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DEFINICIONES
Acoplamiento molecular: Método computacional que tiene como funcién, simular
formas de union entre ligandos potenciales y un blanco macromolecular (ADN/ARN o
proteinas), cuya estructura es conocida experimentalmente. Lo que permite encontrar
la orientacion y posicién de un ligando en el sitio activo de su blanco, teniendo en
cuenta el numero de interacciones favorables, tales como: puentes de hidrégeno o
interacciones hidrofébicas. Provee informacion de gran utilidad en el estudio de nuevos
compuestos con efectos terapéuticos.
Afinidad de unidn: La afinidad de union es la fuerza de la interaccion de union entre
una unica biomolécula (ej: proteina o ADN) a su ligando/pareja de union (farmaco o
inhibidor). La afinidad de union se mide experimentalmente y es reportada como la
constante de equilibrio de disociacion (Kd), la cual se utiliza para evaluar las
interacciones bimoleculares. Cuanto menor es el valor de Kd, mayor sera la afinidad
de unién del ligando por su diana.
Céancer: Designacion que reciben aquellas enfermedades en las cuales se
caracterizan por la presencia de células anormales capaces de multiplicarse sin control
y que pueden invadir los tejidos cercanos.
ICs0: Concentracion necesaria para inhibir el 50% de una respuesta medida en un
sistema in vitro. Es calculado en base a la pendiente y linealidad de una curva dosis
respuesta.
Inhibidor: Es un compuesto que se une a una biomolécula (enzima, proteina o ADN)
y disminuye su actividad.
Metilacion del ADN: Es un proceso epigenético que participa en la regulacion de la
expresiéon génica, Consiste en la adiciéon por unién covalente de un grupo metilo (-
CHs) al carbono 5 del nucleétido citosina, ocurriendo generalmente cuando una
citosina esta adyacente en 5’ a una guanina formando el dinucleétido CpG.
RMSD: Es una distancia que da idea de la diferencia estructural de dos topologias.
De este modo, cuando menor sea el valor de RMSD de comparacion de dos
estructuras mayor es la similitud estructural de las mismas.
Curva ROC: Es una representacion grafica de la sensibilidad frente a la especificidad

para un sistema clasificador binario segun se varia el umbral de discriminacion.
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IDENTIFICACION DE XANTONAS PRESENTES EN LA FRUTA DE Garcinia
mangostana L., (MANGOSTINO) COMO POTENCIALES INHIBIDORES DE LA ADN
METILTRANFERASA |

KEYNER LUIS ARNEDO CERVANTES

Grupo de Quimica Ambiental y Computacional-Universidad de Cartagena

RESUMEN

Las xantonas son uno de los principales grupos de compuestos encontrados en la
Garcinia mangostana L., los cuales se presumen proporcionan beneficios terapéuticos
debido a su actividad farmacologica o bioldgica, dentro de sus multiples beneficios se
destacan el establecimiento o regulaciones de patrones de metilacion de citosina
especifico de tejidos (DNMT1), un objetivo prometedor en la modificacion de las
cascadas de sefalizacion involucradas en el crecimiento celular excesivo y su posible
aplicacion con fines terapéuticos en enfermedades tales como el cancer. En el presente
estudio, los protocolos in silico de acoplamiento molecular de proteina-ligando fueron
realizados con el programa AutoDock Vina para evaluar las interaccion de 44
compuestos xantonas reportadas en el mangostino (Garcinia mangostana L.), la
estructura 3D de estos compuestos fueron descargas de la base de datos pubchem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/), al igual que las estructuras de la DNMT1 presentes
en Protein Data Bank (PDB: 3SWR, 3PTA y 4WXX), estructuras de proteinas y

compuestos posteriormente optimizadas por mecénica molecular con el programa Sybyl-

X2.0 y Gaussian 9.0 respectivamente. Los mejores valores de afinidad de union (kcal /
mol) fueron obtenidos para los complejos 3SWR-DCX (-10.2), 3PTA-MTA (-10.7) y
AWXX-TPB (-10.5). Los protocolos de acoplamiento fueron validados mediante un
andlisis de curva ROC (Receiver Operating Characteristic, o Caracteristica Operativa del
Receptor) empleando datos publicados sobre la inhibicion de DNMT1. Dando como
resultado AUC= 0.8004 y Valor p > 0.0001. Las validaciones de los célculos teoricos
fueron realizadas mediante correlacion entre valores de ICso para inhibidores de DNMT1
reportados en la literatura y sus respectivos valores calculados de afinidad, para

demostrar la fiabilidad de los protocolos de acoplamiento utilizados. Adicionalmente, el

5


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

¥ Universidad

e
.‘J
de Cartagena

m Grupo pE Quimica T Runddaen e
Arnedo-CervanteS, K 2019 AMBIENTALY COMPUTACIONAL ~ © =

trabajo incluye la comparacién estructural de DNMT1 cristalizadas, en la cual se
evidencia: porcentaje de similitud, identidad y valores de RMSD. En resumen, esta
metodologia permitié la identificacion de varias xantonas como posibles inhibidores de
DNMT1, siendo util en el descubrimiento y disefio de farmacos mas potentes y selectivos

contra el cancer

Palabras Claves: Mangostino, xantonas, Mecanismo epigenetico, DNMTL1, cribado

virtual, acoplamiento molecular.
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1. INTRODUCCION

Los avances en tecnologias de secuenciacion del ADN se intentan explicar el inicio y
progresion de diferentes enfermedades de impacto global, incluido el cancer.
Adicionalmente, el descubrimiento de mecanismos epigeneticos como actores
importantes en el desarrollo del cancer que afectan los estados celulares en multiples
etapas de la enfermedad, por lo que estos mecanismos son cada vez mas reconocidos
como los impulsores de la tumorigénesis y la progresion tumoral (Wainwright & Scaffidi,
2017). Estos implican modificaciones del ADN y de las histonas, sin un cambio en su
secuencia codificante, que dan como resultados el silenciamiento y/o activacion
hereditario de los genes (Egger, Liang, Aparicio, & Jones, 2004). Estos cambios
desencadenan la acumulacién de varias alteraciones genéticas, como cambios en la
transcripcion del ADN (Cadieux, Ching, VandenBerg, & Costello, 2006), la activacion
descontrolada de determinados genes (A. Bird, 2002) y la silenciacién de genes cuyo

papel es importante en la cascada de iniciacién y progresiéon del cancer.

Esta ultima antes mencionada tiene mucha importancia, ya que puede afectar a multiples
genes entre los que destacan las supresores de tumor, los factores de transcripcion, los
genes encargados de la remodelacion de tejidos, los reparadores del ADN, los que
controlan el ciclo celular, los antiapoptoéticos y los que previenen la activacion anémala del
desarrollo tumoral (Gonzalo et al., 2008). Entre las diferentes alteraciones epigenetica
gue comportan una expresion genética alterada, la metilacion estd considerada por

muchos autores como el principal mecanismo epigenetico implicado en el cancer.

La metilacion del ADN, esta regulada por las enzimas conocidas como ADN Metil
Tranferasas (DNMT, EC N.°: 2.1.1.37) (Bestor, 2000), las cuales adicionan grupos metilo
de S-adenosil- 1- metionina (SAM) a la posicidbn 5 de las bases de citosina en una
secuencia de ADN dando como resultado un silenciamiento gradual de genes dianas.
Tanto la hipometilacion como la hipermetilacion de oncogenes y de los genes supresores
de tumores, respectivamente, pueden conducir al cancer (Nufiez, Manlove, & David,
2015). En la actualidad, se han identificado tres tipo de DNMT, incluidas dos
metiltransferasas de ADN de novo; DNMT3A y DNMT3B, que son responsables de instalar
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patrones de metilacion del ADN durante la gametogénesis y la embriogénesis temprana;
y DNMT1, la mas abundante y activa de estas enzimas responsable de copiar el patron
de metilacién del ADN durante la divisién celular. Todas son proteinas de multiples
dominios, que contienen una gran region reguladora N-terminal ademas del dominio de
metiltransferasa C-terminal (Ren, Gao, & Song, 2018). Se ha encontrado que el patréon de
expresion de estos DNMT1 esté regulado en muchos canceres (Krishna, Shukla, Lakra,
Meeran, & Siddiqi, 2017). Se ha demostrado que DNMT1 juega un papel importante en la
carcinogénesis. Por esta razon, la orientacion de esta tiene una importancia clinica
prometedora (Fraga et al., 2004).

La inhibicion de la actividad de DNMT1 se ha presentado como una posible via para
reactivar genes silenciados por la metilacion de sus promotores en diferentes
enfermedades, incluido el cancer, lo que sugiere que la DNMTL1 es objeto farmacoldgico
prometedor para el descubrimiento de farmacos nuevos y mas potentes/ selectivos contra

el cancer (Maldonado-Rojas, Olivero-Verbel, & Marrero-Ponce, 2015).

Actualmente existen dos farmacos inhibidores de DNMT1, Azacitidina y Decitabina, estos
aprobados por la FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos) para el tratamiento
de pacientes con sindromes mielodisplasicos (MDS), estos son alteraciones que pueden
ocurrir cuando las células productoras de sangre en la médula 6sea se convierten en
células anormales. EI MDS puede progresar y convertirse en un cancer de rapido
crecimiento de las células de la médula 6sea llamado leucemia mieloide aguda (AML). En
el pasado, al MDS se le conocia como preleucemia o leucemia quiescente (smoldering)
Debido a que la mayoria de los pacientes no padece leucemia, el MDS se clasificaba como
una enfermedad de bajo potencial maligno. Ahora que los médicos conocen mas sobre el
MDS, éste se considera una forma de cancer. Sin embargo, estos farmacos se han
relacionado con efectos fuera del objetivo a su eficacia clinica (Fandy et al., 2014). Por
ende, existe una necesidad real de identificar inhibidores especificos por DNMT1,
utilizando estudios de acoplamiento virtual. Por lo cual han sido reportado como una
fuente promisoria para el tratamiento quimioterapéutico y quimiopreventivo contra el
cancer, varias xantonas presentes en el mangostino (Garcinia mangostana L.,) (GML)
(lborahim et al., 2016; Mohamed, Al-Abd, El-halawany, Abdallah, & lbrahim, 2017)
(Mohamed et al., 2017).
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Estas xantonas contienen un pirano o un derivado hidrogenado fusionado a un sistema de
anillo de xantona. Ademas se hizo estudio del modo de unién de productos naturales en
los DNMT donde se revelo los compuestos como el acido 9,10-dihidro-12-
hidroxigambdgico y el &cido 2 ', 4'-dihidroxicalcona 4'-glucésido tienen interacciones
importantes en los sitios de enlace DNMT1, segun informes basados en estructuras
cristalograficas de inhibidores con DNMT1 (PDB: 3SWR) (Maldonado-Rojas et al., 2015),
el primero de ellos es una xantona, perteneciente a pyranoxantonas una clase de
compuestos organicos, que a su vez esta presente en la Garcinia hanburyi la cual es del
mismo género de la Garcinia mangostana. Ademas, el acido gambadgico el arquetipo de la
familia Garcinia, ha demostrado su eficacia en varios modelos de xenoinjertos de tumores
humanos y ha ingresado a ensayos clinicos en China para el tratamiento del cancer. Su
potencial terapéutico prometedor ha impulsado la evolucién de las estrategias sintéticas,
con el objetivo de sintetizar diversos productos naturales de esta familia y optimizar su
andamio bioactivo (Chantarasriwong, Althufairi, Checchia, & Theodorakis, 2018).
Considerando la importancia de buscar nuevos compuestos promisorios con actividad de
hipometilante del ADN. EN este trabajo, se propone la utilizacién de herramientas
computacionales, incluyendo métodos de acoplamiento molecular, farmacoforos, y
célculos de las propiedades ADME/Tox, por otra parte ensayos de inhibicion de la
actividad metiladora de la DNMT1 el extracto de pericarpio de mangostino, siguiendo este

enfoque se identificaron tres xantonas como potenciales inhibidores de DNMT 1.

2. MARCO TEORICO
En la siguiente seccion se detallan varios de los conceptos basicos, como: céancer,
epigenetica y lo referente al mangostino. Asi como una definicion breve sobre algunos
componentes metodolégicos: el cribado virtual, acoplamiento molecular, servidores

predictores de propiedades farmacocinéticas y validacion utilizando datos biolégicos.

2.1. Epigenetica

Segun Pablo Zaen Peiro define la epigenética como la herencia de patrones de expresion
de genes que no vienen determinados por la secuencia genética, estos se pueden
expresar o no, dependiendo de ciertas condiciones bioguimicas y ambientales, como la

metilacion del ADN o de las histonas, la forma de la cromatina, entre otras (Peirg, 2018).
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De igual manera otros autores definen la epigenética como las modificaciones heredables
en la expresion de genes que no se pueden explicar por los cambios en la secuencia del
ADN.

Aunque los cambios epigenéticos pueden ser reversibles, la mayoria de estos cambios
heredados se mantienen estables a través de multiples ciclos de la divisién celular,
permitiendo a las células tener identidades diferentes mientras contienen la misma
informacion genética. La herencia de los patrones de expresion genética es mediada por
las modificaciones epigenéticas, que incluyen la metilacién del ADN, por lo que sus
alteraciones pueden inducir modificaciones de diversas vias de sefializacion y permitir el
establecimiento de enfermedades como las neoplasias. Se ha postulado que estos
cambios epigenéticos podrian ser el evento iniciador en algunos tumores (Villarejo,
Padilla, Menéndez, & Rodrigiez, 2011)

2.2. Metilacion de ADN

La metilacién del ADN es un tipo de modificacion bioquimica de caracter epigenética y es
importante para el mantenimiento del ADN gendmico en la expresion génica, la estabilidad
del cromosoma vy el silenciamiento transcripcional de genes repetitivos. (Jones & Baylin,
2007). La metilacion del ADN ocurre en la posicion 5° de los residuos de citosina dentro
del contexto de la secuencia 5°-CG-3’, que se conoce como nucledtido CpG (Figura 1).
Esta reaccion es catalizada por la ADN metiltransferasa (DNMT) (Kawasaki & Abe, 2012).
Debido a que las regiones transcripcionalmente activas del genoma suelen ser ricas en
CpG, la metilacion de los sitios CpG es uno de los factores criticos que afectan la
transcripcion génica. Muchas regiones del genoma contienen grandes grupos de
dinucleotidos CpG. Estas regiones se llaman islas CpG y estan presentes en mas del 70%

de los promotores humanos (Saxonov, Berg, & Brutlag, 2006).
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ADMN Metiltransferasa
DNMT1
DNMT3a
DNMT3b

[ Sitio potenciador | | Caja TATA | |

CGCGATCGACG CGLGATCGACG
Islas CpG
Regién promotora

Figura 1. Representacion esquematica de la metilacion del ADN en la citosina. La metilacion
del ADN ocurre en el carbono del anillo de pirimidina de la citosina dentro del dinucleétido CpG en
areas tales como la region promotora. Esta reaccion es catalizada por la familia de ADN
metiltransferasa (DNMT1, 3a y 3b). Adaptado de Kawasaki & Abe, 2012.

2.3.  Enzima DNMT1

DNMT1 se compone de 1600 aminoéacidos, con una region reguladora N-terminal que
cubre dos tercios de la secuencia, una repeticion altamente conservada (GK) n y un
dominio MTasa C-terminal. La region reguladora comienza con un dominio N-terminal
(NTD) de ~ 300 aminoacidos de longitud que alberga una variedad de sitios de interaccion
de proteinas y / o ADN, seguido de un dominio de secuencia de focalizacion (RFTS), un
dominio de dedo de zinc CXXC y un par de dominios de bromo-adyacente-homologia
(BAH) (Figura 2). La funcion de DNMT1 en el mantenimiento de la metilacion del ADN
dependiente de la replicacion, estad respaldada por su localizacion en los focos de
replicacion durante la fase S, e in vitro una preferencia enzimatica de 3 a 40 veces para
los sitios CpG hemimetilados (Jeltsch, 2006), una marca epigenética enriquecida en los
focos de replicacion (A. P. Bird, 1978). La forma en que los dominios reguladores de

DNMT1 se coordinan para lograr sus regulaciones enzimaticas y espacio-temporales
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sigue siendo un tema de interés de larga duracion. Sin embargo, recientes estudios de
estructura-funcion de varios fragmentos de DNMT1 en diferentes estados de union al ADN
(Song, Teplova, Ishibe-Murakami, & Patel, 2012),(Zhang et al., 2015), han comenzado a
iluminar como los diferentes dominios de esta enzima orquestan su actividad en la

metilacion del ADN de mantenimiento (Ren et al., 2018).

PCNA binding Autoinhibitory inker
DAMP binding NLS RFTS ~ CXXC| BAHt  BAH2 (GK)n MTase

hDNMT1 | |
1 120 351 600 65%97728 900 906 1100 1139 1616

Figura 2. (A) Estructura 3D (PDB: 3PTA). (B) Arquitecturas de dominio de metiltransferasas de
ADN humano: DNMT1

2.4. Relacién de DNMT1y el cancer.

La metilacién de ADN proporciona un mecanismo de silenciamiento de genes estable que
desempenfia un papel importante en la regulacion de la expresion génica y la arquitectura
de la cromatina.(Sharma, Kelly, & Jones, 2009). Dicha metilacion, catalizada por las
enzimas ADN metiltransferasas (DNMT), consiste en la transferencia de un grupo metilo
de la S-adenosil metionina (SAM) a la posicion del carbono 5 de la citosina de los CpG.

12
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En los mamiferos, DNMT3A y DNMT3B son las responsables de establecer e iniciar
patrones de metilacion de novo en ciertos tipos celulares, y la DNMT1 metila las hebras
complementarias de ADN hemimetilado, copiando esos patrones y permitiendo la herencia
de la informacion epigenética (Gujar, Weisenberger, & Liang, 2019). Se ha demostrado
gue el DNMT1 desempefia un papel importante en la carcinogénesis por lo que estos
objetivos son de particular interés para buscar inhibidores especificos (Bian et al., 2014).
Ademas existe una relacion entre la hipermetilacién del promotor de los genes supresores
de tumores y el desarrollo del cancer, tal como se ilustra en la Figura 3 (Kawasaki & Abe,
2012) (Van De Voorde et al., 2012).

y O

Factores de

Activacion

Gen Supresor de Tumor

Transcripcion

Islas CpG
Regién Promotora

Factores de

; ., Transcripcion
Proteina de unién a ‘
CpG metilada
% Inactivacion
Me

Me Me
T T T Gen Supresor de Tumor
Islas CpG

Region Promotora

Figura 3. Representacion esquematica de la inactivacion de genes por metilacién del ADN.
(A) Cuando la isla CpG en la region promotora no esta metilada, se activa el gen supresor tumoral.
(B) Cuando la isla CpG en la region promotora esta metilada, el gen supresor tumoral se inactiva

por interferencia de proteinas de unién a CpG metiladas. Adaptado de Kawasaki & Abe, 2012

2.5. Mangostino (Garcinia mangostanal.)
El mangostino (Garcinia mangostana L.) es una especie de arbol de hoja perenne
endémica que se cultiva en paises tropicales, como Malasia, Tailandia e Indonesia. El

mangostan o mangostino pertenece a la familia Clusiaceae (Guttiferae) y se cultiva
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ampliamente por su fruto, que comunmente se denomina la "Reina de las Frutas" debido
a su sabor agridulce Unico. La cosecha de esta fruta resulta en un gran impacto econémico
con casi 700,000 toneladas producidas en todo el mundo en 2017 (Aizat, Ahmad-Hashim,
& Syed Jaafar, 2019).

La fruta del mangostan Garcinia mangostana Lynn, fue descrito por primera vez en el afio
de 1753 por Laurent Garcin. Es originario del Sudeste de Asia y se cultiva en regiones
tropicales en el mundo, con plantaciones comerciales en Tailandia, India, Malasia y las
Filipinas, aunque algunos otros paises son productores de menores cantidades del fruto
en Asia, Africa, India, Centro y Sudamérica. Esta fruta es apreciada por su sabor exquisito
y es del tamafio de una mandarina, pesa entre 80 y 140 g y esta constituida por un
pericarpio (corteza o piel) suave de 3 a 6 mm de grueso, de coloracion purpura. La pulpa
contiene de 4 a 8 segmentos oblongos de color blanco, es jugosa con un sabor exquisito
(Figura 4). Por lo general cada fruta contiene dos a tres semillas de 0.5 a 2.5 cm de largo

(Matra, Poerwanto, Santosa, & Higashio, 2016).

Pedunculo

Pulpay Semilla

Cascara

Figura 4. Fruta Garcinia mangostana L.

Imagen Tomada de: https://bogortours.wixsite.com/indonesia/single-post/2015/08/19/Tropical-Fruit-
Mangosteen
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El mangostan (Garcinia mangostana L.) es conocido por su uso tradicional de naturaleza
curativa. Al ser una fruta comercial, tiene una importante demanda por parte de los
consumidores debido a su comportamiento inocuo y la capacidad de ser consumida
oralmente, ya sea como una estrategia dietética preventiva o como un plan de tratamiento.
Sus compuestos naturales como las xantonas y las benzofenonas son ventajosos como
farmacos candidatos para las enfermedades inflamatorias relacionadas con el sistema
nervioso, la artritis, el cancer y el sistema digestivo, asi como los problemas dérmicos y

musculares (EL-Kenawy, Hassan, & Osman, 2019).

2.6. Cribado virtual

El cribado virtual es un filtrado computacional de moléculas para posterior evaluacion
experimental, por lo que es un metodo predictivo que debe integrarse con ensayos
experimentales que validen las predicciones de los ensayos in silico (Saldivar-Gonzélez,
Prieto-Martinez, & Medina-Franco, 2017). Este método se encarga de evaluar de manera
comparativa la selectividad del ligando a una diana (macromolécula), es decir el vinculo
preferencial en cuanto a la afinidad de unién a un blanco. Actualmente existe el cribado
virtual y cribado virtual inverso; el primero consiste en confrontar una biblioteca grande de
moléculas pequefas contra una o pocas proteinas mientras que el segundo criba una
biblioteca grande de proteinas con pocas moléculas (Zhong et al., 2015). Ambos utilizan
como estrategia el mapeo de farmacoéforo y/o acoplamiento computacional para evaluar

la selectividad o vinculo.

2.7. Acoplamiento molecular proteina-ligando
El acoplamiento molecular consiste en buscar la conformacion optima de un ligando
(moléculas organicas pequefias) dentro de una diana molecular (una enzima o un

receptor) (Saldivar-Gonzalez et al., 2017).

También se define como un método de disefio de farmacos asistido por computadora que
tiene como objetivo predecir las orientaciones o posturas de uniéon preferidas de una
molécula (ligando) a otra molécula (macromolecula) en un proceso que intenta imitar la
formacion de un complejo estable (Gianti & Carnevale, 2018). Para lo cual se utilizan
software de acoplamiento molecular que requieren algoritmos de muestreo proteina-

ligando para generar poses aceptables. Estos algoritmos pueden considerar a la proteina
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como un cuerpo rigido, como un cuerpo blando, tener cadenas laterales flexibles, o con
dominios flexibles (Elokely & Doerksen, 2013), Varios de estos algoritmos estan
disponibles para predecir poses proteina-ligando y para clasificarlos con base en
funciones de puntuacion implementadas en cada acoplamiento, un ejemplo de estos, son

los aplicados en el programa de Autodock Vina.

2.7.1. AutoDock Vina

Autodock Vina es un programa de codigo abierto que es firme y auténtico para realizar
simulaciones de acoplamiento (http://vina.scripps.edu/). Es un software disponible para el
descubrimiento de farmacos, acoplamiento molecular y seleccion virtual que fue disefiado

e implementado por el Dr. Oleg Trott (Sandeep, Nagasree, Hanisha, & Kumar, 2011).

Para calcular la energia de union de los complejos proteina-ligando, se generan
simulaciones que emplean funciones de puntuacion basados en la variacién de energia
gue se genera durante la formacion de la estructura de ligando-receptor, la cual se ve
representada por la constante de union (Kd) y la energia libre de Gibbs (AG). Para realizar
la prediccion tedrica de la energia de union se evaluan multiples fendmenos fisicoquimicos
implicados, como son: las interacciones intermoleculares, desolvatacion y efectos

entropicos (Ferreira, Dos Santos, Oliva, & Andricopulo, 2015).

2.7.2 LigandScout

Hoy en dia, el analisis farmacoforo ha sido considerado como una parte integral del disefio
de medicamentos. La identificacion de caracteristicas responsables de mejorar la union al
receptor de interés siempre ha atraido. LigandScout es un plataforma integrada que facilita
el disefio molecular y cribado virtual, disponible para su uso en los sistemas operativos
mas comunes, que permite el modelado basado en la estructura del ligando y farmacaéforo.
Todas las funciones son accesibles a través de una interfaz grafica de usuario bien
elaborado, con algoritmos validados cientificamente. La posicion del ligando dentro de la
macromolécula se visualiza en una animacion que se puede ampliar al gusto en cualquier

momento.

Todo empieza con el ingreso de un complejo macromolécula-ligando, que es reconocido
automaticamente por el programa, que detecta los ligandos unidos y los residuos que

estan involucrados en la union, asi como las interacciones complementarias basadas en
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reglas quimicas y geométricas. El concepto farmacoéforo 3-D se basa en tipos de
interacciones quimicas especificas alineados en un espacio tridimensional (Kainrad,
Hunold, Seidel, & Langer, 2019), que se han observado en la interaccion del receptor
macromolecular- ligando organico (farmaco), como son: enlaces de hidrogeno, de
transferencia de carga, electrostaticas, y las interacciones hidr6fobas. Esta disposicidon
espacial de las caracteristicas quimicas, se limita a la representacion de un unico modo

de accion.

En LigandScout, los enlaces de hidrogeno se ven representados como vectores en forma
de flechas punteadas, las interacciones de naturaleza aromatica son representadas de
manera planar, y las areas lipofilicas en forma de esferas. Constricciones estéricas en
forma de esferas se adicionan a las moléculas con partes lipofilicas para asegurar que

esas partes se mantengan rigidas durante el cribado virtual.

2.7.3 Filtros ADME-TOX: FAF-DRUGS4

FAF-DRUGS4 (Herramienta gratuita de filtrado de toxinas ADME) es un programa para
filtrar grandes bibliotecas de compuestos antes de experimentos de deteccion in silico o
estudios de modelado relacionados. La herramienta puede realizar predicciones
computacionales de algunas propiedades ADME-Tox (adsorcion, distribucion,
metabolismo, excrecion y toxicidad) para ayudar a la seleccion de golpes antes de la
sintesis quimica o el pedido. FAF- Drugs 4 emplea filtros predefinidos, pero los usuarios
también pueden personalizar sus propios parametros de filtrado utilizando el servicio
Filter-Editor. Si los usuarios solo necesitan seleccionar una pequefia biblioteca compuesta
(sin calcular otras propiedades), el servicio Bank-Cleaner esta disponible. Finalmente, el
servicio de formateador de banco convierte SDF o SMILES en un archivo de entrada SDF

adecuado (Lagorce, Douguet, Miteva, & Villoutreix, 2017).

Durante el uso de esta herramienta, se efectlda la aplicacién de filtros y calculos sencillos,
los cuales se realizan teniendo en cuenta la existencia de grupos quimicos desfavorables,
componentes toxicos y agregadores que pueden llegar a interferir en los célculos
realizados en experimentos posteriores, y también, las propiedades fisicoquimicas del

compuesto con la administracion oral, como la regla de cinco:

. Masa molecular < 50 g/mol
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. Log P (cLogP) <5
. Numero de donantes de enlaces de hidrégeno (HBD) <5

. Numero de aceptores de enlace de hidrogeno (HBA) < 10

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General
e Identificar xantonas presentes en el mangostino (Garcinia mangostana L.) como

potenciales inhibidores de la enzima ADN metiltransferasa 1

3.2. Objetivos Especificos

e Determinar la afinidad por acoplamiento molecular de las xantonas presentes en el
mangostino con las DNMT1 usando el programa Autodock Vina.

e Analizar las principales interacciones de los compuestos seleccionados en el sitio de
union con las DNMT1.

e Conocer las propiedades de ADME-TOX de los compuestos seleccionados con FAF
Drugs4.

e Validar el acoplamiento molecular utilizando datos biolégicos reportados como

inhibidores de DNMT1 mediante un anélisis de correlacion.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Cribado virtual por acoplamiento molecular con AutoDock Vina

Con la finalidad de establecer la relacion entre los modos de unidn caracteristicos y la
afinidad de 44 estructuras de xantonas de bajo peso molecular presentes en el mangostino
con la ADN metil transferasa 1, se emple6 un programa de codigo abierto conocido como

AutoDock Vina (Trott & Olson, 2010) del Graphics Lab en el Scripps Research Institute.

4.1.1. Preparacion y seleccion de las estructuras cristalograficas de ADN metil

transferasa 1 para acoplamiento molecular con las xantonas del Mangostino
Se descargaron 3 archivos de DNMT1 (PDB: 3SWR, 3PTA y 4WXX) disponibles de la
base de datos de Protein Data Bank RCSB (www.rcsb.org/pdb/home/) en el archivo de
formatos PDB y se prepararon con el paquete SYBYL-X 2.0 para evaluaciones de

acoplamiento molecular. Este proceso consistié en la remocién de las moléculas de agua
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y ligandos co-cristalizados de cada estructura, con la subsiguiente reparacion y fijacion de
amida de cadenas laterales. Los protocolos de optimizacién para minimizar las variables
se realizaron utilizando el algoritmo de gradiente conjugado de Powell, implementado en
Sybyl-X 2.0 (Powell & J., 1977); con un valor de constante dieléctrica igual a 1.0, la
convergencia de gradiente fijado a 0.005 Kcal/mol, el nimero maximo de interacciones
fue de 1000 y los campos de fuerza Kollman United/All atoms empleando cargas AMBER
(Maldonado-Rojas et al., 2015). Seguido de una conversion de formato a un archivo

PDBQT, necesario para Vina, para lo cual se utilizé Auto Dock Tools (Trott & Olson, 2010)

También se realiz6 un analisis estructural comparativo, para las estructuras cristalinas
DNMT1 con SYBYL-X 2.0 mediante alineamientos de secuencias multiples, que organizan
la secuencia de proteina en una matriz rectangular, de este modo se representa si los
residuos en una columna dada son homologos, superponibles o desempefian un papel
funcional, la cual permitié conocer el porcentaje de identidad de las secuencias (% ID) y
la desviacion cuadratica media (RMSD en A), que representa similitud espacial
(Maldonado-Rojas et al., 2015).

4.1.2. Preparacién de las xantonas presentes en el mangostino

Las 44 estructuras utilizadas durante los experimentos in silico, se obtuvieron del servidor
pubchem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) que abarca un sin numero de diversos
compuestos de los cuales se eligieron cuidadosamente de acuerdo con informes de la
literatura, que incluyen estructuras simples de xantonas, estas contienen un pirano o un

derivado hidrogenado fusionado a un sistema de anillo.

La optimizacion de las estructuras 3D se realizd utilizando la teoria funcional de la
densidad (TFD) en un nivel de célculo B3lyp/ 6-31g con el programa Gaussian 09
(M.J.Frisch, 2009). Las geometrias resultantes fueron convertidas a formato MOL2 con el
programa Open Babel y posteriormente se agrego las cargas formales de cada estructura

utilizando el programa Sybyl-X 2.0 (Tripos, 2007).

4.1.3. Calculos de acoplamiento molecular proteina-ligando con AutoDock Vina

Los calculos de acoplamiento con AutoDock Vina fueron definidas mediante el
establecimiento de un cubo en el centro geométrico del ligando co-cristalizado presente
en cada estructura, de dimensiones para PDB: 3SWR= 30 x 30 x 30 A; PDB: 4WXX= 24
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x 38 x 24 A; PDB: 3PTA= 42 x 24 x 30 A, empleando un espaciado de punto de cuadricula
de 1.0 A.

Las coordenadas tridimensionales para las cajas centro de cuadricula se describen en la

siguiente tabla:

Tabla 1. Coordenadas para el centro de la cuadricula de cada estructura

DNMT1 X Y Z
3SWR -4.930 -2.660 33.360
AW XX -47.500 61.864 6.606
3PTA 23.705 -19.367 28.955

Se realizaron tres corridas de acoplamiento para cada ligando, y se guardd la postura con
el valor de Afinidad mas bajo (kcal / mol). Finalmente, la puntuacion de Afinidad media
para las mejores poses se tomé como el valor de la Afinidad para un complejo particular
(Trott & Olson, 2010).

4.2. ldentificacion de lainteraccién principal de los CPM seleccionados en la
DNMT1

La identificacion de residuos involucrados en las interacciones a distancias inferiores a 4
A, se visualizo el complejo DNMT1-xantonas utilizando el programa PyMol (Schrodinger,
2015), una herramienta de visualizacion molecular convincente que facilita la visualizacion
molecular mediante la representacibn y animacion de estructuras moleculares
tridimensionales. La naturaleza de interaccion molecular de los residuos que interactian
con los CPM seleccionados en el sitio de union de DNMT 1 se realiz6 mediante el programa
LigandScout 3.1 (Temml et al., 2014), que utiliza farmacoforos simplificados para detectar
el numero y tipo de interacciones existentes entre ligandos-residuos en el sitio activo de

la proteina para un complejo particular de proteina-ligando.
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4.3. Prediccion computacional de las propiedades de ADME-TOX con FAF Drugs4
La generacion de datos se obtuvo mediante el envio del archivo SDF (archivo de datos de
estructura) de las moléculas como entrada, en la herramienta de filtrado de ADME-Tox

(http://fafdrugs4.mti.univ-paris-diderot.fr).

Una vez que el proceso de FAF-Drugs4 se ha completado; el usuario es redirigido
automaticamente a una pagina que contiene el informe de los resultados de la salida, que

pueden ser facilmente descargados e interpretados.

4.4. Validacion de acoplamiento molecular utilizando datos biolégicos reportados
parainhibidores de DNMT1

La validacioén se haréa con el fin de evaluar el poder de prediccién de AutoDock Vina, con
relacion a la identificacién del sitio de unién y distincion entre ligandos y sefiuelos segun
el corte de afinidad de acoplamiento y datos experimentales. La validacién de la
prediccion de la postura de acoplamiento se llevo a cabo a través de la superposicion de
uno de los complejos predichos por AutoDock Vina y su estructura cristalogréafica
disponible en Protein Data Bank (PDB) (Montes-Grajales, Martinez-Romero, & Olivero-
Verbel, 2018)

La informacion biologica disponible consiste en la media de los valores de la maxima
concentracion inhibitoria (IC50) para la actividad de DNMT1 al ser expuesta a varias
sustancias quimicas reportadas en la base de datos en PubChem BioAssay, en el
siguiente articulo: (PDB: 3SWR; 602386, Confirmacion de respuesta a la dosis de
inhibidores de DNMT1 en un ensayo de baliza molecular fluorescente.

Ademas, se realiz6 un andlisis de las caracteristicas operativas del receptor (ROC), para
lo cual utilizo GraphPad Prism 8, al igual que el area bajo la curva (ABC), para asi evaluar
la selectividad y sensibilidad de la metodologia propuesta (Alea Riera, Maqueda de Anta,

Mufioz Vaquer, Torrelles, & Viladomiu Canela, 2010).

5. RESULTADOS Y DISCUSION
Después de desarrollar la metodologia propuesta para la blusqueda de xantonas que
interacciones con la DNMT1 por medio de acoplamiento molecular, se obtuvieron los

siguientes resultados:
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5.1. Comparacion de las estructuras de la DNMT1

La caracterizacion de las estructuras proteicas empleadas para la superposicion 3D de
DNMT1 (PDB: 3PTA, 3SWR, 4WXX), asi como los valores de RMSD para cada par, se
encuentran representados en la Tabla 2 y Figura 5 respectivamente, en donde se pueden

apreciar que las estructuras tridimensionales de DNMT1 son similares.

Tabla 2. Caracterizacion proteica de las estructuras de la DNMT1 humanos obtenidas de la base

de datos de PDB por difraccion de rayos X.

Cddigo PDB Nombre Cadena Residuos Ligando Res [A]

3PTA ADN (citosina-5)- A 956 S-adenosyl-I-homocysteine 3.6

metiltransferasa 1

o Sinefungin; 1,2 ethanediol; 2-
ADN (citosina-5)- _ _
3SWR ] A 1002 (n-morpholino)-ethanesulfonic 2.49
metiltransferasa 1 ”
aci

ADN (citosina-5)- )
AW XX ) AB 1256 s-adenosyl-I-homocysteine 2.622
metiltransferasa 1

B
Alineamiento  Porcentaje de
- o RMSD (A)
Multiple identidad
3PTA vs JSWR 99.8 1.707
3PTA vs 4WXX 99.9 1187
3SWR vs 4WXX 99.0 6.970
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Figura 5. La superposicion de las tres estructuras humanos DNMT1 (A), identidad de secuencia

y valores de RMSD para cada proteina (B).

Con la finalidad de conocer similitudes estructurales entre las estructuras de DNMT1
(PDB: 3PTA, 3SWR y 4WXX), se llevé a cabo un analisis estructural comparativo por
medio de la alineacién de secuencias multiples, resaltando sus zonas de similitud (Figura
6). Las tres estructuras de DNMT1 humanas, analizadas por alineacion mdltiple de
secuencias, mostré una identidad de secuencia que se encontraba dentro de un rango
entre 99.0 y 99.9%, lo cual se pudo evidenciar también en sus estructuras 3D, con valores
de RMSD que van entre 1.707 y 7.187 A (Figura 5), siendo HER1 (4WXX), el que posee
las mayores diferencias al poseer mas aminoacidos en sitios claves de union , en
comparacioén con las demas estructuras, esto se puede observar en la Figura 6 . Estos
residuos puede influir en la afinidad tedrica y el modo de unién para compuestos evaluados
en estructuras DNMT1.
3PTA

3SWR
AWXX

3PTA
3SWR
4WXX

251
3PTA -AB------
3SWR AE!
4WxX FFAE

3PTA AYN .-

3SWR AYN

4WXX AYNAKSKSFEORPPNEARS- - - - - - -
1001 1011

3PTA D AA

3SWR D AA

4WXX D AA

1061

Hila 1B

1101 1111 1121 1131
WAGHRY GR=wX Pk -cRiHP

3PTA
3SWR
AWXX

3PTA
3SWR
4WXX

1151 1161 1171 1181 1191
3PTA G Pl AR ARGECERE AR A- - - - -

35WR '
BT

4WXX

Figura 6. Alineamiento mdltiple de secuencias de amino&cidos provenientes de las estructuras

DNMT1 evaluadas, empleando el programa de Sybyl X-2.0.
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5.2. Cribado virtual para la identificaciéon de potenciales inhibidores de DNMT1

Un cribado virtual de 44 compuestos descargados de pubchem con las 3 estructuras PDB
de DNMT1 fue realizado por acoplamiento molecular con el programa de AutoDock Vina
(Trott & Olson, 2010). En donde se tuvo en cuenta el potencial termodinamico, en forma
de energia libre de Gibbs, la cual se origina durante el proceso de unién entre proteina—
ligando, indicando la existencia de un estado de equilibrio y estabilidad cuando el valor es
mas negativo (Olivero-Acosta, Maldonado-Rojas, & Olivero-Verbel, 2017). Se
seleccionaron los compuestos con las afinidades de unién (Kcal/mol) mas bajas para cada
estructura proteica evaluada, los cuales son seleccionados como potenciales inhibidores

de la DNMT1. La informacion se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Valores de afinidad AutoDock Vina de los compuestos promisorios para la inhibicion
DNMT1

(PDB: (PDB: (PDB:
CID 3SWR) 3PTA) 4W XX)
Compuesto PubChem Kcal/mol Kcal/mol Kcal/mol
Demethylcalabaxanthone 509270 -10.2+0.0 -10.3+x0.01 -94+01
Garcimangosone_A 10874207 -10.2*0.0 -10.1+0.0 -9.7+0.0
BR_Xanthone_A 13964005 -10+£ 0.0 -10.7 £ 0.0 -9.3+0.0
Mangostenone_A 509267 -9.97+0.32 -106+0.0 -104x0.1
Tovophyllin_B 509268 -99+0.0 -10.3+0.01 -105%0.0

5.3.  Analisis de modos de interaccion de los residuos de xantonas en un sitio de
union de DNMT1

Con el propdsito de conocer las interacciones que se presentaron en la uniéon de algunos

compuestos con la proteina, se utilizoé el programa Ligand Scout 3.0 y DiscoveryStudio

2017R2, los cuales son software que toman una estructura macromolecular que contiene

un ligando unido e identifica los residuos interaccionantes de la proteina que participan en

la union, asi mismo estos identifican autométicamente las interacciones presentes en el
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sitio de unién (Wolber & Langer, 2005). Finalmente, utilizando el programa PyMOL, se
ilustraron varios complejos en donde se presentan los principales residuos participantes
en la interaccidn proteina-ligando. A continuacién, se muestra la prediccion de los residuos
identificados que presentaron mejor interaccion de los 3 mejores complejos proteina-
ligando.

El complejo entre 3PTA y el compuesto Mangostenone_A (CID: 509267), presenté un
valor afinidad de -10.1 + 0.0 Kcal/mol, asi como las interacciones entre los residuos en el
sitio de la union a la proteina de este ligando, son mostrados en la Figura 7. Para este
complejo los residuos mas importantes fueron Val-1268, Met-1169, Glu-1168 y Phe-1145
(Figura 7B, 7Cy 7D), en donde las dos primeras presentaron interacciones de naturaleza
hidrofobica, en cambio las dos restantes interacciones fueron enlaces de hidrogeno. De
interés, Met-1169, Phe-1145 y Glu-1168, estan presentes como residuos que interactian
en la estructura cristalografica del complejo DNMT1-SAH (cédigo PDB: 3PTA).
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Figura 7. Complejo de 3PTA con Mangostenone_A (CID: 509267). (A) Estructura 3D de CID:
509267 unido a 3PTA, (B, C y D) residuos participantes en la interaccién de CID: 509267 con
3PTA en 3D y 2D (LigandScout 3.0 y DiscoveryStudio 2017R?2) respectivamente.

Para el complejo 3SWR-Demethylcalabaxanthone (CID: 509270) presenté un valor
afinidad de -10.2 + 0.0 Kcal/mol cuyo residuos involucrados en la interaccién de éste
compuesto con 3SWR fueron Met-1169, Leu-1151, Val- 1580, Ala-1579, Leu-1247, Phe-
1145, Arg-1312, Glu-1266, Asn-1578, Glu-1168 (Figura 8B, 8C, 8D), los cuales mostraron
interacciones hidrofébicas con Met-1169, Leu-1151, Val- 1580, Ala-1579, Leu-1247y
puentes de hidrogeno con Phe-1145, Arg-1312, Glu-1266, Asn-1578, Glu-1168. De
interés, Met-1169, Leu-1151, Val-1580 y Phe-1145, como Glu-1266 y Glu-1168, estan
presentes como residuos que interactian en la estructura cristalografica del complejo
DNMT 1-sinefungina (c6digo PDB: 3SWR).
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Figura 8. Complejo de 3SWR con Demethylcalabaxanthone (CID: 509270). (A) Estructura 3D de
CID: 509270 unido a 3SWR, (B, C y D) residuos participantes en la interaccion de CID: 509270
con 3SWR en 3D y 2D (LigandScout 3.0 y DiscoveryStudio 2017R2) respectivamente.

Finalmente en el complejo 4WXX-Tovophyllin_B (Figura 9), presento6 un valor afinidad de
-10.5 £ 0.0 Kcal/mol cuyo principales residuos involucrados en la formacion del complejo
fueron Leu-1151, Val-1580, Ala-1579, Met-1169, Leul1247, Phe-1145, Thr-1526, Val-1268,
Thr-1528, Arg-1310 (Figura 9B, 9C, 9D), las interacciones que se presentaron fueron en
su mayoria de tipo hidrofébicas y tres puentes de hidrogeno con Arg-1310, Arg-1312, Arn-
1578. De interés, Met-1169, Leu-1151, Val-1580 y Phe-1145, estan presentes como
residuos que interactdan en la estructura cristalografica del complejo DNMT1-SAH (codigo

PDB: 4WXX).
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Figura 9. Complejo de 4WXX con Tovophyllin_B (CID: 42645954). (A) Estructura 3D de CID:
42645954 unido a 4WXX, (B, C y D) residuos participantes en la interaccion de CID: 42645954
con 4WXX en 3D y 2D (LigandScout 3.0 y DiscoveryStudio 2017R2) respectivamente.

Como se pudo observar, gran parte de las interacciones que se presentaron en el sitio de
unién de los compuestos con las estructuras de DNMT1 fueron de naturaleza hidrofébica
y por medio de puentes de hidrogeno. Estos tipos de interacciones y la mayoria de los
residuos presentes en el sitio activo de las estructuras de DNMT1, en especial Met-1169,
Phe-1145, Val-1580, Leu-1151 y Glu-1168, también han sido reportados 10 compuestos
de la biblioteca quimica Maybridge que han presentado interacciones por esta proteina
con Glu-1266 junto con otros residuos cataliticamente significativo. (Krishna et al., 2017).
Ademas, los residuos involucrados en el mecanismo de inhibicibn de DNMT1, como Phe-
1145, Glu-1168, Glu-1169, Glu-1266 y Val-1580 mostraron distancias de menos de 4 A
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con compuestos seleccionados en el sitio de unién de 3SWR.(Yoo, Choi, & Medina-
Franco, 2013).

5.4. Prediccion de las propiedades ADME-Tox para compuestos promisorios
utilizando servidor de FAF-Drugs4

Uno de los filtros aplicados, descarté la presencia de las estructuras PAINS (pan-assay

interference compounds) en las tres xantonas promisorios, lo que corrobora que estos

compuestos son prometedores puntos de partida para una mayor exploracion en la

investigacion contra el cancer. Tal como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Propiedades ADME/TOX de las Xantonas propuestas como inhibidores de DNMT1,
empleando FAF-Drugs4.

Descriptores Moleculares ?

O.B
Log Enlaces Enlaces  Flexib .
Xantonas PM LogP tPSA . . HBD HBA Sol (mg/L) (VEBE
D Rotables Rigidos ilidad R) (EGAN)
Demethylcalaba 79.90 1.122.000.0
37842 565 5.61 2 23 0.08 2 5 Good Good
xanthone 0.000 00
Mangostenone_ 89.13
46052 6.58 6.52 2 28 0.07 2 6 475.510.000  Good Good
A 0.000
89.13
Tovophyllin_B  460.52 6.58 6.34 0,000 2 28 0.07 2 6 475.510.000  Good Good

Estos parametros se utilizan para determinar xantonas promisorias, de las cuales se
seleccion6 Demethylcalabaxanthone realizando un perfil de ADMET, Estimacién de
absorcién oral y Posicionamiento de regla Pfizer 3/75 como se muestra en la Figuras 10
respectivamente, con el valor de afinidad absoluto mas alto, este tiene mayor probabilidad
de éxito en proyectos in vitro y podria ser optimizado adecuadamente (Lagorce, Miteva,
Sperandio, Villoutreix, & Baell, 2015).
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Figura 10. Perfil de ADMET. (A) Estimacion de biodisponibilidad Oral. (B) Regla Pfizer 3/75.

Este perfil de ADMET realizado para Demethylcalabaxanthone mostro una estimacion de
biodisponibilidad oral, donde la linea azul representa muestro compuesto evaluado, el cual
en su mayor parte se ubicéd dentro del area verde es éptima. El area blanca es la zona
maxima extrema mientras que la roja es la zona minima extrema. Estas zonas se obtienen
con los siguientes rangos de descriptores: logP (-2 a 5), peso molecular (150 a 500), tPSA
(20 a 150), enlaces rotativos (0 a 10), aceptadores de enlaces H (0 a 10) y donantes (0 a
5). También se realiz6 un perfil de seguridad de droga donde se utilizé la Regla Pfizer
3/75, para Demethylcalabaxanthone, arrogando resultados favorables al no ser

susceptible de causar toxicidad, ni presentar promiscuidad experimentar.

5.5. Validacién de acoplamiento molecular utilizando datos biolégicos reportados
para inhibidores conocidos
La validacion de la prediccion de la posicion de acoplamiento en comparacion con la
estructura cristalografica del complejo DNMT1/Sinefungina (PDB: 3SWR; Figura 11A)
Mostré una buena prediccion del sitio de union por AutoDock Vina. Para el desarrollo de la
grafica ROC, se clasificaron 190 moléculas en dos grupos ya reportados como Activos e
Inactivos, de los cuales se acoplaron contra la ADN metiltransferasa 1(PDB: 3SWR), estos
valores de afinidad se incorporan al programa GranphPad Prism8, realizando un andlisis
estadistico y asi dar como resultado unos valores como area bajo la curva, valor P y una
curva ROC. El area bajo la curva AUC es 0.8004 y valor P <0.0001 Fig. 11B. Para el punto
de corte (<-6.6 kcal/mol) la sensibilidad y selectividad fueron 70.0% y 91.33%,

respectivamente. Asi como reporta en el estudio que realizo Montes — Grajales en el cual
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realizd un andlisis de las caracteristicas operativas del receptor (ROC) utilizando el receptor
de estrégeno alfa (ESR1; PDB:1L2l ) y compuestos estrogénicos, incluidos algunos
fotoquimicos, para evaluar la selectividad y sensibilidad de nuestra metodologia, arrojando
un area bajo la curva de 0,914 y Valor p < 0.0001 (Montes-Grajales et al., 2018).

) B. 100~
. 80-
X
©
§ 60—
@ 40+ " AUC = 0.8004
é P value <0.0001
20+ n= 190

T T T T 1
0 20 40 60 80 100

100% - Especificidad%

Figura 11. A. Superposicién entre la estructura cristalografica del complejo DNMT1/ Sinefungina
(PDB: 3SWR) con la postura de acoplamiento resultante de la sinefungina (la estructura

cristalogréfica se representa en gris). B. ROC y area bajo la curva (AUC) para sefiuelos DNMT1.

La mejor conformacion de la replicacién de pose expresada como la desviacion estandar
media raiz (RMSD) fue de 0.123 A. Este valor se obtuvo con AutoDock Vina para el
complejo 3SWR-sinefungina. Los resultados obtenidos estuvieron de acuerdo con estudios
similares realizados para este proposito. Maldonado Rojas et., 2015, informo un valor
RMSD para sinefungina en el sitio de unién de 3SWR de 0.8756 A usando el programa
AutoDock Vina. (Maldonado-Rojas et al., 2015). Ademas, la validacion demostré que
AutoDock Vina y el protocolo propuesto en este trabajo, son adecuados para este sistema
con un buen poder de prediccion de acuerdo con la especificidad y selectividad obtenida
por la curva ROC para el limite de afinidad de (<-6.6 kcal/mol), ya que es el limite donde
puede discriminar una molecular Activa de una Inactiva, la prediccion del sitio de union y la
capacidad de utilizar protocolos de acoplamiento molecular para reproducir la conformacion

co-cristalizada de sinefungina en su complejo experimental con DNMT1.
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Para establecer si los valores de afinidad calculados por AutoDock Vina podrian ser
utilizados como un indicador de la probabilidad de un compuesto de comportarse como un
inhibidor de la DNMT1, se recopilaron compuestos activos con actividad de inhibicién
reportada en la base de datos PubChem BioAssay, los cuales fueron acoplados a la enzima
(PDB: 3SWR). (Figura 12)

2.0
o
il.S— .t
3 1.0
§’ R=0.5228
0.5 Valor p < 0.0001
n=120
0.0 | 1
-11 -10 -9 -8 -7 -6

Media de Afinidad de AutoDock Vina (kcal/mol)

Figura 12. Correlacién entre los valores de afinidad calculados (Kcal/mol) para los inhibidores de

DNMT1 conocidos y el logaritmo de su concentracion inhibitoria (Log IC50)

El analisis de correlacion lineal entre la actividad biolégica (ICso uM)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcassay) y los valores de afinidad de unién calculada para los
inhibidores de DNMT1 conocidos se muestran en los Anexos. Los valores de ICso se
ajustaron a una relacion lineal, con la afinidad de unién teérica (kcal/mol) de (R=0,5228 y
Valor p <0.0001. Estos resultados sugieren que las xantonas que muestran valores de
afinidad AutoDock Vina inferiores a -10.0 pueden inhibir la DNMT1. Estos datos apoyan
gue las xantonas seleccionadas en este trabajo (Tabla 4) pueden actuar como agentes

guimiopreventivos por mediacion de la sefalizacion.

6. CONCLUSIONES
El uso de la bioinformatica para identificar posibles inhibidores de la proteina es de
importancia para el descubrimiento de farmacos. Los valores de Afinidad obtenidos de
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AutoDock Vina para la ADN Metiltransferasa 1, sugieren que algunas xantonas tales como
Demetilcalabanxantona, Mangostenone A y Tovofilina B pueden tener la capacidad de

interactuar con esta protel’na.

El andlisis estructural comparativo considerado en este trabajo para las tres estructuras
DNMT1 humanas, que se llevo a cabo por alineacién mdultiple de secuencias, mostré una
identidad de secuencia que se encontraba dentro de un rango entre 99.0 y 99.9%, con
valores de RMSD que van entre 1.707 y 7.187 A.

Las afinidades tedricas para las xantonas son comparables con los obtenidos para
inhibidores conocidos de DNMT1. La grafica ROC realizada con los valores de afinidad de
los compuestos evaluados in vitro, mostré un area bajo la curva AUC de 0.8004 y valor P
<0.0001, para el punto de corte (<-6.6 Kcal / mol) la sensibilidad y selectividad fueron

70.0% y 91.33%, respectivamente.

Los potenciales inhibidores de la DNMT1 identificados mediante el cribado in silico de
estructuras de xantonas descargadas de la base de datos PubChem pueden servir de
andamio para el disefio de nuevos farmacos contra el cancer a través del silenciamiento

de genes mediada por la DNMT1.

La necesidad racional para descubrir e identificar moléculas naturales novedosas y
selectivas que pueden actuar como inhibidores de la DNMT1 utilizando varias herramientas
computacionales es clave como primera etapa, antes de proceder a ensayos in vitro e in
vivo para realizar evaluaciones de sus futuras aplicaciones en terapias naturales para el

cancer.

7. RECOMENDACIONES

e Evaluar la actividad In Vitro del extracto total y fracciones de Garcinia mangostana
L., contra la enzima ADN metiltransferasa I, con el fin de soportar las interacciones

proteina-ligando predichas tedricamente.

e Esrecomendable la utilizacion de otras herramientas computacionales con el fin de

verificar las interacciones y modos de union descritos con anterioridad, para si
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brindar ain mas soporte en la elucidacion de un posible mecanismo de accién

mediante el tipo de inhibicion.

e Las moléculas seleccionadas como promisorias podrian ser empleadas como
cabezas de serie, con el fin de mejorar sus propiedades farmacocinéticas y

toxicologicas, para asi tener un mayor control sobre su posible eficacia y seguridad.

e Crear propuestas de investigacién encaminadas al desarrollo de formulaciones que
permitan la entrega adecuada de estas xantonas, sin afectar en sus propiedades

para el tratamiento y/o prevencién de enfermedades relacionada con la DNMTL1.
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9.ANEXOS

9.1. Estructuras 2D de los xantonas evaluadas in silico. (Dibujadas con ChemBioDraw Professional)

Cudraxanthone G
CID:42645953

Beta Mangostin Alpha Mangostin o
Gamma Mangostin CID-5495925 CID-5281650 Trapezifolixanthone o Mangostenone B
CID-5464078 CID:188341 Tovophyliin B Tovophyline A Thwaitesixanthone Mangostenone A CID 21672078

CID: 509268 CID:42645954 CID:392169 CID:509267

Smeathxanthone A i
Mangostinone Mangostenone E i e
CID:11509473 CID 6478778 CID-11495983 Mangostenone D Mangastenone G Mangostenol Mangostanol Garcinone C Garcinone B Cyanidin
CID:11696901 CID11546716 CID 5495007 CID:5495927 CID 44159808 CID:5495028 CID:11169452

Mangosenone F
CID:49866102

Maclurin Gartanin Garcinone E Garcinone D Demethylcalabaxanthone Epicatechin
CID:68213 Kolanone CID5281633 CID:10298511 CID:5495926 CID:509270 CID 72276

CID:11953340 Garcimangosone G Garcimangosone B
CID:10916629 CID-11143989

3-Isomangostin

f 1-Isomangostin hydrate
Garcimangosone D Ga(r:(‘:l[r)n?gggjgg_el A CID:13873655 CID 13873659 Calabaxanthone )
CID:11003703 ; 1-Isomangostin CID:341188 Chrysanthemin 8-Desoxygartanin
0 CID:5281641 CID:44256715 CID:392450

Carbogin

CID:11135781 BR-Xanthone

CID:13964005

8-hydroxycudraxanthone G 6-0-Methylmangostanin 3-Isomangostin hydrate

9-hydroxycalabaxanthone CID-11711264 CID:102187620 CID 13873658

CID:5495929

40



=
‘ GRUPO DE QUIMICA

Arnedo-Cel’vanteS, K 2019 AMBIENTAL Y COMPUTACIONAL h

Universidad
de Cartagena

Fundada en 1827

9.2. Cuarenta y cuatro xanronas seleccionadas, cédigos CID de PubChem vy
AutoDock Vina significan valores de afinidad de union con tres estructuras de
proteinas DNMT1 humanas.

Compuesto CID Afinidad Afinidad Afinidad
PubChem 3SWR (kcal / 3PTA (kcal / AWXX (kcal /
mol) mol) mol)
Demethylcalabaxanthone 509270 -10,2+0.0 -10,3+0.0 -94+0.1
Garcimangosone A 10874207 -10,2 £ 0.0 -10,1 £ 0.0 -9,7+£0.0
BR_Xanthone_A 13964005 -10+0.0 -10,7 £ 0.0 -9,3+0.0
Mangostenone_A 509267 -10£0.3 -10,6 £ 0.0 -10,4+0.1
Thwaitesixanthone 392169 -99+0.1 -10,3+ 0.0 -9,3+0.0
Tovophyllin_B 509268 -99+0.0 -10,3+0.0 -10,5+0.0
Mangostanol 10048103 -99+0.1 -95+0.0 -8,6 £0.1
Mangostenone_B 21672078 -9,8+0.0 -10,2+0.0 -10,2+ 0.0
Trapezifolixanthone 188341 -9,8+0.0 -95+0.0 -8,5+0.1
1_Isomangostin 5281641 -98+0.1 -8,8 £0.0 -8,8 £0.0
Calabaxanthone 341188 -9,7+0.0 -9,5+0.1 -8,4+0.0
3_Isomangostin_Hydrate 13873658 -9,6 +0.2 -9,1+0.0 -8,6 +0.1
gamma_mangostin 5464078 -9,6 £0.0 -95+0.0 -9,1+0.0
Garcimangosone_B 11143989 -96 £0.0 -9,8+0.0 -9,2+0.0
Garcimangosone_C 10916629 -9,6 £ 0.0 -9,3+0.0 -9,3+£0.0
3_isomangostin 13873655 -95+0.1 -9,4+0.0 -8,5+0.0
mangosenone_F 49866102 -95+0.1 -99+0.0 -8,6 £0.0
6_0O_Methylmangostanin 102187620 -95+0.0 -9,2+0.0 -8,3+0.0
alpha_mangostin 5281650 -9,5+0.0 -9,1+0.0 -8,7+0.0

41



Arnedo-Cervantes, K 2019

oy
"

‘ GRUPO DE QUIMICA .
AMBIENTAL Y COMPUTACIONAL

Universidad
de Cartagena

Fundada en 1827

Compuesto

Mangostenone_D
9 hydroxycalabaxanthone

Garcinone_B

Mangostenone_C

Smeathxanthone_A
Tovophyllin_A
1 _Isomangostin_Hydrate
beta_mangostin

Mangostenol
Garcinone_C

8 Desoxygartanin

Cyanidin_3_O_sophoroside
Gartanin

Mangostenone_E

CudraxanthoneG
Garcinone_D
Garcinone_E
Mangostinone

8 hydroxycudraxanthone_G

Chrysanthemin

Garcimangosone_D

CID
PubChem

11696901

5495929

5495928

11546716

11509473

42645954

13873659

5495925

5495927

44159808

392450

11169452

5281633

11495983

42645953

5495926

10298511

6478778

11711264

44256715

11003703

Afinidad
3SWR (kcal /
mol)

-9,5+0.0
-94+0.3
-9,4+0.0
-9,4+0.0
-9,4+ 0.0
-9,3+0.0
-9,3+0.1
-9,3+0.1
-9,2+0.0
-9,2+0.1
-8,9+0.0
-8,9+0.0
-8,9+0.0
-8,8 +0.0
-8,8+0.1
-8,7+0.2
-8,7+0.2
-8,6 +0.3
-8,5+0.0
-84+0.1

-8,4+0.0

42

Afinidad
3PTA (kcal /
mol)

-9,2+0.0
-9,5+£0.0
-9,3+0.0
-9+0.0
-10,1+0.0
-10,3+0.0
-8,7+0.0

-9,1+0.0

-9,1+0.0
-9,3+£0.0
-9,9+0.0
-9,5+0.0
-9,2+0.0
-9,2+0.0
-8,6 £0.0
-10+0.0
-10,1 +0.0
-9,3+0.0
-10,1 £ 0.0

-9,1+0.0

Afinidad
AWXX (kcal /
mol)

-9,4+0.0
-9+0.0
-9,6 £0.0
-8,8 £0.0
-8,6 +0.1
-10,2+ 0.0
-8,2+0.0
-8,5+0.0
-8,4+0.1
-9,2+0.0
-9,3+£0.1
-10,1+0.1
-9,4+0.0
-8,4 +0.0
-9+0.0
-8,4+0.0
-9,5+0.0
-8,3+0.1
-9,2+0.0
-95+0.0

-8,2+0.0
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Compuesto CID Afinidad Afinidad Afinidad
PubChem 3SWR (kcal / 3PTA (kcal / AWXX (kcal /
mol) mol) mol)
Kolanone 11953940 -8,4+0.0 -8,4+0.0 -8,9+0.1
Maclurin 68213 -8,4+0.0 -8,4+0.0 -7,7+0.0
Carbogin 11135781 -8,2+0.4 -8,2+ 0.0 -8,1+0.1
Epicatechin 72276 -7,8+0.0 -8,8 +£0.0 -8,1+0.3

9.3. Aflnidades AutoDock Vina para DNMT1 y su concentracion inhibitoria maxima

media (ICso).

No. SID A(f}ér(‘:'slj"rﬂ OAI)V ICso [uM] Log ICso
1 846098 -8,9 9,12 0,96
2 857981 -8,4 9,12 0,96
3 862800 9,8 6,61 0,82
4 4251608 -6,8 42,66 1,63
5 4260569 -8,1 23,44 1,37
6 7973270 9,3 6,03 0,78
7 7975176 -8,9 5,01 0,7
8 11532888 -9 4,68 0,67
9 14724448 -8,2 6,92 0,84
10 14727861 -8,8 8,32 0,92
11 14733092 9,2 5,62 0,75
12 14733887 9,4 4,79 0,68
13 14740573 -8,6 10,00 1
14 14740840 9,2 6,17 0,79
15 14742005 -8,3 3,98 0,6
16 14742465 9,8 2,88 0,46
17 14743503 9,3 5,25 0,72
18 17388061 9,9 7,08 0,85
19 17401726 9,5 7,76 0,89
20 17403369 -8,9 8,51 0,93
21 17406808 9,2 7,24 0,86
22 17408801 -8 19,50 1,29
23 17408998 -8,7 5,25 0,72
24 17409043 9,2 11,22 1,05
25 17412566 9,1 9,55 0,98
26 17415430 9,4 3,39 0,53
27 17416093 -8,1 5,89 0,77
28 17432518 7,9 10,23 1,01
29 17505008 9,1 5,37 0,73
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30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72

17505022
17505486
17505596
17506010
17506409
17508839
17509498
17510753
17511877
17512313
17512316
17512463
17514101
22400449
22401406
22405684
22409769
22411460
22412359
24780573
24780599
24780792
24785712
24787907
24787993
24788629
24790923
24791484
24793411
24797698
24803210
24803696
24806488
24812344
24813852
24814418
24822940
24823276
24823545
24834988
24836019
24840663
24841228

-9,8

-9,9

11,48
2,95
4,07
4,57
4,57
4,79
3,39
4,57
7,41
8,32
5,75
8,71
12,30
18,20
6,92
5,25
5,37
3,24
9,55
11,48
6,92
25,12
6,03
4,90
5,50
4,37
4,37
3,80
3,98
3,55
5,75
7,24
10,23
5,62
4,37
10,23
5,01
11,48
6,76
7,41
8,71
4,07
4,27

1,06
0,47
0,61
0,66
0,66
0,68
0,53
0,66
0,87
0,92
0,76
0,94
1,09
1,26
0,84
0,72
0,73
0,51
0,98
1,06
0,84
14
0,78
0,69
0,74
0,64
0,64
0,58
0,6
0,55
0,76
0,86
1,01
0,75
0,64
1,01
0,7
1,06
0,83
0,87
0,94
0,61
0,63
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73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115

26657813
26658010
26658023
26658134
26659591
26660223
26660670
26661562
26663042
26666847
26669939
26670276
26725162
26725174
26725183
26725186
26725192
26725822
26725864
26725982
26726320
47193482
47193756
47195252
47196397
47198077
47199748
47202925
49645275
49646097
49647004
49647339
49649741
49669657
49669940
49670065
49673051
49679682
49681028
49714080
49724994
49725372
49732054

-8,6
-8,2

-8,8
-8,4
-8,8
-9,1
-9,6
-9,1

-8,8
-9,4
9,4
-8,8
-8,1
-8,9
-10
-8,4
-9,4
-9,3
-8,7
-9,4
-8,7
91
-8,9
-8,6

-8,7
-9,5
-9,3
-9,6

-84
-9,2
-8,6
-9,2
-9.4
-85
-10
-9,2
-8,6
-9,1
-8,1

45

8,32
8,51
3,47
5,37
5,37
9,77
4,68
2,40
5,13
3,24
5,37
3,80
9,12
13,80
12,30
6,31
4,27
9,33
9,12
5,75
11,75
3,39
7,24
6,31
6,46
10,00
6,03
11,22
5,75
5,37
3,24
5,01
3,47
4,37
7,08
10,00
7,08
5,62
6,76
8,13
6,03
9,55
9,33

0,92
0,93
0,54
0,73
0,73
0,99
0,67
0,38
0,71
0,51
0,73
0,58
0,96
1,14
1,09
0,8
0,63
0,97
0,96
0,76
1,07
0,53
0,86
0,8
0,81

0,78
1,05
0,76
0,73
0,51
0,7
0,54
0,64
0,85

0,85
0,75
0,83
0,91
0,78
0,98
0,97
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116
117
118
119
120

49822503
49822818
49823468
49823732
49825935

-7,5
-9,4
-8,4
-8,3
-10,2

46

8,13
4,47
8,51
5,37
4,90

0,91
0,65
0,93
0,73
0,69



