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GLOSARIO DE TERMINOS

Acantilados de actividad: Compuestos con alta similitud estructural y grandes e inesperados
cambios en su actividad bioldgica.

Acoplamiento molecular (docking): Técnica que pertenece al area de disefio de farmacos basado
en la diana bioldgica. Permite identificar posibles sitios y modos de unién de una molécula con su
receptor correspondiente.

Andamio quimico (scaffold): Porcidn central y representativa de la estructura de una molécula.

Bioinformatica: Ciencia que estudia los datos bioquimicos y -6micos utilizando métodos
computacionales.

Célculos de similitud: Técnica que pertenece al area de disefio de farmacos basada en el ligando.
Permite identificar las caracteristicas estructurales y quimicas que un grupo (0 un par) de
compuestos tienen en comun. De manera general, a mayor sea la similitud entre los compuestos,
mayor serd la probabilidad de que compartan la misma magnitud de alguna propiedad, por
ejemplo, su actividad bioldgica.

Descriptor molecular: Caracteristica quimica, fisicogquimica, biologia, estructural, o cualquier
otra, que permita explicar alguna propiedad que emerge de un compuesto quimico.

Dinamica molecular: Técnica que pertenece al area de disefio de farmacos basado en la diana
bioldgica. Permite estudiar, a lo largo del tiempo, posibles mecanismos de unién de una molécula
con su respectiva diana. La dinamica molecular contempla aspectos fisicoquimicos vy
termodinamicos con el objetivo de reproducir con mayor fidelidad un entorno biologico
controlado.

Disefio basado en consenso: Reune al disefio de farmacos basado en el ligando y en la diana
bioldgica.

Disefio basado en el ligando: Enfoque del disefio de farmacos que utiliza informacion generada
a partir de Unicamente de la estructura quimica de los compuestos.

Disefio basado en la diana biolégica: Enfoque del disefio de farmacos que utiliza informacion de
la interaccién generada entre el complejo ligando-diana bioldgica.

Disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC): Area de la quimica medicinal que se
encarga del disefio, la propuesta y la generacion de nuevas moléculas bioactivas.

e

Espacio quimico: Es un plano cartesiano “n” dimensional que condensa “n” cantidad de
descriptores moleculares.

Farmacoforo: Es un ensamble de caracteristicas electronicas y estéricas que son necesarias para
una Optima interaccion entre ligandos y una determinada diana biologica.

Informatica biomédica: Ciencia que estudia los datos clinicos utilizando métodos
computacionales.



Panorama de actividad: Es un subtipo de espacio quimico cuyo objetivo es representar
graficamente la relacion existente entre la similitud de los compuestos y su actividad (o
actividades) biologica(s) asociada(s).

Quimioinformética: Ciencia que estudia datos quimicos y fisicoquimicos utilizando métodos
computacionales.

Relaciones estructura actividad cuantitativa (QSAR): Metodo que permite predecir una
propiedad “x” de alguna molécula a partir de sus propios “y” datos.

ABREVIATURAS

AC: Activity cliff

ADMET: Absorcion, distribucion, metabolismo excrecién y toxicidad
DIFAC: Disefio de farmacos asistido por computadora

GDP: Guanosina difosfato (GDP)

GTP: Guanosina-5-trifosfato

MAPs: Proteinas que se asocian a microtibulos

MOE: Molecular operating environment

MTs: Microtabulos

PCA: Célculo de componentes principales

pICso: Logaritmo negativo de la concentracion efectiva 50
PNs: Productos naturales

QSAR: Estudios de relacion estructura actividad cuantitativos
RECAP: Reglas retrosintéticas

SALL: Structure activity landscape index

SAS: Similitud estructura actividad

SH: Scaffold hops

TPSA: Area topoldgica superficial polar

t-SNE: Incrustacion de vecinos estocésticos distribuidos en t

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular



RESUMEN

La modificacion de la dindmica del sistema tubulina-microtdbulos ha permitido generar estrategias
efectivas para tratar diferentes tipos de cancer. En la clinica, una gran cantidad de datos sobre
inhibidores del sistema tubulina-microtibulos respaldan a este blanco farmacolégico como un
objetivo validado para tratamientos terapéuticos. Sin embargo, la mayoria de los inhibidores
reportados hasta ahora se han desarrollado alrededor de andamios quimicos (scaffolds) comunes
que cubren una regidn estrecha del espacio quimico con una innovacion estructural limitada. Este
estudio tiene como objetivo desarrollar un protocolo de cribado virtual de productos naturales con
un enfoque consenso (disefio basado en el ligando + disefio basado en la estructura de la diana
bioldgica) cuya funcién es identificar nuevos inhibidores potenciales del sistema tubulina-
microtubulos. Para tal fin, se emple6 una estrategia combinada de célculos de similitud molecular,
acoplamiento y dindmica molecular, asi como célculos de propiedades ADMET in silico, lo que
permitio seleccionar un grupo de compuestos para llevar a cabo evaluaciones bioldgicas futuras
con una mayor probabilidad de éxito. Los compuestos seleccionados derivan del
dihidroresveratrol, de la parvifolina, del benzoato de bencilo y de la centaureidina y en general

poseen anillos aromaticos y grupos metoxilo e hidroxilo.

ABSTRACT

Modification of the tubulin-microtubule system dynamics has generated effective strategies for
developing different treatments for cancer. A huge amount of clinical data about inhibitors of the
tubulin-microtubule system has supported and validated the studies on this pharmacological target.
However, a high proportion of tubulin-microtubule inhibitors has been developed from
representative and common scaffolds that cover a small region of the chemical space with limited
structural innovation. The main goal of this study is to develop a consensus virtual screening
protocol for natural products (ligand- and structure-based drug design method) useful for the
identification of new potential inhibitors of the tubulin-microtubule system. A combined strategy
has been used that involves molecular similarity, docking, and molecular dynamics, as well as in
silico ADMET prediction, which allowed the selection of a group of compounds for future
biological tests with a high probability of success. The selected compounds are dihydroresveratrol,
parvifoline, benzyl benzoate, and centaureidine derivatives and, in general, contain aromatic rings

as well as methoxy and hydroxy groups.



1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades del sistema tubulina-microtbulos

Los microtubulos (MTs) son una serie de componentes filamentosos que estructuran parte del
citoesqueleto de las células eucariotas, cuyas funciones esenciales radican en el control del tréfico
vesicular, division y morfologia celular.® Estas estructuras estan compuestas principalmente por

heterodimeros de a- y B-tubulina.

Las o- y B-tubulinas, curiosamente, se originan de genes independientes que han sido
filogenéticamente conservados. No obstante, existe una gran diversidad de variantes de splicing y
modificaciones postraduccionales que les otorgan la capacidad de interactuar con un gran
repertorio de proteinas que se asocian a microtdbulos (MAPS).?

Los MTs son estructuras cilindricas con un diametro aproximado de 25 nm de ancho y su
longitud puede variar entre decenas a millones de nandmetros. A diferencia de otros polimeros,
los MTs son estructuras bastante dinamicas que sufren cambios bruscos de un estado polimerizado
a otro despolimerizado (catastrofe), o a la inversa (rescate). Esto genera una rapida adaptabilidad

ante los diferentes eventos celulares en los que participan.

Ambas subunidades de tubulina (o y B) tienen su respectivo sitio de unioén a guanosina-5-
trifosfato (GTP). No obstante, s6lo la subunidad B es capaz de hidrolizar este sustrato,
convirtiéndolo a guanosina difosfato (GDP). Esto ultimo contribuye en la desestabilizacion de la
estructura cuaternaria de los MTs, lo que eventualmente culmina en la “catastrofe” del MT. En
contraste, un extremo del MT cuyos heterodimeros (o y ) son ricos en GTP (cap) promueven el
“rescate” del mismo. Cabe resaltar que estos fendmenos moleculares suceden secuencialmente, de
manera dinamica y temporalmente organizada, ademas de responder efectivamente ante cascadas

de sefializacion y, por tanto, a los estimulos extra e intracelulares.*

Por otro lado, y de manera general, los compuestos quimicos que interactian con la
tubulina se clasifican en dos grandes grupos: agentes que promueven su polimerizacion y agentes
que la inhiben. De igual manera, los compuestos que interactan con los MTs se clasifican en
agentes estabilizadores y agentes desestabilizadores. Es decir, existe una gran diversidad
estructural de compuestos de origen natural con estos efectos, y dentro de los mas comunes

destacan los alcaloides derivados de la vinca, los taxanos, los derivados de la colchicina, derivados
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de la pironetina y los derivados de la laulimalida. Cada uno de estos grupos de compuestos posee
mayor afinidad a cierto sitio de unién en la tubulina (Figura 1), de ahi la complejidad de modelar

o disefiar racionalmente nuevos agentes que interactten en el sistema tubulina-MTs.
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— — ‘ ubulina
/
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Figura 1. Sitios de uni6n en los microttibulos y moduladores representativos. Adaptada de Lopez-Lépez et
al. 2021.°

1.2 Relacion entre el sistema tubulina-microttbulos y el cancer

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, o WHO por sus siglas en inglés) el cancer se
define como un conjunto de enfermedades localizadas en cualquier parte del organismo que se
caracterizan por crecimientos celulares descontrolados y desorganizados que, ademas, adquieren

la capacidad de invadir otros tejidos u 6rganos.®

Dentro de las caracteristicas esenciales del cancer, destacan la adquisicion de ventajas
evolutivas que transforman las células “sanas” en células “fenotipicamente malignas”. Por
ejemplo, adquieren respuestas alteradas ante el estrés, fomentan la vascularizacion del tejido,
adquieren capacidad metastasica (migracion e invasion), sufren modificaciones en su metabolismo
energético (mitocondrial), generan microambientes proinflamatorios e inmunomodulan su entorno
generando evasion de la respuesta inmune.” En este sentido, el “control” de la dinamica de los
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MTs (seccion 1.1) permite elaborar estrategias anticancerigenas efectivas. Un ejemplo claro de

estas estrategias es la interrupcion (o arresto) de los usos mitéticos en la fase G2/M del ciclo celular.
8

1.3 Hechos epidemioldgicos y socioeconémicos relacionados con el cancer

De manera general, la OMS refiere que en 2018 el cancer constituyé la segunda causa de muerte
en el mundo. Ademas, se estima que al menos 1 de cada 6 personas mueren a causa de este tipo de
padecimientos. Se sabe que, de las muertes reportadas, alrededor del 70% radican en paises de
ingresos bajos y medios. Todo lo anterior, genera un impacto econémico cercano a $1.16 trillones
de dolares anuales, segin estimaciones de la misma OMS (durante el afio 2010). ° Particularmente
en México, la tasa de mortalidad por cancer sigue en un aumento sostenido siendo los canceres de
prostata, mama, cervicouterino, colorrectal y hepéatico los que mas se presentan en nuestra

poblacion.©

1.4 Resumen de las estrategias anticancerigenas actuales

Afortunadamente, existe un gran repertorio de alternativas terapéuticas que actualmente estan
disponibles para uso clinico en los distintos tipos de cancer, y se pueden clasificar de acuerdo con
sus blancos moleculares en: antimetabolitos, agentes dirigidos al DNA, antimit6ticos y anticuerpos

monoclonales dirigidos a tumores (Tabla 1).1

Como se resume en la Tabla 1, existe una gran diversidad de estrategias y moléculas capaces
de tratar el cancer. Sin embargo, es necesario puntualizar que existen diferencias importantes en
los origenes, eventos bioquimicos y celulares entre los distintos tipos de células cancerigenas. No
obstante, los compuestos anticancerigenos también afectan mecanismos replicativos y de
supervivencia en celulas sanas. Por esta razon, prevalecen los efectos adversos asociados a las
terapias anticancerigenas. En este sentido, el disefio racional de farmacos y el uso de los nuevos
conocimientos y las nuevas tecnologias podrian mejorar los resultados clinicos que hasta ahora se

han obtenido.
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Tabla 1. Ejemplos representativos de farmacos anticancerigenos. Adaptada de Anderson et al.

2009.1

Clasificacion
seglin su blanco

molecular

Ejemplos representativos

Mecanismo de accién

Evento bioldgico

Antimetabolitos

Metotrexato

Inhibicion de la

dihidrofolato reductasa

Enzima necesaria para la sintesis
del DNA

5-Fluoroxacilo

Inhibicion de la timidilato

sintasa

Enzima necesaria para la sintesis
del DNA

Farmacos
dirigidos al
DNA

Daunomicinay
Doxorubicina

Intercalador de unién no

covalente con el DNA

Inhibe la replicacion y

transcripcion del DNA

Trabectedina

Aglutinante del surco
menor del DNA

Promueven la apoptosis celular

Mostazas nitrogenadas,
aziridinas, metan-
sulfonatos, nitrosoureas,
triazenos, metilhidrazinas,

agentes del platino

Alquilantes del DNA

Alquilacion y fragmentacion del
DNA

Antimitoticos

Derivados de la vinca,

colchicina, pironetina, taxol

Interaccion con los

Arresto del ciclo celular y

Anticuerpos

monoclonales

o microtdbulos y la tubulina apoptosis
laulimalida
Detencion del ciclo celular,
Unién selectiva a HER-2 regulacion negativa de la
Trastuzumab (biomarcador de cancer de angiogénesis e inhibicion de los

mama)

mecanismos de reparacion del
ADN

Bevacizumab

Unién selectiva a VEGF

Bloqueo de la cascada de

sefializacion angiogénica
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1.5 Generalidades del proceso de descubrimiento y desarrollo de farmacos

En general, el proceso de descubrir farmacos consta de cuatro principales fases (Figura 2): (1) la
fase de descubrimiento, en la que se identifica una posible diana molecular de interés, con la
subsecuente identificacion de moléculas activas contra esta diana (hits); (2) la fase de desarrollo,
en la que las moléculas previamente identificadas se optimizan (leads) utilizando modelos in vitro
e in vivo. Es en esta fase donde se incluyen estudios preclinicos y clinicos (en sus diferentes
subfases I, 11 y II); (3) la fase de aprobacion y comercializacion; (4) y, finalmente, la fase de
farmacovigilancia en la que se analizan los posibles efectos adversos asociados al uso clinico del

nuevo farmaco.?

S_elecclon de la Descubrimiento Qun_'n!ca Estm‘:hos Estuqlos Er'!s_ayas Farmacovigilancia
diana molecular del compuesto medicinal In vitro In vivo clinicos
lider

Ya I%) 5 OO > O
* Bioinformatica e  Estudios de relacion e Modelos animales e Informatica
» Tecnologias -omicas estructura-actividad e Perfil ADMET biomédica
» Modelado molecular
¢ Quimioinformatica e Modelos celulares e Modelos clinicos humanos

¢ Ensayos de alto rendimiento e  Selectividad e  Aprobacion
Compuestos _b‘ SEm———— 1 B

Figura 2. Panorama general de un flujo de trabajo convencional en el proceso de descubrimiento y
desarrollo de farmacos. Adaptada de Lépez-Ldpez et al. 2020.%2

De manera general, y en proporciones de alrededor 10 mil a 15 mil compuestos (hits) que se
analizan en este proceso, solo cinco de ellos tienen potencial para ser formulados y evaluados
como posibles farmacos. Eventualmente s6lo uno de ellos serd aprobado para su uso clinico. Todo
este proceso tiene una duracion promedio de 15 afios, con un costo de 3.4 millones de ddlares s6lo
por las fases preclinicas, el cual se incrementa de 8.6 a 21.4 millones de dolares respectivamente

en las fases clinicas 11y 111.52
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1.6 Generalidades del disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC)

El disefio de farmacos asistido por computador (DIFAC o CADD, por sus siglas en inglés) tiene
un rol crucial en el proceso de descubrir y desarrollar nuevos farmacos, pues uno de sus principales
objetivos es filtrar, seleccionar y proponer compuestos novedosos para su futura sintesis y
evaluacion bioldgica. Este filtro cumple la funcion de optimizar los costos y tiempos involucrados
en este proceso. Ademas, el enfoque DIFAC también facilita el reposicionamiento de farmacos
aprobados, dandoles un uso terapéutico adicional al que fueron concebidos originalmente. En este
sentido, el DIFAC se define como un enfoque que utiliza distintas herramientas informaticas para

resolver problemas complejos en el area farmacéutica.*

El enfoque DIFAC recopila, organiza y analiza datos, que se convierten en informacion
procesable, para posteriormente ser verificada en sistemas biol6gicos o no biolégicos, con lo que
logra generar nuevos conocimientos. Como se ilustra en la Figura 3 el enfoque DIFAC consta
basicamente de tres disciplinas que se retroalimentan mutuamente: la informatica biomédica, la
bioinformatica y la quimioinformatica. Dado que las tres disciplinas principales del DIFAC
utilizan métodos y tecnologias similares, es importante no confundirlas. Como se muestra en la

Tabla 2 existen claras diferencias entre éstas.

v Verificar informacion en
e araaaaaaaaaa e Generalizacién del <t - - - - sistemas no-bioldgicos
Verificar informacion en modelos A
hUmangs, | .. ....'een..
Nuevos * . Verificar informacién en
datos """ >  Informatica sistemas biolégicos
{teoria) | Biomédica
- . Prediccion de
Modelado del . Informacién
contexto clinico . (propiedades)

- £ Bioinformatica

Modelado del contexto
biolégico

B e I > Quimioinformatica
Generar / calcular descriptores

Figura 3. Interrelacién entre informatica biomédica, bioinformatica y quimioinformatica. Adaptada de
Lopez-Lopez et al. 2021.1°
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Por otro lado, en el DIFAC existen diferentes métodos para resolver distintos tipos de retos
farmacoldgicos. Por ejemplo, el disefio de farmacos basado en el ligando, en la diana bioldgica y

el enfoque consenso.

Tabla 2. Comparacion de técnicas y conceptos entre las distintas disciplinas del DIFAC. Adaptada de
L6pez-Lopez et al. 2021.%°

Caracteristica Bioinformatica Quimioinformatica Informatica biomédica
Tipo de datos ) Moléculas pequefias y .
Macromoléculas y genes . Datos clinicos
procesados sus propiedades

» Huellas digitales .
Representacion de los . Patrones clinicos y no

Secuencias y estructuras moleculares, .
datos . o clinicos
descriptores quimicos

* Librerias quimicas

*Andlisis de secuencias * Analisis de diversidad | * Bancos de datos clinicos
. i *Alineamiento y modelado | * Prediccion de * Prediccion, prondstico y
Ejemplos de estudios . . . o .
de proteinas propiedades y actividad | diagndstico clinico
*Anélisis evolutivos * Determinacién de * Farmacovigilancia

estructuras quimicas

* Homologia * Espacio quimico * Andlisis documental y
Conceptos clave . . - .y
* Alineamiento * Similitud molecular de imégenes
Ejemplos de conceptos L
* Bases de datos * Mineria de datos

compartidos entre

L * Visualizacién de datos * Interaccion entre proteinas y ligandos
disciplinas

1.6.1 Disefio basado en el ligando

Estos métodos estan basados en el uso de informacion de las estructuras quimicas de los ligandos
a los que se les conoce su actividad biologica. Su principal objetivo es identificar nuevos
compuestos bioactivos o proponer cambios estructurales que podrian mejorar la actividad de los
ya existentes. Algunos ejemplos tipicos de estos métodos son la aplicacion de técnicas que
permiten la basqueda por similitud molecular, el célculo de propiedades y la prediccion de
actividad (estudios de relacion estructura actividad cuantitativos 0 QSAR, por sus siglas en inglés),

asi como el anélisis del espacio quimico (secciones 1.7.1 a 1.7.3).16
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1.6.2 Disefio basado en la estructura de la diana bioldgica

Los métodos basados en la estructura dependen de la informacion tridimensional de la diana
biologica. Ejemplos representativos de estos métodos son el uso de técnicas de acoplamiento
molecular (docking) y dinamica molecular (secciones 1.7.4y 1.7.5). Algunas aplicaciones de estos
métodos son la caracterizacion de sitios de unién, la elucidacion de los mecanismos de accion de
compuestos activos (a nivel molecular), asi como el modelado de estudios cinéticos y

termodinamicos. '

1.6.3 Enfoque consenso

Por otro lado, los métodos consenso (o también llamados hibridos) recopilan y utilizan la
informacidn obtenida por los métodos basados en el ligando y en la estructura de la diana bioldgica
para obtener un conocimiento mas integral del sistema en estudio. Un ejemplo, de éstos es la
construccién de modelos del farmacoforo (seccion 1.7.6). Estos métodos suelen utilizarse en
marchas analiticas donde existen una gran cantidad de compuestos y/o dianas bioldgicas. De
manera simultanea, se realizan estudios de relacion estructura actividad (SAR por sus siglas en
inglés), modelado molecular (acoplamiento molecular y/o dindmica molecular), ademas de
prediccion de propiedades ADMET (absorcion, distribucién, metabolismo, excrecion y toxicidad)
para cada compuesto, lo que permite filtrar una gran cantidad de candidatos de manera eficiente,
y lo que a su vez eficientiza ain mas los tiempos y costos durante las fases 1 y 2 del proceso de

descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos (seccion 1.5).18

1.7 Técnicas comunmente utilizadas como herramientas en el DIFAC

Como se ha mencionado, en el DIFAC se utilizan diferentes disciplinas y enfoques para resolver
los problemas farmacologicos y de quimica medicinal. En este sentido, es claro que también existe
una gran diversidad de técnicas o herramientas que satisfacen de una mejor manera las necesidades
de cada enfoque y/o disciplina. En las secciones subsecuentes (de la 1.7.1 a 1.7.6) se mencionan

brevemente las técnicas mas comunmente utilizadas en el DIFAC.
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1.7.1 Calculo de propiedades

En general, estas herramientas utilizan bancos de datos de moléculas previamente reportadas, de
las cuales se conocen sus propiedades fisicas, quimicas y de actividad biolégica. Esto permite
predecir o calcular estas mismas propiedades para las distintas moléculas en estudio. Algunas
propiedades que se suelen calcular para el DIFAC son las que permiten analizar si las moléculas
de interés cumplen con un perfil farmacoldgicamente deseable (drug-like), por ejemplo: log P,
peso molecular, numero de enlaces rotables o nimero de donadores y aceptores de hidrégeno.
Aunque, adicionalmente suelen calcularse descriptores que analizan la esfericidad, complejidad y

factibilidad sintética de las moléculas.

Existe un gran repertorio de herramientas libres y especializadas en el area farmacoldgica.
Por ejemplo, existen programas de computo tales como el DataWarrior y servidores web como el
SwissADME con interfaces interactivas que facilitan la prediccion/calculo y analisis de las

propiedades y/o descriptores.®

1.7.2 Similitud quimica, molecular y biolégica

La similitud (quimica, molecular y bioldgica) es un concepto ampliamente utilizado en la quimica
medicinal. Su objetivo principal consiste en establecer y cuantificar criterios para definir si un par
de compuestos son similares entre ellos. En este sentido, se define la similitud con base en las
propiedades fisicoquimicas (similitud quimica), estructurales (similitud molecular) o de
bioactividad (similitud bioldgica) que se comparten entre los compuestos comparados. Otra
manera de referirse a las propiedades es mediante los Ilamados “descriptores”, pues como su
nombre lo dice, su funcion principal es describir o caracterizar las distintas caracteristicas de
moléculas. Usualmente, los valores de similitud estan dentro del rango 0 a 1. Cuando un par de

compuestos tienen una similitud de 1 sugiere que existe un 100% de descriptores compartidos.?

Las ventajas de los célculos de similitud molecular son su facil implementacion, su bajo
costo computacional, la rapidez y la masiva cantidad de datos que pueden ser procesados
paralelamente. Una de las desventajas importantes o puntos de cuidado son que per ser la similitud
es relativa (no invariante): depende del tipo, calidad, y cantidad de los descriptores utilizados, asi

como de la métrica para cuantificar dicha similitud.?
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Algunas de las utilidades de las técnicas de similitud son: (1) permiten la identificacion
eficaz de “alertas estructurales” (PAINS), es decir, compuestos con porciones moleculares (nucleos
base o sustituyentes) altamente reactivas (que generalmente se asocian a una alta tasa de falsos
positivos en ensayos in vitro); (2) orientan el reposicionamiento y optimizacion de farmacos; y (3)

facilitan la seleccion y/o priorizacion de compuestos a sintetizar o evaluar.

1.7.3 Espacio quimico

Las definiciones de Lipinski y Hopkins puntualizan las similitudes entre el espacio quimico y el
espacio césmico. Por ejemplo, toda la diversidad de compuestos quimicos estaria poblando el
espacio (cuando nos referimos al espacio quimico), en lugar de las estrellas (cuando nos referimos
al espacio cosmico).?? Y, justo como sucede con el espacio cosmico, para localizar una estrella (su
equivalente seria un compuesto quimico de interés) es necesario describir previamente sus
caracteristicas (en referencia por ejemplo, propiedades fisicoquimicas y/o bioldgicas), para luego

construir una vision general del espacio (espacio quimico).

Dentro de las aplicaciones practicas que ofrece la construccion y el anélisis del espacio
quimico, esta el hecho de que permite representar graficamente conceptos abstractos tales como:
propiedades fisicoquimicas y bioldgicas, similitud molecular y diversidad quimica. No obstante,
lo mismo que la similitud molecular, su representacion no es absoluta, es decir, cambia en funcion
de como se describe (¢qué descriptores se usaran para construir el espacio quimico?, véase mas
adelante en esta misma seccién) y con base en qué se define (;qué descriptores se utilizaran para
definir al espacio quimico?, véase las secciones 1.7.1y 1.7.2).%

Hay una gran variedad de estrategias para explorar visualmente toda la diversidad de
espacio quimico, aunque estas técnicas pueden englobarse en tres tipos de aproximaciones: (1)
basadas en redes. Son representaciones que relacionan nodos (cada nodo representa un compuesto
distinto) a través de conexiones (a mayor cercania, los compuestos comparten mayor similitud
quimica, molecular o biolégica), véase un ejemplo en la Figura 4. (2) Basadas en coordenadas.
Constan de métodos matematicos capaces de reducir “n” dimensiones a 2 (2D) o 3 (3D), lo que
permite condensar multiples variables en un solo grafico (p. ej., descriptores drug-like). Algunos
ejemplos representativos son el método PCA (célculo de componentes principales) y t-SNE

(incrustacién de vecinos estocasticos distribuidos en t). (3) Basadas en mapas. Son graficos que se
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construyen con datos de bioactividad y similitud, aunque a diferencia de las aproximaciones
basadas en redes, éstas permiten un andlisis pareado. Es decir, cada compuesto se compara con

todos los demas compuestos contenidos en la base de datos a estudiar.?*

Todas estas estrategias permiten explorar visualmente el espacio quimico desde
perspectivas complementarias. De hecho, cada una de éstas tiene determinadas utilidades en
farmacologia. Por ejemplo, facilitan el descubrimiento, reposicionamiento, desarrollo vy

optimizacion de farmacos.?> Aungue su uso no se limita a esta area.

@ Colchicina A Laulimalida ® Activo

© Pironectina V Taxol [l Vinca . Inactivo

7 Escala de bioactividad

+ -

Figura 4. Ejemplo de un analisis visual del espacio quimico basado en redes de similitud entre inhibidores
de la tubulina conocidos. La base de datos utilizada para este ejemplo se describe a detalle en el capitulo 5
(seccidn 1) dentro del apartado de materiales y métodos. A) Espacio quimico basado en redes de inhibidores
conocidos, en morado los compuestos activos (<1 uM) y en azul los inactivos (>1 uM). B) Desglose de una
porcion del espacio quimico muestreado, el cual se colorea en una escala de color verde (més activo) a rojo

(menos activo).
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1.7.4 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular se define como un método computacional utilizado para predecir las
interacciones entre dos moléculas. Para esto se utilizan campos de fuerza que contemplan la
energia potencial del sistema, la capacidad de rotacion, la geometria de unién, las cargas

electrostaticas y los potenciales de Lenard-Jones.?®

Existen métodos de modelado molecular como la dinamica molecular (seccion 1.7.5) que
describen detalladamente los sistemas biologicos. No obstante, el acoplamiento molecular sigue
siendo uno de los métodos mas utilizados para explorar los mecanismos y modos de unién entre
una proteina (diana molecular) y su ligando (molécula pequefia de interés). Esto en gran medida
por el relativo bajo costo computacional, la creacion de campos de fuerza mayormente
descriptivos, asi como por la implementacion de algoritmos de busqueda conformacional mas

sofisticados.?’

Sin embargo, estas mismas mejoras podrian paraddjicamente generar puntajes de
acoplamiento (scores) al predecir la union del complejo proteina-ligando de una manera sesgada.
Es decir, que sobreestimen las interacciones existentes. Esto constituye un problema
metodoldgico, pues podria generar un incremento en la tasa de falsos positivos (in silico)
reportados en la literatura. Por esta razén, actualmente se busca un equilibrio entre los modos de
unién (de los ligandos) y sus puntajes de acoplamiento (energias de unién). Adicionalmente, otra
desventaja es la baja capacidad resolutiva de estos métodos en sistemas complejos, tales como

metaloproteinas o sistemas covalentes.?®

Los métodos de acoplamiento molecular son ampliamente utilizados en farmacologia, pues
sirve de “puente” entre la quimioinformatica y los enfoques de relacion estructura- actividad.
Permiten dar sentido a las contribuciones fisicoquimicas de los sustituyentes y nucleos base de las
moléculas de interés en el sistema biologico para el que fueron disefiados (diana bioldgica). En
resumen, el acoplamiento molecular es ampliamente utilizado en los procesos de descubrimiento

y optimizacion de farmacos, y mas recientemente, en su reposicionamiento.

1.7.5 Dindmica molecular

Se trata de un metodo computacional que permite predecir el comportamiento molecular de un
sistema a lo largo de un intervalo de tiempo (milisegundos a femtosegundos). Basandose en

mecanica clasica, este método busca estudiar las interacciones y movimientos de las moléculas
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considerando las fuerzas enlazantes y no enlazantes en el sistema de tal manera que es posible
analizar los cambios conformacionales en una diana bioldgica asociados con la interaccion de un

ligando.?®

Existen ventajas notorias de la dinamica molecular sobre otras técnicas de modelado (p. €j.
el acoplamiento molecular), que sobre todo tienen que ver con la exactitud de los resultados, la
representatividad del sistema estudiado y las implicaciones directas que tienen en el proceso de
desarrollo de farmacos. Sin embargo, su alto costo computacional y la necesidad de equipo de
coémputo especializado siguen limitando el uso de estas técnicas. Por todo lo anterior, la dindmica
molecular suele utilizarse en la etapa final del DIFAC, donde la cantidad de ligandos candidatos

es menor, lo que permite optimizar la relacion costo-beneficio de este tipo de aproximaciones.

1.7.6 Modelo del farmacoéforo

Como se menciond en la seccién 1.6.3, los métodos consenso (hibridos) utilizan técnicas basadas
en el ligando y en la estructura. Un ejemplo representativo es el caso del método del modelo del
farmacoforo. Se define como un ensamble de caracteristicas electrénicas y estéricas que son

necesarias para una 6ptima interaccion entre ligandos y una determinada diana bioldgica.°

Se dice que estan basados en el ligando, cuando se superponen compuestos activos para
analizar cudles son las caracteristicas moleculares en comin, de las que se podria derivar su
actividad bioldgica. Por otro lado, se dice que este método esta basado en la estructura cuando a
partir de acoplamientos moleculares (docking) se infieren los modos de unién de los ligandos

activos e inactivos, se alinean y se analizan las caracteristicas en coman.!

El modelado del farmac6foro es ampliamente utilizado en el DIFAC pues su versatilidad
permite modelar compuestos con o sin informacion estructural de la diana bioldgica en la que
actla, su mecanismo de accién o una vasta coleccion de compuestos con actividad bioldgica
reportada. Se trata de un método ampliamente utilizado en las fases de optimizacion de moléculas
lider (leads), reposicionamiento de farmacos y cribado virtual masivo. Asi como en el disefio de
farmacos de novo, de unién covalente®? y que acttian sobre diferentes dianas bioldgicas de manera

paralela (multi-diana o multi-target).®
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1.8 Productos naturales como agentes anticancerigenos

Histdricamente, y como se discute en la seccion 1.5, el proceso tradicional de descubrimiento de
farmacos es largo y costoso. En el caso particular del cancer es ain més complejo, debido a las
altas tasas de mutacion y la diversidad celular y molecular (mosaico genémico) presente en este
padecimiento, asi como a la resistencia y los efectos adversos asociados a los farmacos actuales.
Por lo anterior, recientemente se han comenzado a utilizar nuevamente fuentes de productos
naturales (PNs) como inspiracion para el disefio de nuevos farmacos anticancerigenos. Algunos
ejemplos exitosos son los alcaloides, los flavonoides, los terpenoides, los polisacaridos, las
saponinas y varios otros tipos de compuestos provenientes de microorganismos, plantas o venenos

naturales.3*

A pesar de que la actividad anticancerigena de los PNs y sus derivados estd ampliamente
documentada, estos compuestos siguen generando retos para la industria farmacéutica, puesto que
los métodos, temporadas y geolocalizacion de recoleccion y extraccion han limitado enormemente
la escalabilidad necesaria para desarrollar ensayos clinicos, y por lo tanto nuevos farmacos.
Aunque recientemente, los nuevos métodos de sintesis organica, caracterizacion estructural y la

generacion de nano-formulaciones ha permitido el redescubrimiento de estos agentes.>3®

Afortunadamente, varios PNs han sobrepasado las dificultades técnicas y se han logrado
posicionar como posibles agentes anticancerigenos. Algunos de ellos en fase preclinicas y clinicas
(1, 11y 111), dentro de los que destacan metabolitos y venenos.* De hecho, alrededor del 50% de
moléculas pequefias aprobadas para uso clinicos (hasta el 2014) provinieron de fuentes naturales,
y actualmente alrededor de 100 PNs (sin modificaciones estructurales) continGan en diversos
ensayos clinicos (dentro de los que destacan los ensayos contra algun tipo de cancer). Algunos
ejemplos representativos de farmacos aprobados inspirados en productos naturales son la
vincristina (aprobado en 1963, y nuevamente en 2012 en su formulacion liposomal), paclitaxel
(aprobado en 1993, y nuevamente en 2005 en su formulacion liposomal), docetaxel (aprobado en
1995), cabazitaxel (aprobado en 2010) y homoharringtonina (aprobada en 2012), todos estos con

propiedades anticancerigenas.*

1.8.1 Productos naturales dirigidos a la tubulina

Existe una gran diversidad de PNs con propiedades anticancerigenas demostrada en multiples
estudios in vitro e in vitro. Sin embargo, su amplia diversidad estructural le confiere a cada uno de

23



ellos la capacidad de interactuar con diferentes dianas moleculares en la célula. En este sentido,
algunos PNs tales como: los derivados del taxol, la colchicina, los alcaloides de la vinca, algunos
derivados del verticileno y algunos longipinenos, asi como los derivados de la pironetina y de la
laulimalida han demostrado tener una potencial actividad cancerigena via la modulacion del
sistema tubulina-MTs.**3 Adicionalmente a la Figura 1, las Figura 5 y 6 muestran algunos
ejemplos representativos de PNs capaces de estabilizar o desestabilizar el sistema tubulina-MTs,

respectivamente.**
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Figura 5. Ejemplos representativos de moléculas derivadas de productos naturales estabilizadores del
sistema tubulina-MTs. Taccalonolida A (1), cyclostreptina (2), ixabepilona (3), ceretamina A (4) y

sarcodietycina A (5). 414
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Figura 6. Ejemplos representativos de moléculas derivadas de productos naturales desestabilizadores del
sistema tubulina-MTs. 4-Etildesmosdumotina B (6), poligamaina (7), (—)-fenilahistina (8), ustiloxin A (9)

y combretastatina A4 (10).4-4
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1.9 DIFAC inspirado en productos naturales

Recientemente, los PNs han tomado nuevamente un rol vital en las etapas de disefio y desarrollo
de nuevos farmacos, particularmente en el &rea del DIFAC. Esto debido a los nuevos y procesos
informaticos de recoleccion mejorados, almacenamiento, procesamiento, analisis y prediccion de
propiedades de moléculas complejas (p. ej. moléculas de origenes naturales tales como metabolitos

secundarios, toxinas y anticuerpos).*

Sin embargo y dada la complejidad de los PNs, es comUn gue éstos no concuerden del todo
con las reglas empiricas que caracterizan a una molécula como buen candidato a farmaco (drug-
like). Aunque, como se ha mencionado en secciones previas (1.8 y 1.8.1), existen excepciones a
estas reglas que confirman la necesidad de continuar explorando a los productos naturales como

posibles agentes terapéuticos, especialmente en el sistema tubulina-MTs.46

2. JUSTIFICACION

Existen un gran repertorio y diversidad estructural de compuestos que acttan como inhibidores de
la polimerizacién de la tubulina y otros que actian como inhibidores de la despolimerizacion de
los microtibulos. No obstante, muchos de ellos tienen un perfil ADMET deficiente que ha limitado
su estudio en fases clinicas. Por lo anterior, el desarrollo e implementacion de protocolos de
cribado virtual con un enfoque consenso permitird proponer sistematicamente inhibidores
novedosos del sistema tubulina-MTs que ademas tengan un perfil ADMET mejorado y que

permitan priorizar la evaluacion in vitro de aquellos candidatos con mayor potencial.

3. HIPOTESIS

Las herramientas in silico con un enfoque consenso permitiran la identificacion de inhibidores

potenciales del sistema tubulina-MTs.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Identificar y evaluar in silico compuestos de origen natural o semisintético con una posible

interaccion sobre la tubulina y/o sobre los microtubulos.

4.2 Objetivos especificos

1. Construir una base de datos de compuestos que interactden con la tubulina y que muestren
actividad contra lineas celulares de céncer, asi como estudiar relaciones estructura-

actividad utilizando el concepto de panorama de actividad.

2. Disefar un modelo farmacoforico para los sitios de union de la colchicina y del taxol en la

tubulina.

3. Cribar diversas bases de datos de productos naturales para seleccionar inhibidores

potenciales de polimerizacion de tubulina y/o despolimerizacién de microtdbulos.

4. Evaluar el perfil ADMET in silico de los candidatos seleccionados en el cribado.

5. Analizar la dindmica molecular de los mejores candidatos propuestos.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Construccioén de bases de datos

Se construy6 una base de datos de 851 compuestos evaluados como inhibidores del sistema
tubulina-MTs en diferentes lineas celulares de cancer.*’®" Los datos de todos los compuestos se
obtuvieron de articulos originales, revisiones y patentes publicadas en un periodo de 15 afios
(2005-2020). La lista completa de compuestos puede ser consultada en la referencia: Lopez-L6pez

et al. (2021).° Los compuestos se clasificaron con base en su actividad contra diferentes tipos
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lineas celulares: cérvix (HeLa), colon (HCT-116), mama (MDF-7 y MDA-MB-231), pulmon (A-
549), o prostata (PC3).

El sistema de entrada lineal de datos moleculares simplificados (SMILES, por sus siglas
en inglés) es una notacidbn comunmente utilizada para representar en una sola dimension
(utilizando codigos alfanuméricos) a un compuesto bi- o tri- dimensional. En este sentido, se
utilizo la representacion SMILES para representar la informacion de conectividad estructural de
los compuestos en nuestra base de datos.%® Por otro lado, se enlistan los valores de plCso (—log
ICs0) para cada compuesto (véase la referencia: Lopez-Lopez et al., 2021).° Finalmente, las
moléculas duplicadas se removieron utilizando el médulo WASH implementado en el programa
Molecular Operating Enviroment (MOE), version 2020.%°

Adicionalmente, se gener6 una segunda base de datos con 429 PNs y sus derivados
(previamente obtenidos en el grupo de investigacion), a la que se le denomind biblioteca in house,
ademas de algunos otros PNs de interés.

5.2. Espacio quimico

A partir de las estructuras quimicas codificadas (SMILES) se calcularon seis propiedades
fisicoquimicas (PF) de interés farmacéutico: coeficiente de particién octanol/agua (clog P), peso
molecular (MW), érea topoldgica superficial polar (TPSA), numero de enlaces rotables (RB),
nimero de atomos de hidrégeno donadores y aceptores de puentes (HBD/HBA). Las PF se
agruparon utilizando el método t-SNE,” el cual se generd con el programa DataWarrior, version
5.2.1.19

5.3 Modelado de panoramas de actividad

Un mapa de similitud estructura-actividad (SAS, por sus siglas en inglés) es un gréafico
bidimensional utilizado para realizar analisis SAR de compuestos evaluados contra una misma
diana bioldgica. A su vez, permite la rapida identificacion de acantilados de actividad (o Activity
Cliff - AC), definidos como compuestos con alta similitud estructural e inesperadas y grandes
diferencias de actividad biologica. Los mapas SAS de igual manera permiten la identificacion de
cambios estructurales en los ndcleos base en las moléculas (scaffold hops - SH), es decir,
compuestos con baja similitud estructural, pero con inesperada y equivalente actividad biolégica.’
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Los mapas SAS se generaron a través de comparaciones pareadas entre cada uno de los
851 compuestos contenidos en la base de datos (seccidn 1), mientras que la similitud entre cada
compuesto se calculé utilizando el coeficiente de Tanimoto y la métrica ECFP4, la cual reconoce
sistematicamente a cada atomo distinto de hidrégeno a una distancia de cuatro atomos, esto se
repite para cada atomo dentro de cada molécula estudiada.’? Los valores de similitud se representan
en el eje X del mapa, mientras que la diferencia de actividad, que corresponde a diferencias de
valores de plCso entre cada par de compuestos, se grafica en el eje Y del mapa SAS. Es decir, si
un compuesto “A” tiene un valor de actividad de 5 y un compuesto “B” tiene un valor de actividad
de 7, la diferencia de actividad de este par de compuestos A-B es de 2. Existen multiples
aproximaciones para determinar las cohortes que permiten definir a un AC.” En este trabajo, el
criterio seleccionado fue el valor promedio + dos desviaciones estandar de los valores de similitud
provenientes de la base de datos completa. Por otro lado, la cohorte de diferencia de actividad
corresponde a dos unidades logaritmicas.” Cada punto (anlisis pareado) mostrado en el mapa
SAS se colored utilizando el indice de panoramas de estructura-actividad (SALI, por sus siglas en

inglés).” El cual se calcula de la siguiente manera:

SALIi; = (JAi — AjD/(1 — sim;j)

donde Aiy A son las actividades de las moléculas i y j, y simij representa a los coeficientes de
similitud entre las dos moléculas. El analisis cuantitativo del mapa SAS se realiz6 con el servidor
Activity Landscape Plotter, un servidor web de acceso libre: http://132.248.103.152:3838/
ActLSmaps/ (consultado el 23 April 2021).7

5.4 Analisis de nucleos base

Para el estudio de los nticleos base, se utilizd la metodologia implementada por Bemis y Murcko.”
Brevemente, el método implica un andlisis de grafos de cada compuesto, donde el “ntcleo base”
es definido como la union de sistemas ciclicos a traves de “cadenas de a&tomos centrales” en una
molécula, las cadenas laterales son removidas, asi como cualquier otro atomo no unido

directamente al nucleo base. Esto se realizé con el nodo de fragmentacion de RDKit implementado
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en KNIME, version 3.7.2.7 Las estructuras de los nicleos base estan disponibles en el material

suplementarios de la referencia: Lopez-L6pez et al. (2021).°

5.5 Graficos de constelacion

Un grafico de constelacidn es una representacion grafica del espacio quimico basado en redes y
coordenadas. Cada nodo representa a un grupo de series analogas. En otras palabras, un grafico de
constelacion reduce el numero de puntos representados en el espacio quimico, lo cual incrementa
la calidad y el volumen de datos interpretables en un espacio quimico bidimensional. El objetivo
principal es identificar aquellas series andlogas repetidas entre los compuestos de nuestra base de
datos, y asociarlas a una actividad promedio.’” El gréfico fue generado a partir de un cddigo abierto

en lenguaje de programacion Pyhton.”

5.6 Modelado y acoplamiento molecular de los compuestos seleccionados

5.6.1 Preparacion de complejo proteico y ligandos

Las estructuras cristalograficas de la a- y B-tubulina (PDB ID: 402B y 5SYF) se obtuvieron de la
base de datos Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/).”® Las moléculas de agua y ligandos del
complejo se removieron. Adicionalmente, los atomos de hidrégeno y cargas formales se asignaron
con el campo de fuerza AMBER10_EHT utilizando el programa MOE. Por otro lado, todos los
ligandos contenidos en las bases de datos se reconstruyeron a partir de sus codigos SMILES y se

minimizaron utilizando el campo de fuerza MMFF94x.

5.6.2 Acoplamiento molecular

Utilizando MOE, se selecciond el método Triangle Matched Pair, con la funcién de puntaje
GBVI/WSA para realizar el acoplamiento molecular. Se consideraron todos los residuos a una
distancia no mayor de 4.5 A del sitio de union de la colchicina o del taxol. Para cada ligando se

evaluaron 30 pasos de busqueda en un formato de ajuste inducido y se selecciond la conformacion
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de mejor puntaje. Posteriormente, cada una de las conformaciones de cada compuesto se
inspeccion6 manualmente. Los mejores modos de union de cada compuesto se utilizaron para los

estudios farmacoféricos y de dinamica molecular.

5.7 Modelado del farmacéforo

A partir de los 20 compuestos mas activos (y estructuralmente diversos) contenidos en la base de
datos generados (seccion 1) para el sitio de unién de la colchicina o el taxol, se utilizaron sus
respectivas posiciones de acoplamiento y se definieron aquellas caracteristicas quimicas (regiones
farmacofédricas) que tuvieran una frecuencia mayor al 60% en los compuestos activos (al menos
12 de los 20 seleccionados cumplen con esa caracteristica) utilizados para construir el modelo.
Este procedimiento se realizé automaticamente utilizando por defecto los parametros sugeridos

por la funcién pharmacophore implementada en el MOE.

5.8 Cribado virtual

Se cribd la base de datos in house con 429 compuestos de origen natural y/o semisintético. Se
seleccionaron, para evaluaciones in silico mas exhaustivas, tales como la dindmica molecular,
aquellos compuestos que cumplian de manera consensuada con diferentes caracteristicas: (1)
compuestos con valores de similitud molecular (mayor al promedio) contra alguno de los
compuestos reportados previamente como activos (seccion 1); (2) compuestos con valores de
acoplamiento molecular calculados (binding score) mayores a los compuestos control (colchicina
y/o taxol); (3) compuestos que cumplen con las caracteristicas farmacoféricas de unién (seccién
7);y (4) aquellos compuestos que no violaran las reglas empiricas utilizadas en el disefio racional
de farmacos (seccién 2). Los mejores candidatos fueron seleccionados para estudios por dindmica

molecular y calculos de prediccion de energia de afinidad (pK;).2°

5.9 Dinamica molecular

Utilizando el programa Desmond con el campo de fuerza OPLS 2005, se preparé el complejo

proteina-ligando con la herramienta “System Builder Utility”” en una malla de dimensiones 10 x 10
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x 10 A. Se empled el modelo de agua TIP3 y el complejo se neutralizd con NaCl (0.15 M). El
complejo se minimizo con el algoritmo de descenso profundo con el método LBFGS de 3 fases.
El periodo de equilibracion fue de 250 ps con una dinamica browniana, utilizando el termostato
de Berendsen. La simulacion de DM se realiz6 con el ensamble NVT de calentamiento lento de
10 a 300 K en 3000 ps.8!

Finalmente, el ensamble de equilibracion se generd con el termostato de Berendsen vy el
barostato de Langevin durante 250 ps adicionales. El sistema se sometié a 100 ns de produccion,
con un ensamble NPT en condiciones 1 bar (barostato MTK) y 300 K (termostato Nosé-Hoover).
Las fuerzas electroestaticas se calcularon con el método PME usando 9 A de corte. La integracion
se realizd cada 1.2 fs, con un intervalo de 50 ps. La calidad de la simulacion y el anélisis de la

trayectoria se generé con la herramienta implementada en el programa Maestro-GUI.%2

5.10 Perfil ADMET in silico

Utilizando la plataforma de acceso libre SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php) se
predijeron parametros farmacocinéticos (p. ej. absorcién gastrointestinal y posible inhibicion de
citocromos) y el perfil de quimica medicinal (p. e]. presencia de alertas estructurales) para cada
compuesto contenido en nuestra base de datos in house.®
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6. RESULTADOS

6.1 Construccion y curado de una base de datos basada en lineas celulares

Como se describe en el capitulo 5 (seccion 5.1), se construyd una base de datos de 851 compuestos

a partir de la basqueda bibliografica de compuestos con actividad reportada contra el sistema

tubulina-MTs y con reportes de actividad asociados con la inhibicién de la replicacion de lineas

celulares cancerigenas. La actividad citotdxica de los compuestos se expreso en pClso (—log 1Csp)

y el formato de entrada de las moléculas se recopild en formato SMILES. Finalmente, la base de

datos fue procesada y curada. Este proceso se ilustra en la Figura 7.
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Figura 7. Construccion y curado de una base de datos basada en lineas celulares. El proceso de curado

consto de cuatro fases: 1) Mineria de datos, 2) Identificacion de datos representativos; 3) Procesamiento de

datos; y 4) Curado de datos. El procesamiento y el curado de datos se llevo a cabo con el programa MOE.®
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6.2 Espacio quimico

La Figura 8A muestra una representacion visual del espacio quimico de los 851 compuestos
utilizando coordenadas t-SNE basadas en descriptores de interés farmacéutico descritos en el
capitulo 5, seccion 5.2.
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Figura 8. Descripcion general de las propiedades fisicoquimicas de 851 compuestos evaluados en ensayos
basados en células. Los compuestos estan coloreados por rangos de valores de actividad bioldgica: verde
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como activo (<1 uM) y rojo como menos activo (>1 uM). Los compuestos se agruparon por sitio de unién:
sitio de los alcaloides de la vinca (V), sitio de paclitaxel (T), pironetina (P), laulimalida (L) y sitio de
colchicina (C). (A) Representacion visual del espacio quimico utilizando t-SNE; (B-G) Diagramas de caja
de las propiedades similares a las drogas cominmente utilizadas en el proceso de disefio y desarrollo de
farmacos. (B) clog P; (C) nuimero de aceptadores de puentes de hidrogeno; (D) TPSA (superficie
topoldgica); (E) numero de donadores de puentes de hidrdgeno; (F) RB (enlaces rotables); (G) MW (peso
molecular). Las cajas delimitan los datos con valores en el primer y tercer cuartil. Los tridngulos rojo y
negro denotan las distribuciones de media y mediana, respectivamente. Los puntos de datos fuera de las

cajas indican valores atipicos; (H) Estadisticas resumidas del conjunto de datos.

Se realiz6 un anélisis descriptivo de las propiedades de interés farmacéutico que se muestra
en la Figura 8B-G. Por ejemplo, en el panel B (clog P), los compuestos activos (area verde) tienen

valores de alrededor de 2.5 a 4.0, y los compuestos inactivos (area roja) tienen valores mas altos.

6.3 Panoramas de actividad

Siguiendo el concepto de panoramas de actividad descrito en los capitulos 1y 5, se analizaron las
relaciones estructura-actividad (SAR) de los 851 compuestos probados en ensayos basados en
células. Las Figuras 9A y 9B muestran el mapa SAS y la amplificacion en la zona de AC,
respectivamente. Cada punto representa un par de compuestos que estan coloreados por valores
SALL, utilizando una escala de color desde verde (valor SALI bajo, es decir, no AC) hasta rojo
(alto valor SALL, es decir, AC). La informacion ayuda a identificar pequefios cambios estructurales
en las moléculas que disminuyen o aumentan su bioactividad. Curiosamente, el 97% de los puntos
de datos corresponden a una serie de compuestos con baja similitud estructural: el 67% son SH
(compuestos con baja similitud estructural y bajas diferencias de actividad o alta similitud de
actividad). Este resultado es indicativo de la alta diversidad estructural de los compuestos en este

conjunto de datos. Las Figuras 9B y 9C ilustran las estructuras quimicas de la AC representativas.
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Figura 9. Panorama de actividad de inhibidores del sistema tubulina-MTs utilizando informacion basada

en inhibicion de lineas celulares. Un total de 856 compuestos se analizaron por pares utilizando el servidor
“Activity Landscape Plotter” (http://132.248.103.152:3838/ActLSmaps/).”

De manera complementaria, se realizaron estudios del contenido de nlcleos base como se
ilustra en la Figura 10A, la cual muestra una vision general de los diez nicleos base m&s comunes
en la base de datos. En contraste, la Figura 10B muestra un panorama de actividad de los
compuestos mas bioactivos (con sus respectivos identificadores de nicleos base). La Figura 10B
muestra los valores de plCso mé&ximos reportados contra cualquiera de las lineas celulares
estudiadas en este trabajo. Por ejemplo, el compuesto 3D es mas activo (pICso max = 10.1) que
17ZZ (pICso méx = 9.6) y este Gltimo, a su vez, es mas bioactivo que 10111 (pICso max = 9.2). En
la Figura 10B, los compuestos (representados por puntos) estan coloreados por una escala de color,
desde el rojo (menor valor de similitud con el andamio de colchicina) hasta el azul (mayor similitud

con el andamio de colchicina).
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Figura 10. Anélisis del contenido de nlcleos base de compuestos con actividad contra el sistema tubulina-
MTs utilizando datos de inhibicidn basados en células. (A) Frecuencia de los nucleos base mas comunes.
Los nucleos base se generaron utilizando la definicion de Bemis y Murcko; (B) nucleos base de los
compuestos mas activos y diferencias de actividad. Se grafica el pICso maximo reportado para alguna de
las lineas celulares estudiadas (plCso méx). Se ilustran el cédigo identificador de moléculas (ID) y nucleos
base (SID) para cada estructura. Cada ntcleo base esté coloreado por el valor de similitud bajo (rojo) o alto

(azul) con el andamio estructural de Bemis y Murcko de la colchicina.
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En forma notable, solo S128, S140 y S165 (nucleos base comunes) estan contenidos en cinco,
cuatro y cuatro casos, respectivamente, de los compuestos mas activos. En otras palabras, son
nucleos base (Bemis-Murcko) comunes que no necesariamente estan contenidos en los compuestos
mas activos. La lista completa de nucleos base se encuentra en la Tabla S2 de la seccidn de anexos
de Lopez-Lopez et al. 2021.%°

6.4 Gréfico de constelacién (constellation plot)

Los diagramas de constelacion se desarrollaron como una representacion grafica que muestra las
SAR, y que integra el estudio del espacio quimico basado en coordenadas y en series analogas. Es
decir, estos graficos resumen el contenido de los ndcleos base de un conjunto de compuestos
quimicos y muestran la diversidad de ndcleos base y sus relaciones estructurales mutuas. Dado
que los datos de actividad bioldgica se pueden mapear en un grafico de constelacién, estas
representaciones bidimensionales del espacio quimico permiten la identificacion de regiones
enteras en el espacio quimico ricas en datos SAR, ya sean activas (“regiones brillantes” en analogia
con el espacio quimico) o inactivas (“'regiones oscuras"), donde se han encontrado pocas 0 ninguna

molécula activa. La Figura 11 muestra la constelacion de inhibidores de tubulina-MTs.

A partir de la base de datos inicial de compuestos, las estructuras quimicas de 851 inhibidores se
han resumido en 142 series analogas (ilustradas en la Figura 11), que resumen ain mas los 258
nicleos base de Bemis-Murcko Tabla S2 de la seccion de anexos de Lopez-Lopez et al. 2021.1°
Cabe destacar que los compuestos con diferentes nicleos base (Bemis-Murcko) comparten una
fraccion estructural (que no es un nucleo base completo). Esto explica por qué las moléculas con
diferentes nucleos base podrian estar contenidas en la misma serie analoga. Una serie analoga
considera la ruta sintética para generar los compuestos (utilizando reglas retrosintéticas - RECAP,
por sus siglas en inglés).8* En contraste, los nicleos base de Bemis-Murcko no consideran reglas
sintéticas ya que éstos eliminan las cadenas laterales de cada compuesto. Ademas, los graficos de
constelaciones ordenan las series analogas utilizando coordenadas basadas en la similitud, es decir,
las series analogas con estructuras quimicas similares estan estrechamente ordenadas porque
comparten coordenadas X y Y similares en las graficas 2D. En contraste, las series analogas con

estructuras quimicas diferentes permanecen muy separadas.
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actividad promedio de los compuestos contenidos en cada serie analoga.

6.5 Construccién del modelo farmacoforico

Figura 11. Diagrama de constelacion de compuestos con actividad contra el sistema tubulina-MTs
utilizando datos de inhibicion basados en células. La grafica muestra 147 puntos de datos, cada uno
representando una serie analoga. Las series analogas seleccionadas se identifican con un nimero. El tamafio

del punto de datos indica el nimero relativo de compuestos en cada serie analoga, y el color es relativo a la

Como se describe en el capitulo 5, seccion 3, se acoplaron cada uno de los compuestos disefiados
para interactuar con el sitio de unidén de la colchicina y/o del taxol. Asi, los modos de union de los

compuestos mas activos se utilizaron para construir el modelo farmacoforico (Figura 12).
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l Don: H-bond donor

l Don2: H-bond donor projection
Acc: H-bond acceptor
Acc2: H-bond acceptor projection

I Aro: Aromatic center

I Aro2: Aromatic ring normal

I Hyd: Hydrophobic centroid

I HydA: Hydrophobic atom

Compuestos que retinen al menos el 60% de
las caracteristicas farmacoféricas

n Compuestos que no retinen al menos el 60%
de las caracteristicas farmacoféricas

Figura 12. Modelo farmacoférico de compuestos que interactan con el sitio de union de la colchicina.
En amarillo se muestra la colchicina. Los puntos coloreados en rosado (puentes donadores de hidrégeno),
azul (puentes aceptores de hidrégeno), naranja (interacciones aromaticas) y verde (interacciones
hidrofdbicas) describen la posicion y la interaccidn necesaria que las moléculas deben de tener para inhibir
a la tubulina. El acoplamiento molecular (docking) y el modelo farmacoférico se realizaron empleando el
programa MOE.

Finalmente, estos modelos farmacoféricos permitieron cribar la base de datos in house
(PNs y/o compuestos semisintéticos con actividad desconocida contra el sistema tubulina-MTSs),
lo que se discute en secciones posteriores.

6.6 Cribado virtual

Los enfoques de cribado virtual consenso, como su nombre lo indica, utilizan diversas
aproximaciones (complementarias) que permiten priorizar aquellos compuestos con mayor
potencial de ser activos. En este caso, se cribaron 429 compuestos (de origen natural y/o
semisintetico) de los cuales solo cinco compuestos cumplieron con todos los criterios de seleccion

planteados en el capitulo 5, seccion 4. Dichos compuestos se ilustran en la Figura 13.
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Figura 13. Compuestos que cumplieron cada uno de los criterios de seleccion planteados en el protocolo
de cribado virtual.

A continuacion, se llevo a cabo una busqueda bibliografica exhaustiva, y se encontrd que,
de los cinco compuestos seleccionados, tres de estos (FQNP278, FQNP280 y FQNP112) tienen
alguna actividad previamente reportada contra el sistema tubulina-MTs. De los cuales, el mas
potente es el compuesto FQNP112 (15 uM, en ensayos celulares; y 40 uM en el sistema tubulina-
MTs).2° Los compuestos sin antecedentes de actividad en el sistema tubulina-MTs (CINV1 y
FQNP443) se estudiaron con mayor detalle utilizando célculos de dinamica molecular. Algo
importante de mencionar es que se sugiere que los compuestos seleccionados podrian estar
interactuando con el sitio de union de la colchicina en el sistema tubulina-MTs, esto de acuerdo

con los resultados obtenidos del acoplamiento molecular.

6.7 DinAmica molecular

Se utilizdé al compuesto DJ101 (Figura 14) como control de procesamiento. Existen reportes
cristalograficos que demuestran la afinidad y el mecanismo de interaccion entre el sistema

tubulina-MTs y el compuesto DJ-101 en el sitio de unién de la colchicina.®
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Figura 14. Interacciones clave identificadas durante la dinamica molecular. (A) Dinamica molecular del
compuesto DJ101 (compuesto con actividad inhibitoria contra el sistema tubulina-MTs) que interact(ia en
el sitio de union de la colchicina. (B) Dindamica molecular del compuesto CINV1. (C) Dindmica molecular
del compuesto FQNP443. (D) Dindmica molecular del compuesto FQNP112. Los compuestos de los
paneles B, C y D son compuestos seleccionados a partir del protocolo de cribado virtual propuesto. Los
recuadros de color rojo remarcan interacciones clave clasicamente reportadas y las flechas rojas, a su vez,
muestran aquellas interacciones clave que se identifican en inhibidores novedosos del sistema tubulina-
MTs que interacttan en el sitio de unién de la colchicina (p. ej., interacciones reportadas para el compuesto

DJ101).
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Los resultados de dinamica molecular con 100 ns de produccidn ilustrados en la Figura 14A
muestran consistencia entre los resultados experimentales (datos cristalograficos previamente
reportados) y los obtenidos utilizando el protocolo de dinamica molecular planteado en el capitulo

5, seccién 9.

6.8 Célculo de propiedades ADMET

Utilizando el servidor SwissADME, como se describe en el capitulo 5, seccion 10, se predijeron
las propiedades ADMET de los compuestos con mayor actividad moduladora en el sistema
tubulina-MTs, los que a su vez se identificaron mediante el protocolo de cribado virtual que se ha
abordado en este trabajo. Los datos obtenidos fueron valores relativos a la lipofilicidad (consenso
de log Po/w), farmacocinética (absorcidon gastrointestinal - GI, permeabilidad de barrera
hematoencefélica - BBB y substrato de glicoproteina P - P-gp), propiedades similares a farmacos
aprobados (puntaje de biodisponibilidad) y propiedades de quimica medicinal (alertas

estructurales), éstos se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Valores ADMET predichos con el servidor SwissADME.

Consenso
Absorcién | Permeabilidad | Substrato Puntajes de Alertas
Compuesto de log o o
Gl de BBB de P-gp | biodisponibilidad | estructurales
Po/w

Colchicina 2.36 Alta NO M| 0.55 0
DJ-101 3.62 Alta NO Sl 0.55 0
FQNP112 2.54 Alta NO NO 0.55 0
FQNP443 2.79 Alta ] NO 0.55 0
CINV1 4.64 Alta ] Sl 0.55 0
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Los meétodos de prediccion implementados en SwissADME han sido ampliamente
documentados por Antoine et al.8 Por ejemplo, la propiedad “consenso de log Po/w” promedia
los valores de coeficiente de solubilidad en octanol/agua calculados por cinco modelos distintos,
en donde valores mas altos sugieren mayor lipofilicidad. Las propiedades “absorcion GI” y
“permeabilidad de BBB” se predicen a partir de la relacion de log P y el TPSA de cada molécula,
es decir, son métricas relativas al area de contacto y la lipofilicidad de cada molécula. Por otro
lado, basado en la similitud estructural contra un set de 1033 moléculas referencia, el servidor
agrupa las moléculas consultadas y define si existe similitud relativa con aquellas moléculas
“substrato” y “no-substrato” de la glicoproteina P. El puntaje de biodisponibilidad se expresa como
la probabilidad de que la distribucidn de la concentracién inicial administrada de la molécula
evaluada (en un modelo murino) sea mayor al 10%. Finalmente, las alertas estructurales
cuantifican la cantidad de elementos estructurales de las moléculas que podrian surgir durante las
fases de evaluacion en modelos in vitro o in vivo y podrian limitar el perfil ADMET de estas

moléculas.

6.9 Resumen de resultados

Los resultados del protocolo de cribado virtual con un enfoque consenso se muestran en la Tabla
4. Desde los estudios inherentes al disefio de farmacos basado en los ligandos (célculos de similitud
molecular), pasando por métodos de disefio hibridos (similitud farmacoférica), hasta llegar los
enfoques de disefio de farmacos basados en la diana bioldgica (acoplamiento y dinamica molecular
y célculos de energia de union). Ademas, se afiaden datos sobre aquellos compuestos que fueron
utilizados como controles (colchicina y DJ101), que han sido reportados previamente como
compuestos activos (FQNP112) y notas sobre aquellos compuestos con actividad ain desconocida
sobre el sistema tubulina-MTs (FQNP443 y CINV1).
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Tabla 4. Resumen de resultados del protocolo de cribado virtual propuesto.

Similitud Puntaje de Similitud Interacciones
Molécula estructural | acoplamiento imilitud clave durante | Prediccion Notas
con molecular farmacoforica la dinamica de energia
compuestos molecular de union*
activos (100 ns)
Control
Colchicina —10.01 - SI 5.402
(12-140 nM)
Control
DJ-101 SI —10.24 SI SI 5.949
(3-12 nM)

Previamente
reportado
como activo
(15 uM)

FQNP112 Sl —9.02 Sl Sl 5.883

Probablement

FQNP443 sI -7.97 sI sI 5.182 e activo

Posible

CINV1 Sl —-10.02 Parcialmente Parcialmente 6.486 mecanismo
alternativo de
unién o
inactivo

* Calculado con: Extended Connectivity Interaction Features.”

7. DISCUSION

Hay un gran repertorio y diversidad estructural de compuestos que actian como inhibidores de la
polimerizacion de la tubulina y otros que actian como inhibidores de la despolimerizacion de los
microtibulos. No obstante, muchos de ellos tienen un perfil ADMET deficiente que ha limitado
su estudio en fases clinicas. Por lo anterior, el desarrollo e implementacion de protocolos de

cribado virtual con un enfoque consenso permiten proponer sistematicamente inhibidores
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novedosos del sistema tubulina-MTs que ademés tengan un perfil ADMET mejorado y que

permitan priorizar la evaluacion in vitro de aquellos candidatos con mayor potencial.

Usualmente, los estudios que relacionan la estructura quimica y la actividad de una serie
de compuestos se construyen a partir de datos bioquimicos (ensayos de inhibicion directamente en
la diana biologica) lo que suele generar informacién util sobre las caracteristicas estructurales
necesarias para que un compuesto posea buena actividad. No obstante, estudios recientes han
demostrado que construir modelos a partir de datos basados en la inhibicion de lineas celulares
permite mejorar las predicciones de actividad. Con estos antecedentes, se construyd la primera
base de datos de inhibidores reportados con actividad sobre el sistema tubulina-MTs que ademas

presenten actividad contra lineas celulares cancerigenas.

Actualmente, la tecnologia de la era de los grandes datos (big data era) ha permitido
generar, almacenar, curar, administrar, utilizar y transversalizar maltiples datos. Es decir, generar
informacion (Gtil de los datos, y eventualmente conocimientos practicos de éstos.’® La
farmacoldgica, la quimica y cualquier otra ciencia quimio-bioldgica no deberian ser (en lo
absoluto) ajenas a estos avances tecnologicos. En este sentido, este proyecto pretende ofrecer un
ejemplo del impacto y la utilidad de las herramientas quimioinforméticas y bioinformaticas en

torno al descubrimiento de moléculas activas y farmacos.

En esta seccion se discuten los resultados (capitulo 6) derivados de este proyecto de

investigacion:

e Construccion y curado de una base de datos de compuestos con actividad contra lineas

celulares.

Uno de los mayores logros derivados de este proyecto ha sido la creacion y curado de 851
compuestos con actividad moduladora sobre el sistema tubulina-MTs. La captura de los datos y
estructuras quimicas continda siendo uno de los mayores retos de este tipo de aproximaciones,
pues al no utilizar un proceso automatizado en la captura de los datos, existe la posibilidad de
generar errores involuntarios. No obstante, el proceso de curar o preparar la base de datos de
manera automatica permite identificar alguno o algunos de los errores cometidos durante el
proceso de captura. Finalmente, el criterio quimico y biolégico humano complementa los procesos

de curado automatizado.
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Si se analiza el periodo de tiempo (del afio 2010 al 2020) en que se publicaron los
compuestos contenidos en la base de datos generada, se podria asegurar que la base de datos esta
lejos estar “completa”. Es decir, seguramente existen en la literatura estructuras quimicas diversas
que no han sido contempladas en este protocolo de cribado virtual. No obstante, la base de datos
generada esta enriquecida de una gran diversidad estructural de compuestos (capitulo 6, seccion

3). Esto muestra el valor operativo de esta base de datos.

Es importante enfatizar que los datos de bioactividad contenidos en la base de datos generada
provienen de ensayos basados en células. Por lo tanto, implica la afinidad de estos compuestos con
su respectiva diana bioldgica (sistema tubulina-MTSs), y también con la capacidad de interactuar
favorablemente con un sistema biologico (celular). Por ejemplo, es relevante considerar aspectos
de permeabilidad de barreras membranales, asi como posibles uniones inespecificas (ademas de la

interaccion con el sistema tubulina-MTs).

e Espacio quimico y panoramas de actividad (mapas SAS)

En relacion con los compuestos contenidos en la base de datos, los resultados sugieren que existen
diferencias fisicoquimicas caracteristicas que distinguen a los compuestos que interactian en
diferentes sitios de reconocimiento en sistema tubulina-MTs. Por ejemplo, en la Figura 8 se
describen propiedades de interés farmacéutico para aquellos compuestos que interactian en el sitio
de union de los alcaloides de la vinca, del paclitaxel, de la pironetina, de la laulimalida o de la
colchicina, donde se observan diferencias claras entre cada grupo de compuestos. A pesar de que
estos parametros no fueron utilizados como criterios principales para predecir compuestos
potencialmente activos, estos datos podrian ser empleados para futuros procesos de optimizacion,
ya que ahora se tiene un antecedente de los limites inferiores y superiores de cada propiedad
fisicoquimica de interés, especificamente, para los diferentes tipos de moduladores del sistema
tubulina-MTs.

Por otro lado, y como se muestra en la Figura 9, existen patrones estructurales en los
compuestos contenidos en la base de datos generada, que permitieron identificar pequefios cambios
estructurales que modifican la actividad asociada a los compuestos. Esta informacion, es

igualmente util para futuros procesos de optimizacion de moléculas disefiadas para actuar en el
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sistema tubulina-MTs. Algo interesante de resaltar, y que se ilustra en la Figura 10, es que los
nucleos base mas frecuentes no estdn contenidos en los compuestos reportados con mayor
actividad, lo que podria sugerir dos posibles tendencias en la publicacion de compuestos activos
contra el sistema tubulina-MTs: (1) Los autores explicitamente estan reutilizando los mismos
nucleos base con el objetivo de tratar de optimizarlos, dejando de lado la busqueda exhaustiva de
moléculas con nuevas caracteristicas estructurales y fisicoquimicas (se estudia una pequefia region
del espacio quimico); o (2) los nucleos base mas activos (y menos frecuentes) podrian haber
surgido de largos procesos de optimizacion previos al afio 2010 (fecha de corte para construir esta

base de datos).

e Gréfico de constelacion

A partir de la fragmentacion de los compuestos contenidos en la base de datos generada se
identificaron series analogas con alto potencial de ser optimizadas. Por ejemplo, la Figura 11
muestra al nicleo AS130, un ndcleo que en promedio tiene una alta actividad (color verde) y que
ademas pocas estructuras comparten esta serie analoga (tamafio del punto), lo que lo hace una
estructura quimica interesante para futuras optimizaciones al ser un compuesto novedoso y
potente. Ademas, el grafico de constelacién muestra la clara identificacion de "regiones oscuras"
(inactivas) en el espacio quimico de los inhibidores de tubulina-MTs, por ejemplo, las series
analogas con valores de plCso promedio bajo: AS16, AS23, AS68, AS92 y AS96. Por otro lado,
también se identificaron series analogas prometedoras, por ejemplo, las series andlogas con plCsg
promedio alto, como: AS2, AS9, AS43, AS112, AS130y AS133, que, aunque son series analogas
poco exploradas, tienen una actividad promedio alta. Por lo tanto, estas series analogas podrian ser
el futuro de nuevos y potentes inhibidores. Sin embargo, y a pesar de su alta actividad promedio,
algunas series (por ejemplo, AS112) aln podrian tener limitaciones debido a su dificil
accesibilidad sintética o su pobre perfil farmacocinético.

e Acoplamiento molecular y construccién del modelo farmacoférico

El acoplamiento molecular es una de las estrategias mas utilizadas en el DIFAC. Sin embargo, y
como cualquier técnica, el acoplamiento molécula tiene sus limitaciones. Por ejemplo, que los

puntajes de acoplamiento (scoring) podrian sobreestimar la afinidad de un producto natural (por
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ejemplo), esto pues este tipo de compuestos tienden a ser estructuras mas complejas y con mayor
cantidad de posibles interacciones.?® No obstante, que puedan generar mas interacciones no
significa que éstas serdn estables en un entorno bioldgico. Es por esto, que, aunque el acoplamiento
molecular ofrece resultados que guian en el disefio racional de farmacos, esté lejos de suponer una
solucion predictiva absoluta de la posible actividad de un compuesto. De hecho, en este caso de
estudio en particular, los puntajes de acoplamiento entre los compuestos activos e inactivos no
presentaron diferencias importantes. Es decir, en promedio los puntajes de acoplamiento de
compuestos activos e inactivos fueron similares. Si Unicamente se hubiese considerado este
criterio, la tasa de casos falsos positivos se incrementaria dramaticamente en nuestro protocolo de

cribado virtual.

Los modelos farmacoforicos construidos a partir de los modos de unién proteina-ligando
permitieron reunir todas las caracteristicas electrénicas y estéricas de los inhibidores del sistema
tubulina-MTs. Asi, el empleo de este método hibrido hizo posible el uso de la informacién
tridimensional de los compuestos y de la diana bioldgica, lo que enriquecié el analisis generado

Unicamente por acoplamiento molecular.

No obstante que el acoplamiento molecular y el modelado farmacoférico proporcionan una
representacion tridimensional precisa de los complejos tubulina-ligandos, estos modelos tienen
como limitante el hecho de que no generan sistemas dindmicos. En otras palabras, se analiza solo
un estado conformacional de los maultiples existentes en un entorno biolégico. Ademas, en el
protocolo de cribado virtual no se considera ningun aspecto relacionado con la multirresistencia a
farmacos, por ejemplo, los generados por mutaciones puntuales en la tubulina y los cambios

conformacionales derivados de esto en los microttbulos.t

e Dindmica molecular

Las simulaciones por dinamica molecular permitieron analizar temporal y espacialmente las
posibles interacciones de los ligandos, asi como su estabilidad con la tubulina. Se pudo estructurar
un protocolo que logra reproducir las caracteristicas de union para las moléculas con la
informacién cristalografica disponible (colchicina y DJ101). Esto permitié validar las
interacciones potenciales entre las moléculas propuestas y la tubulina. Sin embargo, el sistema

dinamico, nuevamente, esta lejos de estar completo. Por ejemplo, se necesitaria modelar una parte
48



mayor, y mas representativa, de un microtubulo para poder modelar los cambios conformacionales
asociados a la modulacion del sitio de union de la colchicina, el taxol, o cualquier otro en las a- y

B-tubulinas.

e Calculo de propiedades ADMET

Aunque estos criterios no fueron utilizados para priorizar la seleccion de compuestos con actividad
moduladora potencial del sistema tubulina-MTs, se generd informacién util para procesos de
optimizacion y/o formulacion de los compuestos de interés. Previo a esto, sera indispensable la
evaluacion bioldgica de estos compuestos en distintos modelos enziméticos y celulares para

corroborar su actividad y justificar su posterior optimizacion.

8. CONCLUSIONES

Se construy6 la primera base de datos de inhibidores reportados con actividad sobre el sistema
tubulina-MTs que ademé&s muestran actividad contra lineas celulares cancerigenas. Esto permitira
guiar estudios posteriores de relaciones estructura-actividad (SAR) en un contexto bioldgico a
nivel celular. Es decir, los datos basados en células contienen informacion implicita que no es
posible analizar a través de ensayos bioquimicos. Se propone el uso de esta informacion para
generar métodos predictivos SAR que permitan reducir la tasa de error en las evaluaciones

bioldgicas de nuevos inhibidores de los sistemas tubulina-MTs.

El presente trabajo explord y describidé el método SAR bajo el concepto de panorama de
actividad y el andlisis de contenido de ndcleos base de inhibidores del sistema tubulina-MTs con
actividad reportada contra lineas celulares de cancer. Este trabajo revel6 que los inhibidores
actuales de tubulina-MTs de origen natural constituyen una serie de compuestos con una
diversidad estructural limitada. Se concluye que existen diferencias en el perfil fisicoquimico de
los compuestos en funcidn de su sitio de union a la tubulina, ya sea en el sitio de la colchicina, de

los alcaloides de la vinca, de la pironetina, del paclitaxel o de la laulimalida.

Cinco derivados de PNs se identificaron como inhibidores potenciales del sistema tubulina-
MTs. Tres de ellos tienen reportes experimentales asociados que sustentan su actividad inhibitoria

sobre el sistema tubulina-MTs.

49



9. PERSPECTIVAS

Una de las etapas logicas e inmediatas de esta investigacion es la evaluacion de los compuestos
CINV1 y FQNP443 en ensayos in vitro con el objetivo de determinar experimentalmente su

actividad sobre el sistema tubulina-MTs.

Ademas, durante el desarrollo de esta investigacion, se identificaron series analogas de interés
bioldgico (por ejemplo, AS2, AS9, AS43, AS112, AS130 y AS133). Estas series podrian ser el
punto de partida para la sintesis y evaluacion bioldgica de los que pueden ser analogos
semisintéticos de productos naturales nuevos, diversos y mas potentes que actlen como

inhibidores del sistema tubulina-MTs.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Portada del articulo original derivado de los resultados de este proyecto de investigacion.
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Abstract: Inhibiting the tubulin-microtubules (Tub-Mts) system is a classic and rational approach
for treating different types of cancers. A large amount of data on inhibitors in the clinic supports
Tub-Mts as a validated target. However, most of the inhibitors reported thus far have been developed
around common chemical scaffolds covering a narrow region of the chemical space with limited
inmovation, This manuscript aims to discuss the first activity landscape and scaffold content analysis
of an assembled and curated cell-based database of 851 Tub-Mts inhibitors with reported activity
agairst five cancer cell lines and the Tub-Mts system. The structure-bioactivity relationships of the
Tub-Mts system inhibitors were further explored using constellations plots, This recently developed
methodology enables the rapid but quantitative assessment of analog series enriched with active
check for com pounds. The constellations plots identified promising analog series with high average biological
updates activity that could be the starting points of new and more potent Tub-Mts inhibitors.
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The o, f-tubulin heterodimer is the basic structural unit of microtubules. It is one of

Acardemic Editor: Martin Vogt the most studied cancer therapy targets due to its significant role in cellular and tumor
proliferation. It actively participates in forming the centrosome, an essential organelle,
during the Ga/M phase of the cell cycle [1]. The microtubule’s dynamic activity is guided
by a polymerization and depolymerization process which can be modified by interaction
with small molecules with different binding sites on the Tub-Mts system, e.g., colchidne,
taxanes, pironetin, vinca alkaloids, and laulimalide derivatives, as shown in Figure 1. In
this way, the modulation of polymerization/depolymerization of the microtubules allows
for pharmacological regulation of the cell cycle, which is a crucial event in cancer [2].
According to the U.S, National Institute of Health (www.clinicaltrials.gov, accessed on 23
April 2021), there are several ongoing clinical studies in different phases related to tubulin
inhibition: 1 (1604 studies), Il (3771 studies), ITI (1410 studies), and IV (182 studies), that are
analyzing colchicine derivatives (e.g,, ombrabulin), taxanes (e.g., docetaxel), vinca alkaloids

(e.g.. ALB 109564} or laulimalide derivatives (e.g., epothilone D and eribulin). Although
currently there are no pironetin analogs in clinical trials, pironetin is the first compound
found to have the ability to covalently bind to microtubules, which gives it the capacity to
inhibit the growth of cancer cells that are resistant to conventional treatments (derivatives
of the vinca or paditaxel) [3]. The small molecules are of synthetic, semi-synthetic, or
natural origin. Figure 1 shows that the main binding sites are distributed along the
microtubule. Additionally, the flexibility of microtubules” quaternary structure has limited
classical structure-based drug design approaches, such as rigid molecular docking, Several
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Anexo 2. Constancia de haber presentado el trabajo derivado de esta tesis de maestria en formato
“modalidad oral” dentro del Congreso Internacional de la Sociedad de Quimica de México A.C.
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nacion Python basico para Ciencias Quimicas

i€a Alvarez
vo Nacional
1SQM2021
e México, A.C.
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Anexo 4. Constancia de haber cursado el Workshop “Introduccion a la inteligencia artificial en la
quimica” dentro del 4ta edicion del “International Meeting on Artificial Inteligence and its Applications”.

SUMMER SCHOOL g ﬁ
RIIA A%
LATAM

CERTIFICATE OF PARTICIPATION

This is to certify that

EDGAR LOPEZ LOPEZ

completed the workshop:

INTRODUCCION A LA INTELIGENCIA ARTIFICIAL EN LA QUIMICA

4th edition of the International Meeting on

- ! Artificial Intelligence and its Applications
T .
"f Ve \ Virtual Summer School, workshop (2 hours)
5 P A August 25-26th, 2021
£ o R V//
Jénnifer Enciso, PhD Edgar Sénéhez, PhD
General Summer School
Coordinator Team Leader

Go gle Québecas PN .2 G2 - g

Anexo 5. Constancia de haber cursado el Workshop “Chemical graph neural networks” dentro del 4ta
edicion del “International Meeting on Artificial Inteligence and its Applications”.

SUMMER SCHOOL g ﬁ
RIIA A%
LATAM

CERTIFICATE OF PARTICIPATION

This is to certify that

_ EDGAR LOPEZ LOPEZ

completed the workshop:
CHEMICAL GRAPH NEURAL NErWORKS

4th edition of the International Meetmg on

- 0 Artificial Intelligence and its Applications
.? \ > kf. Virtual Summer School, workshop (2 hours)
L o 5 August 25-26th, 2021

FrLosZe 2 - Y

% ) o2 //
Jennifer Enciso, PhD Edgar Sénchez, PhD
General Summer School
Coordinator Team Leader

Google Québecss BN ¢ S -« gHERGw

- SPTEE nviDiA. e
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Anexo 6. Constancia de imparticiéon de conferencia “Quimioinformatica como una herramienta para
el descubrimiento de nuevos farmacos” dentro del 5° Simposio de Ciencias Farmacéuticas - UV.

O

de

Ciencias Farmacéuticas

LA ASOCIACION FARMACEUTICA
MEXICANA A.C.

Otorga la presente constancia a:

C.M.C. EDGAR LOPEZ LOPEZ

Por su destacada participacién como

PONENTE

Con el tema: "Quimioinforméatica como una herramienta
para el descubrimiento de nuevos farmacos"

Por su destacada participacion en el quinto simposio de ciencias
farmacéuticas, llevado a cabo de manera virtual del 2 al 4 de
septiembre de 2021. Con duracion de 9 horas

Dra. Elizabeth Guadalupe Sanchez Gonzdlez £

= Emo AWoorem i © \

S PRESIDENTA DE LA ASOCIACION \ )
Lﬁﬁ—l& FARMACEUTICA MEXICANA s W W

Rachel Martinez Martinez Dr. Eduardo Rivadeneyra Dominguez.
COORDINADOR GENERAL DE LA DIRECTOR DE LA FACULTAD DE Q.F.B.
REAFM XALAPA-VERACRUZ UNIVERSIAD VERACRUZANA.
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Anexo 7. Constancia de imparticion del curso-taller “Herramientas web para analizar el espacio quimico
y espacios quimiogendémicos” dentro del VII Simposio: Tendencias actuales en la busqueda y desarrollo
de farmacos — UNAM.

D\F.&CQUJM

X

Il

&
I
|

AN

RE: Constancia de imparticion de curso

A QUIEN CORRESPONDA,

Por medio de la presente hago constar que el Q. C. Edgar Lopez Lopez participo
activamente en la ensefianza del curso-taller Herramientas web para analizar el
espacio quimico y espacios quimiogendmicos, que se impartié en forma virtual el 28 y
29 de junio. El curso fue parte de las actividades del VIl Simposio: Tendencias actuales en
la busqueda y desarrollo de farmacos organizado por el Colegio de Quimica Farmacéutica
de la Facultad de Quimica de la UNAM.

Se extiende la presente Constancia para los fines que convengan al interesado.

Atentamente,

'POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
29 de Julio, 2021

Dr. Jésé Lui€Medina Franco

Profesor de Carrera “B" de T.C., Definitivo.
Facultad de Quimica, Edificio F, cubiculo 305
Universidad Macional Auténoma de México
Tel: +52(55)-56223899, ext. 44458
medinajl@unam.mx
www . difacquim.com
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Anexo 8. Reconocimiento por impartir la conferencia “La mujer y la nifia en la ciencia” — ITSMT.

TECNOLOGICO

(%) EDUCACION

N seem
o

2do..

CB Seminario

e de Ciencias Basicas

EL INSTITUTO TECNOLOGICO SUPERIOR

DE MARTINEZ DE LA TORRE
OTORCA EL PRESENTE

RECONOCIMIENTO

AL
M.C. EDGAR LOPEZ LOPEZ

POR SU VALIOSA PARTICIPACION COMO CONFERENCISTA
EN EL SEMINARIO DE CIENCIAS BASICAS, CON EL TEMA

“LA MUJER Y LA NINA EN LA CIENCIA” o
CELEBRADO EL DIA 10 DE SEPTIEMBRE DE 2021 %"ﬁ
d
A
i \-'m"

INSTITUTO TECNOLO: ¢ SUPERIOR
INEZ DE LA TORRE

WE 3J0EITON:

M. EN C. RAFA ENDOZA GARCGIA

STl dade bt y b

| OE e 2 oo BES cdconocer QF
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Anexo 9. Portada de la perspectiva publicada durante el periodo correspondiente al programa de maestria.
Esta publicacion no se derivo de los resultados principales de esta tesis, sin embargo, surge de la aplicacion
del conocimiento adquirido (en cursos teéricos, impartidos por los profesores del departamento de
Farmacologia del CINVESTAYV) en otras areas del conocimiento (p. ej., inteligencia artificial,
bioinformatica y quimioinformatica) ademas de farmacologia y quimica.

JOURNAL OF
CHEMICAL INFORMATION
AND MODELING

pubs.acs.org/jcim

Perspective

Informatics for Chemistry, Biology, and Biomedical Sciences
Edgar Lopez-Lopez, Jiirgen Bajorath,* and José L. Medina-Franco™

I: I Read Online

Article Recommendations |

Cite This: https://dx.doi.org/10.1021/acs.jcim0c01301

ACCESS | |l Metrics & More | © Supporting Information

ABSTRACT: Informatics is growing across disciplines, impacting several areas of
chemistry, biology, and biomedical sciences. Besides the well-established
bioinformatics discipline, other informatics-based interdisciplinary fields have
been evolving over time, such as chemoinformatics and biomedical informatics.
Other related research areas such as pharmacoinformatics, food informatics, epi-
informatics, materials informatics, and neuroinformatics have emerged more
recently and continue to develop as independent subdisciplines. The goals and
impacts of each of these disciplines have typically been separately reviewed in the
literature. Hence, it remains challenging to identify commonalities and key
differences, Herein, we discuss in context three major informatics disciplines in the
natural and life sciences including bioinformatics, chemoinformatics, and
biomedical informatics and briefly comment on related subdisciplines. We focus -y
the discussion on the definitions, historical background, actual impact, main

similarities, and differences and evaluate the dissemination and teaching of bioinformatics, chemoinformatics, and biomedical
informatics.

B INTRODUCTION

Oxford's dictionary' defines informatics as “the study of
processes for storing and obtaining information”. Cambridge’s
dictionary” defines informatics as a discipline that “studies the
structure, behavior, and interactions of natural and artificial
systems that store, process, and communicate information”,
Without doubt, computers have played a significant role in
storing, processing, and disseminating information. Accord-
ingly, Oxford's dictionary defines information as "data as
processed, stored, or transmitted by a computer” in computing,
As such, the critical importance of computers to rapidly
transform data or facts into information and information into
knuwledge‘ through inductive learning has been steadily
increasing,

Chemistry, biology, and biomedical sciences rely on data
collected in numerous ways, for instance, through experimental
observations and measurements, medical observations, or
computer simulations, to name a few. Advances in technologies
such as high-throughput synthesis and testing, automated,
robotic miniaturized sequencing, proteomics, glycomics,
lipidomics, and other “-omics” approaches are examples of
the main drvers of informatics concerning the massive
volumes of data that are generated. With the advent of “big
data” across many fields, the amount of information and its
complexity are growing exponentially, accompanied by
increasing demands for advancements in informatics in terms
of computational power and information networking infra-
structure to precisely store, process, disseminate, model,
analyze, and predict such information. For instance, from
2006 to 2018, data related to investigational drugs available in

Downloaded via Edgar Lopez on January 1, 2021 at 14:30:10 (UTC).
See hitps://pubs.acs.org/sharingguidelines for options on how to legitimately share published articles.

X000 American Chemical Socety

<~ ACS Publications

the DrugBank database increased b}r almost 300%, drug—dmg
interactions data by nearly 600%, and the number of single
nucleotide polymorphisms (SNP)-associated drug effects
increased by more than 3000%." Close relationships between
chemistry, biology, and medicine (and more confined or
specialized areas such as food chemistry, material, and polymer
sciences, or neurcbiology) with informatics have prompted the
development of specific research disciplines that interface
informatics with other fields. Relationships between such
research fields are illustrated schematically in Figure 1, For our
discussion, we organize the major research fields associated
with informatics into three predominant areas: bioinformatics,
chemoinformatics, and biomedical informatics, There are other
informatics-related subdisciplines evolving around the three
main fields (Figure 1) that are also discussed in the following
sections. Additional relationships could be established that
would further extend and complicate the picture presented in
Figure 1.

Historically, bioinformatics evolved as an informatics
discipline in the life sciences during the 1960s as a natural
consequence of using informatics in healthcare that already
began in the 1950s (vide infra). In addition, chemical
information (science) and chemoinformatics (cheminfor-

Received: November 9, 2020

https//dx dod orgs/10.1021 /acs j cimu0c0 1301
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Anexo 10. Portada de perspectiva publicada durante el periodo correspondiente al programa de maestria.
Esta publicacion no se derivé de los resultados principales de esta tesis, sin embargo, surge de la aplicacion
de las habilidades técnicas que he desarrollado durante la elaboracion de esta tesis (p. €j., el estudio del
espacio quimico de inhibidores del sistema tubulina-MTSs).

Journal of Computer-Aided Molecular Design
https://dol.org/10.1007/510822-021-00399-1
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Progress on open chemoinformatic tools for expanding and exploring
the chemical space

José L. Medina-Franco'©@ - Norberto Sanchez-Cruz'© - Edgar Lépez-Lopez"*© - Barbara |, Diaz-Eufracio’

Received: 10 May 2021/ Accepted: 14 June 2021
@ The Author(s), under exclusive licence to Springer Nature Switzerland AG 2021

Abstract

The concept of chemical space is a cornerstone in chemoinformatics, and it has broad conceptual and practical applicability
in many areas of chemistry, including drug design and discovery. One of the most considerable impacts is in the study of
structure—property relationships where the property can be a biological activity or any other characteristic of interest to a
particular chemistry discipline. The chemical space is highly dependent on the molecular representation that is also a cor-
nerstone concept in computational chemistry. Herein, we discuss the recent progress on chemoinformatic tools developed
to expand and characterize the chemical space of compound data sets using different types of molecular representations,
generate visual representations of such spaces, and explore structure—property relationships in the context of chemical
spaces. We emphasize the development of methods and freely available tools focusing on drug discovery applications. We
also comment on the general advantages and shortcomings of using freely available and easy-to-use tools and discuss the
value of using such open resources for research, education, and scientific dissemination.

Keywords Chemoinformatics - Drug discovery - Molecular representation - Open-source - Structure-activity relationships -
Webserver

Introduction

Chemical space is a cornerstone concept in chemoinformat-
ics. It serves as a framework to study the chemical com-
pounds that populate or might do so, the "chemical uni-
verse" i.e., all compounds that can exist. Although it seems
a straightforward idea (in particular, if one associates the
idea of the chemical space with the chemical universe), it
is not easy to define uniquely. Other subjective and general
notions frequently used in chemoinformatics are "similarity”
[1], or "diversity,” "molecular or structural complexity” [2],
"chemical beauty" [3], "descriptors’ usefulness”, to name a
few examples.

] José L. Medina-Franco
medinajl@unam.mx; jose.medina franco® gmail com

! DIFACQUIM Research Group, Department of Pharmacy,
School of Chemistry, Universidad Nacional Autdnoma de
México, 04510 Mexico City. Mexico

Departamento de Quimica y Programa de Posgrado en
Farmacologia, Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, Apartado
14-740, 07000 Mexico City, Mexico

Published online: 18 June 2021

The notion of chemical space has numerous practical
applications. In drug discovery, chemical space has provided
a solid conceptual framework to guide diversity analysis,
structure classification, library design, compound selection,
and assessment of structure—property and structure—activity
relationships (SPR, SAR or SP(A)R) that is a fundamental
practice in drug discovery [4]. As commented hereunder,
the notion of chemical space is also related to computational
chemogenomics, where one aims to predict (and then vali-
date experimentally) the intersection between the chemical
and biologically relevant space. Indeed, in the early 60 s,
the quantitative analysis of the SAR marked a significant
milestone in the history of chemoinformatics and computer-
aided drug design [5].

This Perspective aims to discuss advances in the devel-
opment of chemoinformatic resources to characterize the
chemical space of compound data sets using different types
of molecular representations, generate visual representations
of such spaces, and explore SP(A)R in the context of chem-
ical spaces. In addition to analyzing the currently known
chemical space, we comment on recent trends to augment the
number of molecules that could be made. We emphasize the
development of open tools focused on applications relevant

@ Springer
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Anexo 11. Portada de articulo original publicado durante el periodo correspondiente al programa de
maestria. Esta publicacion no se derivo de los resultados principales de esta tesis, sin embargo, surge de la
aplicacion de las habilidades técnicas que he desarrollado durante la elaboracion de esta tesis (p. €j., el
estudio del acoplamiento molecular de inhibidores del sistema tubulina-MTs).
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Monosubstituted Coumarins Inhibit Epinephrine-induced Platelet Aggre-
gation Antiplatelet Effect of Monosubstituted Coumarins

Fausto Alejandro Jiménez-Orozco"’, Sergio Galicia-Zapatero', Edgar Lopez-Lopez™, José L.
Medina-Franco’, Fernando Leon Cedefio’, Mirthala Flores-Garcia’, Ana Maria Mejia-Dominguez’
and Aurora de la Pefia-Diaz"*
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sitaria, Coyoacan 04510, CDMX, México, *Departamento de Biologia Molecular, Instituto Nacional de Cardiologia
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Chavez, Tlalpan 14080, CDMX, México

Abstract: Aim: The aim of this study was to evaluate the in vitro effect of coumarin and 15 mono-
substituted derivatives on the inhibition of human platelet aggregation induced by various pro-
aggregatory agonists, particularly by epinephrine.

Background: The emergence of residual platelet reactivity during the use of conventional anti-
platelet agents (acetylsalicylic acid and clopidogrel) is one of the main causes of double therapy’s
therapeutic failure. Platelet adrenoceptors participate in residual platelet reactivity. Therefore, it is
necessary to develop new antiplatelet agents that inhibit epinephrine-induced platelet aggregation
as a new therapeutic strategy. Information on the antiplatelet activity of coumarins in inhibiting
epinephrine-induced aggregation is limited.

Objective: The objective of this study was to establish the structure-activity relationship (SAR) of
coumarin denvatives with hydroxy, methoxy, and acetoxy groups in different positions of the cou-
marin nucleus to identify the most active molecules. Moreover, this study aimed to use in silico
studies to suggest potential drug targets to which the molecules bind to produce antiplatelet effects.
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57 Methods: The platelet aggregation was performed using a Lumi-aggregometer; the inhibitory activ-

031747525 iossszronrinsos ity of 16 compounds were evaluated by inducing the aggregation of human platelets (250 * 10"/ul)
with epinephrine (10 pM), collagen (2 pg/ml) or ADP (10 uM). The aggregation of control
platelets was considered 100% of the response for each pro-aggregatory agonist.

Results: Eleven molecules inhibited epinephrine-induced aggregation, with 3-acetoxycoumarin
and 7-methoxycoumarin being the most active. Only coumann inhibited collagen-induced platelet
aggregation, but no molecule showed activity when using ADP as an inducer.

Conclusions: In silico studies suggest that most active molecules might have antagonistic interac-
tions in the «, and B, adrenoceptors. The antiplatelet actions of these coumarins have the potential
to reduce residual platelet reactivity and thus contribute to the development of future treatments for
patients who do not respond adequately to conventional agents.

Keywords: Antiplatelet agents, residual coumarin derivatives, epinephrine, molecular docking, platelet reactivity, SAR.

1. INTRODUCTION

The inhibition of platelet activity is an important thera-
peutic strategy for the prevention of arterial thrombosis, my-

* Address correspondence to this author at the Departamento de Farma-
cologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Autonoma de México
(UNAM), Apdo. Postal 70-297 Ciudad Universitaria, Coyoacan 04510, CD-
MX, México; Tel +525556232164;

E-mail: alejandrojimenezorozeo @gmail.com
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ocardial infarction, and strokes. The administration of acetyl-
salicylic acid combined with clopidogrel, also known as Du-
al Antiplatelet Therapy (DAT), reduces the incidence of car-
diovascular events both in acute coronary syndrome and af-
ter percutaneous coronary intervention with coronary stent
implantation [ 1]. However, during such treatment, a signifi-
cant number of patients develop residual platelet reactivity,
which is one of the main causes of therapeutic failure [2]. It
has been suggested that «, adrenoceptors participate in resid-
ual platelet reactivity, and authors have proposed that their
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