a                 

los 10 compuestos con el mejor ΔG de unión identificados con Ledock. Lo mismo se observó en                 

DNMT2, DNMT3A1 y el modelo por homología de DNMT3B ​Tablas 3 y ​4​. Lo cual se puede atribuir, a                   

que ambos programas de acoplamiento molecular utilizan dos distintos algoritmos para la generación             

de confórmeros. De esta manera al utilizar los dos programas se aumentó la cantidad de confórmeros                

generados de cada compuesto, permitiendo identificar compuestos distintos con cada programa. En            

otros estudios de acoplamiento molecular, se ha observado que se obtiene un mejor resultado              

utilizando dos programas, en lugar de uno solo ​(Houston and Walkinshaw 2013; Preto and Gentile               

2019)​. Es posible obtener mejores resultados, utilizando tres programas, en lugar de dos, sin              

embargo, el tiempo que se requiere para llevar a cabo el estudio de acoplamiento molecular es mayor                 

(Miteva et al. 2005)​. 

Para explorar si los compuestos de la ​Tabla 5 tienen actividad biológica reportada, se hizo una                

búsqueda bibliográfica en SciFinder. En el caso de de FDB006198 “Charantina”, el cual se encuentra               

en la calabaza amarga ​(The Metabolomics Innovation Centre 2017)​, no hay actividad biológica             
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reportada. Este compuesto posee en su estructura un sustituyente de naftalina el cuál podría ser               

tóxico, ya que este sustituyente potencialmente puede intercalarse en el ADN ​(Banks et al. 2016)​. Sin                

embargo, es necesario precisar que el fármaco propanolol, utilizado actualmente en el tratamiento             

terapéutico de la hipertensión ​(Bigucci et al. 2015)​, posee en su estructura un sustituyente de               

naftalina. Como alternativa podría llevarse a cabo un reemplazo bioisostérico. Dos reemplazos            

bioisostéricos que se encuentran reportados para la naftalina corresponden a la sustitución por             

benzaboronina ​(Rombouts et al. 2015)​ y por un indol ​(Abdellaoui et al. 1995)​.  

FDB018786 “lignano” es un metabolito secundario que se encuentra en una gran variedad de              

plantas ​(The Metabolomics Innovation Centre 2017)​, el cual tiene reportada actividad antifúngica            

(Zacchino et al. 1997) y antioxidante ​(Konya 2001)​. En su estructura posee un alqueno, el cual resulta                 

ser una alerta estructural debido a que potencialmente puede convertirse a través del metabolismo en               

un epóxido ​(Zhang and Elfarra 2017)​. Un reemplazo bioisostérico que podría llevarse a cabo es la                

sustitución del alqueno por una amida ​(Khalaf et al. 2011)​.  

FDB020656 “O-Etilcubebina” se encuentra en la pimienta cubeba ​(The Metabolomics Innovation           

Centre 2017)​, la cual suele usarse como condimento y tiene reportada actividad antibacteriana en              

contra de ​Mycobacterium tuberculosis. 

Inesperadamente, en la base de datos de FooDB se encontraron dos fármacos, rosiglitazona el              

cual es utilizado para tratar la diabetes mellitus tipo 2 ​(Alawi et al. 2020) y lansoprazol, indicado para                  

tratar patologías relacionadas al exceso de secreción de ácido en el estómago ​(Iwahi et al. 1991)​.  

FDB021494 “Nb-Ferulotriptamina” se encuentra en los granos de maíz dulce ​(The Metabolomics            

Innovation Centre 2017)​. Esta molécula posee dentro de su estructura una porción carbonílica             

α,β-insaturada, por lo cual resulta ser un aceptor de Michael. Los aceptores de Michael tienden a ser                 

estructuras promiscuas debido a su carácter electrofílico. Además, esta molécula es potencialmente            

tóxica al presentar actividad inhibitoria sobre la acetilcolinesterasa ​(Young Sim and Ae Kim 2014)​.  

Por lo tanto, FDB006198 ”charantina”, FDB018786 ​“lignano” y FDB021494 ​“Nb-Ferulotriptamina”,          

previo a ser utilizados como prototipo para el diseño de inhibidores de DNMT, podrían requerir               

modificaciones estructurales para evitar un potencial efecto tóxico. 

FDB006198 “charantina”, FDB018786 ​“lignano”​, FDB020656 ​“O-Etilcubebina”​, FDB021494       

“Nb-Ferulotriptamina”, FDB023598 “Rosiglitazona” y FDB023581 “Lansoprazol” son estructuras que,         

de acuerdo al estudio de acoplamiento molecular, son afines al sitio de metilación del ADN y por lo                  

tanto potenciales inhibidores de DNMT, ya que impedirían que el ADN se sitúe en la cavidad donde                 

es metilado. Queda por confirmar experimentalmente el efecto inhibitorio sobre las respectivas            

isoformas de DNMT de estos cuatro compuestos encontrados en los alimentos y plantas y de los                

fármacos rosiglitazona y lansoprazol. 
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Tabla 5. Potenciales inhibidores de distintas isoformas de DNMT. 
Compuesto​a Fuente 

natural 
Programa​b Actividades 

biológicas reportadas 
DNMT1 DNMT2 DNMT3A DNMT3B 

FDB006198  
Charantina 

Calabaza 
amarga 

 
MOE 

Ninguna ✓ 
 

-7.66 
 
 

✓ 
 

-7.85 
 
 

 ✓ 
 

-7.11 
 
 

FDB018786  
Lignano 

Gran 
variedad 
de 
plantas 

 
MOE 

Antifúngica 
(Zacchino et al. 1997) 
Antioxidante 
(Konya 2001) 

✓ 
 

-7.58 

✓ 
 

-8.13 

  
 

 
FDB020656 
O-Etilcubebina 

Pimienta 
cubeba 

 
MOE 

Antimicrobiana 
Mycobacteriun 
tuberculosis 
(Baquero et al. 2011) 

 ✓ 
 

-7.79 

 ✓ 
 

-7.27 
Fig. 30 

 
FDB023598 
Rosiglitazona​c 

No 
procede 
de una 
fuente 
natural 

 
Ledock 

Hipoglucemiante 
(Alawi et al. 2020) 
 

✓ 
 

-7.32 
Fig. 26 

✓ 
 

-7.13 
 

✓ 
 

-5.78 
Fig. 29 

 
 
 
 

 
FDB023581 
Lansoprazol​d 

No 
procede 
de una 
fuente 
natural 

 
Ledock 

Inhibidor de la bomba 
de protones ​(Iwahi et 
al. 1991) 

✓ 
 

-7.12 
Fig. 27 

✓ 
 

-6.94 

  

 
FDB021494 
Nb-Ferulotriptamina 

Granos 
de maíz 
dulce 

 
Ledock 

Inhibidor de la 
acetilcolinesterasa 
(Young Sim and Ae 
Kim 2014) 
Antioxidante 
(Georgiev et al. 2013) 

✓ 
 

-6.38 
 

✓ 
 

-7.43 
Fig. 28 

✓ 
 

-5.74 

 

 
SGI-1027 

 MOE  -7.56 -8.16 -8.14 -7.40 
Fig. 30 

Ledock  -7.08 
Fig. 26 
Fig. 27 

-6.29 
Fig. 28 

-5.07 
Fig. 29 

-6.61 

a​ ID de FooFB, nombre común y estructura.  
b ​Programa mediante el cual fue identificado el compuesto. 
c ​Fármaco indicado para tratar la diabetes mellitus tipo 2. 
d ​Fármaco indicado para tratar patologías relacionadas al exceso de secreción de ácido en el estómago. 
✓​ El compuesto presenta un ΔG de unión mejor que ​SGI-1027​. 
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        6.4  Análisis de componentes principales 
El Componente Principal 1, por sus siglas en inglés “PC1”, describe el 64.95 % de la varianza,                 

mientras que el Componente Principal 2, por sus siglas en inglés “PC2”, describe el 30.45% de la                 

varianza, por lo tanto el 95.41 % de la varianza de los datos es descrita por PC1 y PC2. En la ​Tabla                      
6​, se observa que TPSA (​Topological Polar Surface Area​), MW (​Molecular Weight​), HBA (​Hydrogen              

Bond Acceptor​) y HBD (​Hydrogen Bond Donor​) son los descriptores con mayor contribución al “PC1”.               

Los enlaces rotables y SLogP son los descriptores con mayor contribución al PC2. En la ​Fig. 31 se                  

observa la distribución de los compuestos de la base de datos FooDB en el espacio químico. Sin                 

embargo en la ​Fig. 31 ​no se aprecia que la zona que corresponde a compuestos “tipo-fármaco” se                 

encuentra traslapada con compuestos que no son “tipo-fármaco”. En la ​Fig. 31 ​en zona que se                

encuentra aproximadamente entre los valores de PC1 (-15,-5) y PC2 (-2,2), se observan compuestos              

que se encuentran dispuestos en una línea recta vertical, con una ligera pendiente positiva, a lo largo                 

del PC2. Cada línea recta se encuentra conformada por compuestos cuyos valores de TPSA, MW,               

HBA y HBD (descriptores con mayor contribución al PC1) son muy similares. En contraste, sus               

valores de enlaces rotables y SLogP (descriptores con mayor contribución al PC2), aumentan de              

manera directamente proporcional, conforme disminuye el valor de PC2. Asimismo, en la zona que se               

encuentra aproximadamente entre los valores de PC1 (-18,-4) y PC2 (-4,-1) se observan compuestos              

que se encuentran dispuestos en una línea recta horizontal de pendiente negativa, a lo largo del PC1.                 

La línea recta se encuentra conformada por compuestos cuyos valores de enlaces rotables y SLogP               

(descriptores con mayor contribución al PC2) son muy similares. En contraste, sus valores de TPSA,               

MW, HBA y HBD (descriptores con mayor contribución al PC1), aumentan de manera directamente              

proporcional, conforme disminuye el valor de PC1.  

La zona que corresponde al espacio químico de los compuestos con mejores ΔG de unión               

para DNMT1, DNMT2, DNMT3A1 y el modelo por homología de DNMT3B (MOE: ​Fig. 32 y Ledock:                

Fig. 33​), se encuentra bien delimitada en el caso de MOE ​Fig. 32​. Esta zona es prácticamente la                  

misma en el caso de las cuatro isoformas, lo cual puede ser atribuido a que la cavidad, en donde se                    

llevó a cabo el estudio de acoplamiento molecular se encuentra bien conservada en las cuatro               

isoformas. La zona que corresponde al espacio químico de los compuestos con mejores ΔG de unión                

de Ledock ​Fig. 33 no se encuentra tan bien delimitada como en el caso de MOE ​Fig. 32​, no obstante,                    

se encuentra traslapada con la zona que cubren los compuestos de MOE. 
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Tabla 6. Eigenvectores de los componentes principales. 
Descriptor Eigenvector 1​* Eigenvector 2** 

SLogP 0.113 -0.699 

TPSA -0.496 0.124 

MW -0.457 -0.293 

HBA -0.499 0.082 

HBD -0.453 0.252 

Enlaces rotables -0.278 0.582 
* ​Se observan las 6 componentes del eigenvector asociado a PC1. 
** ​Se observan las 6 componentes del eigenvector asociado a PC2. 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 31. ​Representación gráfica del espacio químico de los compuestos que conforman la base de datos                
FooDB.  
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Fig. 32. ​Representación gráfica del espacio químico de los 1455 compuestos “tipo-fármaco” de FooDB. Se               
representa con una escala de color, el valor del ΔG de unión obtenido para cada compuesto en cada una                   
de las cuatro isoformas con las que se llevó a cabo el estudio de acoplamiento molecular con MOE. 
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Fig. 33. ​Representación gráfica del espacio químico de los 1455 compuestos “tipo-fármaco” de FooDB. Se               
representa con una escala de color, el valor del ΔG de unión obtenido para cada compuesto en cada una                   
de las cuatro isoformas con las que se llevó a cabo el estudio de acoplamiento molecular con Ledock. 
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7.​         ​Conclusiones 
1.a. Se hizo la construcción y validación de un modelo por homología que representa el dominio               

catalítico de las isoformas catalíticamente activas DNMT3B1, DNMT3B2, DNMTΔ3B1,         

DNMTΔ3B2, DNMTΔ3B3 y DNMTΔ3B4. 

1.b. No se hizo la construcción del modelo por homología del dominio catalítico de DNMT3A2 debido               

a que posee un 100 % de identidad con respecto al dominio catalítico de DNMT3A1. 

1.c. No se realizó la construcción del modelo por homología del dominio catalítico de DNMT3B3,              

DNMT3B4 y DNMT3B5 debido a que son isoformas catalíticamente inactivas por encontrarse            

truncas a nivel del dominio catalítico. 

2. Fueron identificados potenciales sitios de unión para moléculas “tipo-fármaco” en DNMT1,           

DNMT2, DNMT3A1, DNMT3B1, DNMT3B2, DNMTΔ3B1, DNMTΔ3B2, DNMTΔ3B3 y        

DNMTΔ3B4. 

3. Mediante el uso de acoplamiento molecular con los programas MOE y Ledock, se identificaron              

seis compuestos con propiedades “tipo-fármaco” en la base de datos pública de compuestos de              

alimentos, FooDB, como potenciales inhibidores de DNMT1, DNMT2, DNMT3A1, DNMT3B1,          

DNMT3B2, DNMTΔ3B1, DNMTΔ3B2, DNMTΔ3B3 y DNMTΔ3B4. 

4. Mediante análisis de componentes principales, utilizando seis propiedades fisicoquímicas de          

interés farmacéutico, se hizo una representación del espacio químico de los compuestos de la              

base de datos FooDB “tipo-fármaco” y con mayor afinidad por la cavidad donde se lleva a cabo                 

la metilación del ADN de las isoformas DNMT1, DNMT2, DNMT3A1, DNMT3B1, DNMT3B2,            

DNMTΔ3B1, DNMTΔ3B2, DNMTΔ3B3 y DNMTΔ3B4. 
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8.​         ​Perspectivas 
1. Construir el modelo por homología de otros dominios de DNMT, diferentes al catalítico, cuya              

estructura aún no ha sido determinada experimentalmente. 

2. Seleccionar alguno o varios de los potenciales sitios de unión para moléculas “tipo-fármaco”             

identificados y a través del diseño, síntesis y evaluación biológica de moléculas afines a estos               

sitios, determinar si pueden ser utilizados para el diseño de inhibidores de DNMT. 

3. Sintetizar o adquirir los seis compuestos encontrados y el ensayo biológico de inhibición con              

las respectivas isoformas de DNMT: 

● Síntesis (Colaboración: Dr. Massimo Bertinaria, Universidad de Turín, Italia) 

● Ensayo biológico (Colaboración: Dra. Hyang-Min Byun, Universidad de Newcastle, UK). 

4. Identificar en otras bases de datos moleculares, a compuestos que compartan el mismo             

espacio químico que los compuestos de la base de datos FooDB “tipo-fármaco” y con mayor               

afinidad por la cavidad donde se lleva a cabo la metilación del ADN, como potenciales               

inhibidores de DNMT. 
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10.         Apéndice 
10.1  Alineamiento de la secuencia primaria de aminoácidos del dominio catalítico 
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Fig S1.​ Alineamiento de la secuencia primaria de aminoácidos del dominio catalítico de 14 isoformas 
de DNMT 
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10.2 Aminoácidos que conforman el sitio donde se lleva a cabo la metilación del ADN y                
otros potenciales sitios de unión para moléculas “tipo-fármaco” 
 
Tabla S1. Aminoácidos que conforman los potenciales sitios de unión identificados 

Isoforma Número de 
esferas α 

PLB No. átomos 
hidrofóbicos 

No. átomos 
de la 
cadena 
lateral 

Aminoácidos 

DNMT1 
(Sitio de 
metilación) 
 
Código PDB 
ID: 4WXX 

191 1.26 36 111 Asn519, Ser520, Asp521, 
Thr523, Glu525, Asp256, 
Thr616, Met1169, 
Trp1170, Asp1190, 
Gly1123, Pro1224, 
Pro1225, Cys1226, 
Gln1227, Gly1228, 
Phe1229, Ser1241, 
Lys1242, Asn1245, 
Ser1246, Leu1247, 
Val1248, Glu1266, 
Asn1267, Val1268, 
Arg1310, Arg1312, 
Thr1525, Thr1526, 
Thr1528, Lys1535, 
Gln1536, Arg1574, 
Gly1577, Asn1578, 
Ala1579, Val1580  

DNMT1 
 
Código PDB 
ID: 4WXX 
 
(​Fig. 20​, 
cavidad 
azul) 

168 2.51 27 80 Asp423, Thr424, Gly425, 
Leu426, Glu428, Lys429, 
Lys505, Leu551, Arg552, 
His553, Ala554, Gln555, 
Phe556, Glu559, Ile585, 
Lys586, Ala558, Gly589, 
Val590, Thr591, Gln594, 
Arg595, Cys1476, 
Cys1478, Lys1483, 
Ala1484, Cys1485, 
Asp1486, Pro1487, 
Arg1490, Trp1498, 
His1502, Thr1503, 
Arg1506, His1507  

DNMT1 
 
Código PDB 
ID: 4WXX 
 

220 2.28 60 120 Thr621, Leu623, Gln626, 
Ile627, Thr630, Phe631, 
Glu634, Gln635, Ala807, 
Thr808, Ser809, Asp810, 
Pro811, Glu813, Ile835, 
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(​Fig. 20​, 
cavidad 
verde) 

Tyr836, Lys837, Ala838, 
Pro839, Ser840, Trp843, 
Glu846, Gly847, Gly848, 
Met849, Pro851, Leu854, 
Leu855, Glu856, Asp859, 
Gly860, Lys861, Thr862, 
Tyr863, Phe864, Gln866, 
Leu867, Ser878, Pro879, 
Lys881, Asp1256, 
Arg1259, Leu1282, 
Arg1285, Val1288, 
Arg1289, Met1290, 
Gly1291, Gln1293, 
Pro1320, Gly1321  

DNMT2 
(Sitio de 
metilación) 
 
Código PDB 
ID: 1G55 

64 2.59 11 40 Ser76, Pro77, Pro78, 
Glu119, Asn120, Val121, 
Arg160, Arg162, Cys292, 
Phe293, Thr294, Lys295, 
Gly374, Asn375, Ser376 

DNMT2 
(Dominio 
catalítico) 
 
Código PDB 
ID: 1G55 
 
(​Fig. 21​, 
cavidad 
verde) 

85 3.06 24 55 His18, Arg21, Glu22, 
Asn46, Phe47, Pro48, 
His49, Thr50, Asp255, 
Phe256, Leu257, Glu258, 
Lys346, Asn350, Gly353, 
Phe354, Pro355, Pro356, 
Glu357, Phe358, Val379, 
His380 

DNMT3A1 
(Sitio de 
metilación) 
 
Código PDB 
ID: 5YX2 

107 2.38 15 49 Gly707, Ser708, Pro709, 
Cys710, Asn711, Ser714, 
Val716, Glu756, Asn757, 
Val758, Ala760, Arg790, 
Arg792, Thr832, Ile833, 
Thr834, Thr835, Arg836, 
Gly890, Arg891 

DNMT3A1 
(Dominio 
catalítico) 
 
PDB ID: 
5YX2 
 

22 2.13 13 29 Tyr735, Leu738, His739, 
Arg742, Trp753, Phe772, 
Leu773, Glu774, Ser775, 
Asn797 
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(​Fig. 22​ y 
Fig. 23 
cavidad 
azul) 

DNMT3A1 
(Dominio 
catalítico) 
 
PDB ID: 
5YX2 
 
(​Fig. 22​ y 
Fig. 23 
cavidad 
verde) 

72 1.98 18 36 Leu648, Asp652, Val785, 
Ser786, Ala787, Thr808, 
Asn810, Asp811, Lys812, 
Cys818, Arg866, Val867, 
Gly869, Phe870, Pro871, 
Val895, Pro896, Arg899 

Modelo por 
homología​a 

(Sitio de 
metilación) 

42 3.52 18 39 Gly648, Ser649, Pro650, 
Cys651, Asn652, Glu697, 
Asn698, Val699, 
Arg733,Ille774, Thr775, 
Thr776, Gly83, Arg832, 
Trp834  

Modelo por 
homología 
(Dominio 
catalítico) 
 
(​Fig. 24​, 
cavidad 
verde) 

94 2.67 23 50 Glu593, Leu594, Val726, 
Ser726, Ala729, Arg731, 
Ile747, Ala748, Ser749, 
Asn751, Asp752, Lys753, 
Arg807, Ile808, Phe809, 
Gly810, Phe811, Pro812, 
Val813, Pro837, Val838, 
Arg840, His841  

Modelo por 
homología 
(Dominio 
catalítico) 
 
(​Fig. 24​ y 
Fig. 25 
cavidad 
magenta) 

69 2.63 25 55 Arg576, Lys633, Ile636, 
Glu637, Gly640, Pro641, 
Phe642, Asp643, Asn680, 
Tyr681, Ser682, Arg683, 
Pro684, Lys685, Glu686, 
Asp688, Arg690, Pro692  

a El modelo por homología representa el dominio catalítico de las isoformas DNMT3B1, DNMT3B2, DNMTΔ3B1,               
DNMTΔ3B2, DNMTΔ3B3 y DNMTΔ3B4. La numeración de la secuencia primaria de aminoácidos es respecto al dominio                
catalítico de DNMT3B1. 
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10.3 Estudio ​in silico ​de NLRP3: Modelado por homología e identificación de            
potenciales inhibidores 

Este trabajo se llevó a cabo en la Universidad de Turín, Italia, bajo la tutoría del Dr. Massimo                  
Bertinaria durante el periodo de septiembre del 2019 a diciembre del 2019. 

Los inflamasomas son complejos supramoleculares citoplasmáticos involucrados en la respuesta a           
las invasiones microbianas exógenas y las señales de daño endógeno. NLRP3 (por sus siglas en               
inglés: NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3) es una proteína clave que desempeña              
un papel fundamental en la activación del inflamasoma. La sobreactivación de NLRP3 está             
directamente relacionada con muchas enfermedades inflamatorias. Se ha demostrado que la           
inhibición de NLRP3 tiene potencial terapéutico para el tratamiento de enfermedades como            
alzheimer, aterosclerosis, asma, gota y enfermedades inflamatorias del intestino ​(Song et al. 2017)​.             
Al día de hoy no ha sido publicada la estructura 3D completa de NLRP3, por lo tanto, es difícil diseñar                    
inhibidores de NLRP3 mediante enfoques computacionales basados en la estructura de la proteína.             
Basándose en la reciente estructura publicada en ​Nature​, de algunos dominios estructurales de             
NLRP3 ​(Sharif et al. 2019)​, se modeló la estructura completa del complejo NLRP3 y NEK7 (proteína                
implicada en la activación de NLRP3), para ello se utilizó el servidor en línea Robetta. En base a este                   
modelo, se identificó un sitio de unión potencial para el compuesto de referencia MCC950, el cual es                 
un potente inhibidor de NLRP3. Con el objetivo de encontrar moléculas afines hacia el sitio de unión                 
descubierto, de un grupo de 120 817 compuestos “tipo-fármaco” de la base de datos ChEMBL, se                
seleccionaron 28 676 compuestos para llevar a cabo un estudio de cribado virtual. Adicionalmente, a               
partir de los 120 817 compuestos “tipo-fármaco”, empleando el coeficiente de Tanimoto, se identificó              
un grupo de moléculas estructuralmente similares a MCC950 mediante el uso de 2 diferentes huellas               
dactilares: “MACS keys” y “ECFP6” (por sus siglas en inglés: Extended Connectivity Fingerprint 6).  

Los resultados de este trabajo se presentaron en el siguiente simposio: “Merck Young Chemists´              
Symposium 2019”, que tuvo lugar en la ciudad de Rimini en Italia del 25 al 27 de noviembre. Adjunto                   
se encuentra una copia del póster presentado. En el póster se encuentra un diagrama de flujo con la                  
metodología empleada para cada actividad realizada. Se puede apreciar la imagen del modelo por              
homología construido ​Fig. 1.A​, los parámetros de validación, ​Fig. 1.B-D y la representación en el               
espacio químico del conjunto de compuestos similares a MCC950 ​Fig. 2​. Se encuentran resaltados              
los compuestos que fueron identificados con un mayor grado de similitud estructural a MCC950 y los                
compuestos con afinidad predicha igual o mayor hacia el sitio de unión identificado, de acuerdo al                
estudio de acoplamiento molecular (magenta) ​Fig.2​. 

Logros 

1. Se generó el modelo por homología del complejo NLP3-NEK7, sin puntos atípicos (​outliers​)              
en el diagrama de Ramachandran. Longitudes de enlace y ángulos del complejo proteico             
dentro de los valores esperados. 

2. A partir del estudio de cribado virtual, se identificaron más de 60 compuestos con un ΔG de                  
unión igual o mejor al de MCC950. 

3. Se identificó un área bien definida en el espacio químico en donde se encuentran los                
compuestos más similares a MCC950. 
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10.4 Artículo publicado con parte de los resultados del estudio ​in silico​ de DNMT 
De acceso libre en: ​http://dx.doi.org/10.3389/fphar.2018.01144 
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