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RESUMEN

El tema central de este estudio es la evaluacion in silico de 500 derivados mono-,
di- y tri-sustituidos del acido valproico (AVP) sobre la histona deacetilasa 8 (HDAC8) con
potencial uso antineoplasico.

A partir de métodos computacionales, se establecieron estudios de acoplamiento
molecular (Docking) entre la HDAC8-38 analogos del hidroxamato y la HDAC8-500
derivados del AVP, asi como la relacién cuantitativa estructura-actividad bioldgica (QSAR)
de los derivados del AVP con sitio catalitico de inhibicidén similar a los observados en los
analogos del hidroxamato. Estos modelos permitieron establecer a los mejores derivados
del AVP y su actividad biolégica tedrica, por lo que al unir ambos métodos
computacionales, Docking y QSAR, con estudios experimentales, estos arrojan resultados

cercanos a los valores reales, favoreciendo asi el analisis de datos.

Xl
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios el cancer ha sido considerado como uno de los principales
problemas de salud publica, ya que a pesar de los avances en investigacién cientifica y
médica, actualmente fallecen mas de 7 millones de personas en el mundo [1].
Médicamente es considerado como la perdida de la capacidad de la célula para controlar
su crecimiento y desarrollo, es decir, pierde su proliferacién normal [2]. Para
contrarrestar esta excesiva proliferacion y poder erradicar esta patologia, se han
desarrollado una serie de inhibidores de las enzimas denominadas histonas deacetilasas
(HDAC's), las cuales estan asociadas con la eliminacién de los grupos acetilo de los
residuos de lisina de las histonas, responsables de la proliferacion excesiva de las células.
Muchos de estos farmacos han fracasado debido a los efectos secundarios que provocan
en el organismo. Actualmente se ha descubierto que el acido 2-propilpentanico o acido
valproico (AVP), un farmaco con actividad antiepiléptica, también actia como inhibidor
de las HDAC's [3]. Esta actividad inhibitoria se puede separar de la actividad antiepiléptica
mediante modificaciones apropiadas en la estructura quimica del AVP [4], utilizando este
farmaco en pacientes con cancer.

Para poder entender la accién y el sitio de unién que tienen los derivados del AVP
sobre la HDACS, se puede recurrir a la utilizacién de diversos programas computacionales
tales como AutoDock 4.0 y Gaussian 03, los cuales permiten calcular algunas propiedades
moleculares como la geometria, la energia minima, la energia libre de Gibbs (AG), la
constante de disociacién (Kg), entre otras. Para ello se propusieron y construyeron en
GaussView 500 derivados del AVP, posteriormente se realizé la optimizacién de las
estructuras utilizando el método semiempirico AM1. Una vez concluidos los calculos de
optimizacién se recurrié al uso del programa AutoDock para poder realizar el docking
ciego de todas las estructuras quimicas, con el fin de reconocer el sitio de inhibicién de la
HDACS, se realizd un anadlisis QSAR (entre derivados del AVP y analogos de hidroxamato),
encontrando el mejor modelo matematico que describe la actividad tedrica de los
derivados del AVP en relacién a los analogos de hidroxamato.

La estructura de la tesis esta dividida en diversos capitulos. En el capitulo 2 se
detallan los antecedentes del cancer, su epidemiologia y la génesis; ademds con este
capitulo sabremos que son las histonas deacetilasas, su mecanismo de inhibicién y los

inhibidores que se han estado utilizando en los ultimos afios, por otro lado tendremos
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una idea general acerca de los métodos tedricos-computacionales, los cuales han
avanzado de manera exponencial tanto en la capacidad de calculo como en la resolucion
de problemas de tipo médico-quimico-biolégico.

En el capitulo 3 se planea el problema vy la justificacion por la cual se eligié realizar
la Evaluacién in silico —Docking y QSAR- de derivados del acido valproico sobre la HDAC8
con potencial uso antineopldsico, mientras que en los capitulos 4 y 5 se muestran la
hipdtesis y los objetivos general y especificos que se plantearon desde un inicio, los cuales
se ven reflejados en los resultados obtenidos en cada una de las metodologias realizadas
(ver capitulos 6, 7 y 8). Pero como en todo trabajo de tesis al final surgen nuevas ideas
gue nos podrian ayudar a corroborar nuestros resultados, por lo que en el capitulo 9 se

presentan las perspectivas que surgen al finalizar esta tesis.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Epidemiologia del cancer

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es la primera
causa de mortalidad a nivel mundial y se le atribuyen 7.6 millones de defunciones
ocurridas en 2008, aproximadamente el 13% de la mortalidad global.
Desafortunadamente se prevé que las muertes por cancer en todo el mundo seguirdn
aumentando hasta rebasar los 11 millones en 2030 [1]. De acuerdo a las estadisticas mas
de 70 mil mexicanos mueren al afno a causa de diversos tipos de cancer, los mas
importantes son la leucemia, cdncer de mama, de prdéstata, de cuello uterino, de traquea,

de bronquios y de pulmén [5].

2.2. Génesis del cancer

A pesar de que existen multiples factores asociados a la génesis del cancer,
algunos de ellos no han sido identificados totalmente, aunque el estilo de vida estd
relacionado con determinados tipos de neoplasias. El comportamiento anormal de las
células cancerosas es el resultado de la acumulacion de numerosos defectos, los cuales se
pueden agrupar en dos tipos: alteraciones genéticas y alteraciones de los mecanismos
epigenéticos.

Hay informacién suficiente que sugiere que las causas para que una neoplasia se
desarrolle son las mutaciones (deleciones, sustituciones, inversiones, translocaciones,
etc.) en genes especificos, entre ellos se encuentran los oncogenes que son los genes
dafiados, cuya presencia en cierta forma y/o la sobre actividad pueden estimular el
desarrollo del cancer, los oncogenes estan relacionados con los genes normales llamados
protooncogenes, los cuales codifican los componentes del mecanismo de control de
crecimiento normal de la célula. Algunos de estos componentes son factores de
crecimiento, receptores, enzimas sefializadoras y factores de transcripcién [6].

Por otro lado los genes supresores de tumor producen la sintesis de productos
gue frenan el crecimiento y la multiplicacion celular [7]. Un gen supresor de tumor en
particular codifica la proteina conocida como "p53" (proteina humana localizada en el
cromosoma 17p). La proteina p53 actia como un "freno" que detiene el crecimiento y la

divisién de las células. En el caso que no se pueda reparar el dafio, iniciarad el suicidio
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celular (apoptosis), en células que han sufrido dafio en su ADN, previniendo asi el
crecimiento descontrolado de las células genéticamente dafiadas.
Existe otro grupo de genes, los genes de reparacién del ADN, los cuales

mantienen la estructura del material genético y participan en la reparacién del mismo [8].

2.3. Epigenética

En los ultimos afios se ha esta llevando a cabo un esfuerzo importante para el
desarrollo de nuevas terapias frente al cancer basadas en la modificacion de las histonas.
El conocimiento de la bioquimica de las células cancerigenas ha permitido el desarrollo de
farmacos con capacidad de interferir en el crecimiento de las células transformadas
frente a otras no tumorales. Asi, en los Ultimos afos se ha puesto de manifiesto la
importancia de la epigenética en la busqueda de nuevos blancos terapéuticos, utiles en
un tratamiento contra el cancer [9].

En la actualidad la epigenética se utiliza para hacer referencia a los cambios en la
expresion de genes, sin que se produzcan modificaciones en la estructura de su secuencia
de ADN. Entre los mecanismos epigenéticos mas conocidos y generales podemos destacar
los siguientes [10]:

a)  Metilacidn del ADN. Consiste en la adquisicion de grupos metilo, de forma
gue la metilacion se asocia con la expresion del gen.

b)  Remodelacién de la cromatina. La cromatina esta constituida por el ADN y
un grupo de 4 proteinas. La cadena de ADN se enrolla en un octagono de esas cuatro
proteinas constituyendo subunidades que se llaman nucleosomas. Dado que las histonas
estdn esencialmente compuestas de aminodcidos cargados positivamente, estas se
pueden unir al ADN que tiene carga negativa en forma estable. Cada una de las ocho
histonas tiene una cola amino-terminal que se extiende fuera del nucleosoma, y que
puede ser modificada epigenéticamente. Cuando la cromatina se condensa, se acorta, y
los nucleosomas se juntan comprimiendo el ADN. Esta es una situacion estructural del
ADN en la que no se puede realizar la transcripcion del mensaje genético. Por el contrario,
cuando se va a transcribir el mensaje de un gen, la cromatina de esa zona se relaja
separando los nucleosomas, lo que permite la entrada de los factores de transcripcion,

activando funcionalmente al gen y transmitiendo el mensaje.
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c) Por la accion de los micro-ARN. Recientemente se ha identificado un gran
numero de ARN pequefios, que generalmente provienen de zonas no codificantes,
llamados micro-ARN. Aunque para muchos de ellos su funcién adn no es completamente
conocida, se sabe que algunos tipos de micro-ARN tienen una importante contribucion en
la regulacidon de la expresidon génica durante el desarrollo prenatal.

En general, los procesos epigenéticos se realizan a través de diferentes familias
de enzimas como las ADN metiltransferasas, acetiltransferasas, deacetilasas, demetilasas

y fosforilasas, entre otras.

2.4. Histonas

El genoma humano se localiza dentro del nucleo celular en la cromatina, que es un
complejo macromolecular dindmico formado por nucleosomas. Un Unico nucleosoma
(Fig.1) se compone de un fragmento de ADN (146 pares de bases) enrollado alrededor de
un octdmero de histona formado por cuatro nucleos de histona: un tetrdmero H3-H4 y

dos dimeros H2A-H2B (Fig. 1B).

ADN HistonaH1

Nucleosoma

Nucleo de 8 histonas

A B
Fig. 1. Nucleosoma. A) Esquema general del nucleosoma y B) ubicacion del tetrdmero H3-H4 y de los

dimeros H2A-H2B.

Las histonas son pequefias proteinas bdsicas ricas en los aminoacidos lisina y
arginina. Las cuatro histonas nucleosémicas contienen dos dominios: el dominio C-
terminal localizado dentro del nucleosoma y el dominio N- terminal con residuos de lisina
extendidos fuera del mismo [11]. En estas proteinas se enrolla el material genético y por
tanto las interacciones interhistonas facilitan o limitan la accesibilidad de los promotores
nucleares a las cadenas de ADN, lo que induce o inhibe la transcripciéon del gen en
cuestion (Fig. 2B). Los mecanismos que provocan cambios conformacionales y por tanto

de interaccién entre las histonas son la acetilacion, metilacién, fosforilacion y la
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ubiquitinacién. La acetilacidn-deacetilacién es el principal moderador de las interacciones

interhistonas [12].

2.5. Acetilacion y deacetilacion

El extremo N-terminal de las histonas pasa a través y alrededor de la doble hélice
del ADN, y su modificacion, mediante acetilacién-deacetilacién es crucial en la
modulacion de la expresion genética, al afectar la interaccidon del ADN con los complejos
proteicos no nucleosomales reguladores de la transcripciéon [13].

La acetilaciéon de residuos de lisina en las secuencias N-terminales esta mediada
por las enzimas denominadas histona acetiltransferasas (HAT). Los grupos acetilo son
eliminados de las &-N-acetil-lisinas por la actividad de las histonas deacetilasas. Las
actividades de las HAT y las HDAC se asocian a los genes diana a través de los complejos
constituidos por factores de transcripcion especificos para ciertas secuencias y sus
respectivos cofactores. El balance entre las actividades opuestas de las HAT y las HDAC

regula el estado de acetilacion de las histonas [14].

La acetilacion (Ac) relaja la cromatina y permite la entrada

de los factores de transcripcion (FT).
Nucleosoma

/N Y

Cromatina inactiva /' ¢

Por la accién de las histonas Promotor Se produce la transcripcién al ARNm
deacetilasas, los factores de _ %
transcripcion se separan del

p p . Y

nucleosoma y la cromatina se Cromatina activa

compacta. v

Cromatina inactiva

Fig. 2. Remodelacién de la cromatina: A) Cuando las histonas de los nucleosomas se acetilan (Ac), la
cromatina se relaja y deja pasar a los factores de transcripciéon (FT), es decir, se activa la funcién del gen y se
transcribe el mensaje al ARNm. B) Cuando actuan las histonas deacetilasas, se pierde la acetilacion, la

cromatina se compacta y se impide la transcripcién.
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En la Fig. 2A se observa que la acetilacion de las histonas relaja la estructura de la
cromatina separando los nucleosomas, permitiendo la transcripcion del gen, esto debido
a que se neutralizan sus cargas positivas. En consecuencia, la pérdida de la acetilacién
tendrd el efecto contrario, concentrando la cromatina y silenciando la funcién del gen
(Fig. 2B).

En general, los altos niveles de acetilaciéon (hiper-acetilacion) se asocian a un
incremento de la actividad transcripcional, mientras que bajos niveles de acetilacidn
(hipo-acetilacidn) se asocian a la represién de la expresion genética. Esto es debido a que
al disminuir el espacio entre el nucleosoma y el ADN enrollado a su alrededor se dificulta
el acceso de los factores de transcripcidn, lo que conduce a una represion transcripcional

[15].

2.6. Histonas deacetilasas (HDAC's)

Las HDAC's son un tipo de enzimas implicadas en la eliminacion de los grupos
acetilo de los residuos de lisina en las histonas [16-17], las cuales causan enfermedades
en el humano tales como, leucemia mieloide aguda, tumores sdlidos, carcinoma de
mama, entre otras [18].

Actualmente se han encontrado 11 isoformas de las HDAC's [19], las cuales se
dividen en cuatro clases principales:

I.  La clase | esta conformada por las HDAC1-HDAC3 y HDACS8, las cuales se
encuentran principalmente en el nucleo celular, mientras que la HDAC3 también
se encuentra en el citoplasma y esta asociada a la membrana, las cuales son
homoélogas al gen RPD3 de levadura (potasio reducido dependiente 3) del que se
sabe que es necesario para la represién normal de numerosos genes de levadura
[20-26].

II. La clase Il incluye las HDAC4-HDAC7, HDAC9-HDAC10, constituidas por dos sitios
cataliticos en su estructura, distribuidas entre el citoplasma y el nucleo, similar a la
HDA1 [27-34].

. Enlaclase Ill (o sirtuin SIRT) se agrupan todas aquellas enzimas que utilicen NAD*

[35-37] como cofactor en lugar de Zn*.

IV.  Finalmente, en la clase IV se encuentra la HDAC11 que comparte homologia con la

clase Il pero carece de uno de los sitios cataliticos.
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Por otra parte, el sitio catalitico de la clase | se encuentra altamente conservado,
formado principalmente por los aminoacidos Phe, Tyr, Trp y Asp, asi como un i6n Zn**(Fig.

3).

Fig. 3. Sitio activo de la HDACS8 cédigo PDB: 1W22, inhibidor: hidroxamato [38].

El sitio activo de las HDAC’s consiste en un bolsillo tubular hidrofébico con una
amplia curvatura en cuyo extremo se encuentra un dtomo de Zn** [39], crucial para su
actividad. Con base en la estructura y el mecanismo de accién, se han disefiado
inhibidores de las HDAC’s con un grupo capaz de coordinarse con el idn Zn**, un grupo
voluminoso lipdfilo; estos grupos estdn unidos por un espaciador. La longitud del
espaciador debe permitir la insercién en la cavidad activa y la coordinacién con el Zn**

catalitico [40].

2.6.1. Mecanismo catalitico de las HDAC's pertenecientes a la clase |

De forma general, el 4tomo de Zn** situado en la cavidad polar dentro del sitio
activo enzimatico se coordina con el resto de la lisina acetilada procedente de la histona,
lo que debilita el enlace amina y favorece el atague nucleofilico de una molécula de agua
[41].

Asi, el resto de lisina acetilada es orientado y activado por la formacién de un
puente de hidrogeno con el grupo hidroxilo de la Tyr. Dentro del sitio catalitico
enzimatico también se sitla la molécula de agua ordenada y estabilizada por la
interaccion con el Zn?" catalitico y el sistema His-Asp (Fig. 4A). Debido a ello, se favorece
el ataque nucleofilico de la molécula de agua y la formacidén de un oxianion estabilizado

por la coordinacién con el Zn%" catalitico (Fig. 4B). El protén requerido para la
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descomposicién de dicho estado de transicidn es aportado por el sistema His-Asp (Fig. 4C)

[42].

Fig. 4. Mecanismo catalitico de las HDAC pertenecientes a la clase | [42].

2.6.2. Inhibidores de las HDAC's
El disefo de inhibidores de las histonas deacetilasas de la clase |, estd basado en la
existencia de un atomo de Zn** catalitico coordinado con los residuos de Asp, His y Tyr.

Todo ello constituye una cavidad polar dentro del sitio catalitico enzimatico de naturaleza
oﬁ< Asp 173
His 132 )\ H O
7 N
,NJ
L H
—< >—O B-C :
H-K  p-n-n s 13
N s \::—N

Tyr 297

polar [43] (Fig. 5).

+
H-0

Asp 258 His170 O asp 166
Asp168

Fig. 5. Sitio catalitico de las HDAC clase I. Incluye los fragmentos A, B, C, D y L.
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Por tanto, un fragmento quimico que le confiere la capacidad para situarse dentro
del sitio activo enzimatico y coordinarse con el atomo de Zn** deberia poseer las
siguientes caracteristicas (Fig. 5):

1. El fragmento A deberia ser una base blanda con capacidad para donar electrones y
coordinarse con el dtomo de Zn**, un aceptor de enlaces de hidrégeno que
permita establecer un puente de hidrégeno con el grupo hidroxilo de la Tyr, o un
dador de enlaces de hidrégeno, capaz de establecer dicho enlace con el oxigeno
de la Tyr.

2. El fragmento B debe ser un grupo trivalente que permita unir el fragmento
quelante del Zn?* con el fragmento espaciador.

3. El fragmento C debe ser un grupo trivalente donador de enlaces de hidrégeno con
capacidad para establecer este tipo de enlaces con el resto de la His132.

4. El fragmento D debe ser un grupo con capacidad para coordinarse al atomo de
Zn** y también establecer un puente de hidrégeno con el resto de la His.

5. El fragmento L permite la unién del grupo quelante del atomo de Zn** con la
cabeza lipdfila.

Se han descrito varias clases de inhibidores de las HDAC’s, que comuUnmente se
suelen clasificar en dos tipos: los naturales y los sintéticos.

Entre los inhibidores naturales se encuentran la tricostatina A (TSA) [44], la
apicidina [45], el tetrapéptido trapoxina (TPX) [46], entre otros; la TSA ha sido identificada
como el farmaco mas potente y especifico inhibidor de la HDAC. Entre los inhibidores
sintéticos se encuentran el fenil butirato de sodio [47], el acido hidroxdmico de
suberoilanilida (SAHA), el acido bis-(m-carboxicinamil) hidroxamico (CBHA) [48], la
piroxamida, la oxamflatina [49] y el dcido valproico [50-51].

La Fig. 6 muestra las estructuras quimicas de SAHA (1) y CBHA (2), las cuales son
inhibidores activos frente a la HDAC1 (ICso= 0.01 uM para ambos compuestos) y HDAC3 a

concentraciones micromolares (ICso= 0.02 uM y 0.07 uM, respectivamente) [52].

Fig. 6. Estructuras quimicas de SAHA (1) y CBHA (2).
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El 4cido hidroxamico (3) y sus derivados (Fig. 7) son otra clase de inhibidores de las
HDAC's [53]. El compuesto mas potente frente a las HDAC's humanas recombinantes es el

compuesto 4 con una ICso de 0.06 pM.

0
Y. _NHOH AL
A X
o 1 00 | j NHOH
« n/l‘;«\ S\N = o |//§:\\/ “N ~F
—_— | |
! e H J\ H
“F MeO™ >
3 4

Fig. 7. Estructuras quimicas del dcido hidroxamico (3) y uno de sus derivados (4).

En 2005 Eyal S. y colaboradores determinaron la inhibicion de las HDAC’s usando
isdbmeros estructurales del AVP, los mas potentes fueron el 4-ene-valproico y el 2-ene-
valproico, con una ICsg de 1.5 uM y 2.8 uM respectivamente, mientras que para el AVP
fue de 1.5 uM [54].

La mayoria de estos compuestos, poseen un anillo aromatico (fragmento lipofilico)
y un grupo funcional con la habilidad de coordinarse con el i6n Zn** ubicado en el sitio

catalitico [55].

2.7. Acido valproico

El acido valproico, ha sido utilizado como farmaco en psiquiatria y neurologia ya
gue presenta una accién estabilizadora y anti-epiléptica [56-59], bloqueando los disparos
sostenidos y repetitivos de alta frecuencia de las neuronas a concentraciones
terapéuticas (25-30 mg/kg por dia), aunque el mecanismo de este fendmeno no se
conoce aun [60].

Se sabe que el AVP es un fuerte inhibidor de las histonas deacetilasas, cuyo efecto
va a impedir que se separen los grupos acetilo de los nucleosomas, produciendo una
hiperexpresiéon génica (Fig. 2A). De hecho, este mecanismo se ha considerado como la
base de los efectos teratogénicos del AVP [61]. Recientemente en pruebas preclinicas se
ha observado su actividad antiproliferativa en células neopldsicas [62-66], lo que ha
llevado a este farmaco a ser empleado en pacientes con cancer. Su accion antineoplasica
se debe a la inhibicion de la enzima HDAC [67-68] dependiente del ion Zn*, consiguiendo

recuperar la expresion de genes supresores de tumores.
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El AVP es farmacéuticamente aceptable, ya que es capaz de sensibilizar las células
cancerosas humanas. Es por esta razon que se ha estado explotando este blanco
farmacoldgico desde el punto de vista experimental, aunque presenta efectos
secundarios tales como sedaciéon y cambios en la masa corporal [69]. Mds del 70% de los
pacientes adultos que reciben tratamiento con AVP han aumentado de peso entre 5 al4

kg [70].

2.8. Procedimientos in silico

La computacidon es un area muy extensa y prdcticamente se encuentra en
constante interaccidén con otros campos de la ciencia; en este caso, el interés se centra en
el papel que juega la computacidn en la Quimica. A principios de los afios 70’s aparecié
un nuevo campo de conocimiento dirigido al disefio de moléculas asistido por
computadora: la quimica computacional, la cual implica el uso de modelos matematicos
para predecir las propiedades quimicas, biolégicas y fisicas de los compuestos,
permitiendo la investigacién de &tomos, moléculas y macromoléculas [71].

La quimica computacional incluye aspectos como:

a) El modelado molecular.

b) Los métodos computacionales.

c) El disefio molecular asistido por ordenador.

d) Las bases de datos quimicos.

e) El disefio en sintesis organica.

En la quimica computacional podemos encontrar diversos métodos y niveles de
calculo, los cuales pueden dividirse en dos grandes categorias [72-73]:

a) La mecanica molecular:
I.  Docking (acoplamiento molecular).
II.  Dindmica molecular.
[ll.  Folding (plegamiento de proteinas).

Estos métodos aplican las leyes de la fisica clasica al nucleo molecular sin

considerar explicitamente a los electrones.
b) La mecanica cuantica:
.  Meétodos semiempiricos.

1. Métodos de Hartree-Fock.
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.  Métodos posHartree-Fock.
IV.  Métodos de Teoria de los Funcionales de la Densidad (DFT).

Los cuales se basan en resolver la ecuacién de Schrodinger para describir una
molécula con un tratamiento directo de la estructura electrdnica.

Dichos métodos tedricos-computacionales han avanzado de manera exponencial
tanto en la capacidad de calculo como en la resolucion de problemas de tipo médico-
guimico-bioldgico. La metodologia utilizada se lleva al cabo a partir de algoritmos basados
en las propiedades fisicoquimicas de moléculas pequeiias y grandes para predecir,
simular y estudiar sus interacciones con otras moléculas, que usan estrategias muy
avanzadas en la busqueda de soluciones para diversas situaciones, basandose en
pardmetros obtenidos de manera experimental, por ejemplo, los calculos de mecdnica
cuantica para la optimizacidon de geometrias de moléculas pequenas, el uso de bases de
datos con pardmetros de mecdnica molecular para el plegamiento de proteinas, los
calculos termodinamicos para la prediccion de interacciones ligando-proteina, entre
otros. Estas ramas se engloban en un campo llamado modelado molecular, el cual nos da
un modelo en 2D o 3D de la estructura de una molécula y sus propiedades. Los métodos
computacionales calculan la geometria molecular y las propiedades electrdnicas para
realizar el modelo. En la Fig. 8 se indica una metodologia para la obtencién de nuevos

farmacos a partir de técnicas basadas en la quimica computacional.

Identificacion de Validacién Obtencién de
la diana de la diana los posibles Evaluacidn Ensayos Control post-
bioldgica bioldgica nuevos preclinica clinicos lanzamiento
farmacos
! SA VY 4 T
e ™o -
Gendmica 4 N Informacién
tacional // Cribado medica
computaciona , virtual Prediccion de ADMET \‘
! I
Biologia de sistemas \\ Disefio de farmacos asistido / Biosimulacién
/
computacionales N < por ordenados ,
-,
~ s

~ -
v o~ -
‘_- [

Técnicas basadas en la computacién molecular

Fig. 8. Esquema general de herramientas informaticas en el disefio de nuevos farmacos.
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2.8.1. Mecanica molecular

La mecdnica molecular describe la energia de una molécula en términos de un
conjunto de funciones de energia potencial. Las funciones de energia potencial y los
pardmetros usados para su evaluacién se conocen como "campo de fuerza".

Los métodos de mecanica molecular mas difundidos e incluidos en el programa
Gaussian 03 son AMBER [74], DREIDING [75] y UFF [76], englobados en los métodos
tedricos, y se suelen utilizar en calculos tipo capas (ONIOM).

Los métodos de la mecanica molecular se basan en los siguientes principios [77]:

v" Se considera a la molécula como una coleccién de particulas

v" El ndcleo y los electrones estan juntos y se tratan como una Unica
particula, ya que los efectos electréonicos se encuentran implicitos en los
campos de fuerza.

v’ Estas particulas se tratan como si fueran esferas.

v" Los enlaces entre particulas se comportan como osciladores armdnicos

(Fig. 9).

Fig. 9. Modelo de dos atomos unidos mediante un resorte.

v Se utilizan funciones de potencial individuales para describir las diferentes
interacciones: tensidn de enlaces, flexion de angulos de enlace como

angulos torsionales, asi como interacciones no enlazantes.
U= Zus +Zub +Zut +Zuvdw + ..

U es la energia potencial total de la molécula.

donde:

uses la suma de la energia de vibracion longitudinal de los enlaces entre los &tomos.
up es la energia de deformacion del angulo entre tres atomos.
u; es la energia de torsién, que se relaciona con la rotacién alrededor del enlace.

Y Uyqw €S la energia proveniente de las interacciones de van der Waals.
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v’ Las funciones de energia potencial se relacionan con pardmetros derivados
empiricamente (constantes de fuerza y valores de equilibrio) que describen
las interacciones entre los atomos.

v' La suma de todas las interacciones determina la distribucién espacial
(conformacién) de un conjunto de dtomos.

v' Las energias obtenidas en la mecénica molecular no son cantidades
absolutas, sino que solo se pueden utilizar para comparar energias
estéricas relativas entre dos o mas conformaciones de la misma molécula.

Por lo tanto la energia total de una molécula E se puede describir, como suma de
las diferentes interacciones.

Es decir,

E=E. de Tension + E. de Flexion + E. de Torsion + E. de Interacciones no Enlazantes.

2.8.1.1. Acoplamiento Molecular (docking)

El uso del campo del acoplamiento molecular se ha visto aumentado en los
ultimos afos, entre algunas de las principales aportaciones se encuentran las de David S.
Goodsell [78], quien fue el fundador del programa Ilamado AutoDock, cuyo objetivo es el
estudio de la compatibilidad de moléculas pequefias llamadas ligandos con
macromoléculas como candidatos a la formacién de farmacos.

La aplicacion de métodos computacionales para el estudio de la formacién de
complejos intermoleculares, ha sido objeto de intensa investigacién; de ahi que hoy en
dia existen diversos tipos de programas para el estudio de docking; siendo Ia
implementacién de uno u otro algoritmo computacional, asi como la férmula para la
optimizacién de la funcién de energia, los que determinan un mejor funcionamiento de
un programa en comparacion con otros.

El docking consiste en la prediccién de la orientacidn y posicion preferida de una
molécula con respecto a una segunda con el fin de formar un complejo estable, con esta
informacién, y teniendo en cuenta las teorias termodindmicas, es posible conocer el
estado de equilibrio de esta interaccién [79]. Por lo que el docking juega un papel

importante en el disefo racional de nuevos farmacos [80].
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Dos aproximaciones son las mas populares dentro de la comunidad del docking. La
primera usa la técnica de “matching” que describe a la proteina y al ligando como
superficies complementarias. La segunda aproximacién simula el proceso de docking
como el par ligando-proteina y se calculan las energias de unidn, las energias libres, o
alguna cantidad numérica medible como funcién, para determinar cual es el complejo

mas estable (Fig. 10).

Fig. 10. Complejo estable unién ligando-receptor de la molécula DAVP76 con la HDACS.

En la simulacién del docking, la proteina y el ligando estan separadas a una
distancia fisica, de ahi el ligando encuentra su posicion en el sitio afin de la proteina, esto
después de un cierto nimero de movimientos en el espacio conformacional, estos
movimientos se incorporan como transformaciones de cuerpo rigido tales como
traslaciones y rotaciones, también con cambios internos en la estructura del ligando
incluyendo torsiones. Cada uno de estos movimientos en el espacio conformacional del
ligando induce un costo en la energia total del sistema.

Al calcular el cambio de energia total en el sistema (AGunisn) derivada de cada una
de las interacciones en condiciones estandar, es posible conocer la constante de
disociacion, la cual corresponde a la constante de equilibrio de la disociacién del complejo
proteina-ligando (Fig. 11). Cuanto menor sea la constante de disociacion menor es la
concentracion de ligando necesaria para saturar la proteina y, en consecuencia, mayor es
la afinidad (Ka) de la proteina hacia el ligando, suponiendo que esta mayor afinidad

corresponde a la afinidad del sitio activo.
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Fig. 11. Modelo de acoplamiento molecular.

Podemos definir la afinidad de una enzima hacia un ligando como un pardmetro
semicuantitativo relacionado con la inversa de la constante de disociacion; al conocer
estos dos parametros podemos llevar los resultados a la segunda ley de la
termodinamica:

AGunién = —RTlTlKA

El programa que se utiliza para realizar el docking molecular, tiene como
caracteristica principal el uso de un algoritmo genético lamarkiano, el cual genera los
resultados de las probables conformaciones del ligando en el espacio de busqueda de la

proteinay, al término cada proceso, se enlistan a partir de su energia de unién:
AGr = AGy + AG gy + AGp + -

donde AGt es el cambio en la energia total del sistema, AGy es la energia de interaccién
atribuida a puentes de hidrégeno; AG,qw €s la energia de interaccién atribuible a las
interacciones de van der Waals, y asi sucesivamente con todos los tipo de interaccion
débiles como las idnicas, las aromaticas, las electrostaticas, etc.

La ventaja de este método es que es mucho mas manejable para incorporar la
flexibilidad en el ligando, otra ventaja es que el proceso es fisicamente mucho mas
cercano a lo que sucede en la realidad. Una desventaja de esta técnica es que necesita
una gran cantidad de tiempo para evaluar las conformaciones dptimas para la unién de la

molécula estable y se tiene que explorar una gran cantidad de posibilidades.

2.8.2. Mecanica cuantica
El punto de vista de la mecdnica cudntica ha revolucionado la manera de
interpretar fendmenos espectroscopicos, eléctricos, pero en especial los fendmenos

quimicos; el gran desarrollo experimentado por la quimica cuantica ha permitido, al

17

Heidy Martinez Pacheco



Evaluacion in silico —Docking y QSAR- de derivados del 4cido valproico sobre la HDAC8 con potencial uso antineoplasico.

menos para moléculas aisladas, hacer predicciones de propiedades estructurales,
termodindmicas, espectroscdpicas y cinéticas.

Dichas propiedades moleculares se pueden determinan resolviendo la ecuacién de
Schrédinger, donde los distintos métodos de cdlculo de la estructura electrénica se
caracterizan por sus distintos niveles de aproximacion a la solucién exacta de la misma.

Basicamente se pueden clasificar en dos tipos: los métodos semiempiricos y los
métodos ab initio ("a primeros principios").

El mds antiguo de los métodos semiempiricos es el propuesto por Hiickel [81] el
cual sélo toma en cuenta los electrones m de moléculas aromaticas, los métodos
semiempiricos mas difundidos son los conocidos con las siglas AM1, MNDO, MINDO/3
[82], CNDO [83], INDO [84], PM3 y PM3MM [85], los cuales presentan diferentes
parametrizaciones utilizadas para aproximar las interacciones entre atomos.

La elecciéon de un método de mecdnica cudntica depende de la disponibilidad de
los recursos computacionales, de la calidad de las soluciones requeridas y de la
parametrizacion del método.

Teniendo en cuenta lo anterior, en el presente trabajo se realizaron célculos
basados en métodos semiempiricos Austin Model 1 (AM1). Este método usualmente no
da resultados tan precisos en las geometrias de las moléculas (longitudes y dngulos), en
las energias de los orbitales moleculares, energias de estados de transicion y energias de
formacién como los resultados ab initio o DFT, debido a que el método AM1 utiliza un
hamiltoniano mas simple que el hamiltoniano molecular completo.

A pesar de estas desventajas, este tipo de método es ampliamente usado ya que
el tiempo de célculo y el consumo de recursos computacionales es mucho menor en
comparacion con los otros métodos computacionales “completos”. Con él se obtienen
resultados de geometria molecular, energia de las conformaciones, calor de formacion,
energias de estados de transicidn, cargas atémicas, densidad electrénica, momento
dipolar, potencial electrostatico molecular, orbitales moleculares, espectros IR y UV-
Visible de forma rdpida, los cuales estan ajustados a formulas empiricas y parametros
atémicos experimentales [86].

Es importante mencionar que los métodos ab initio como los semiempiricos se
basan en los siguientes principios:

v Los nucleos y los electrones se distinguen unos de otros.

18

Heidy Martinez Pacheco



Evaluacion in silico —Docking y QSAR- de derivados del 4cido valproico sobre la HDAC8 con potencial uso antineoplasico.

v

Las interacciones electrén-electron y electréon-nlcleo estdn dirigidas por el
movimiento y las cargas de los electrones.

Los métodos de la mecdnica cuantica se resuelven mediante aproximaciones de
soluciones aproximadas de la ecuacion de onda de Schrodinger (solo es posible
para un sistema de un nucleo y un electrén).

El operador hamiltoniano, H, contiene informaciéon que describe la energia
cinética y potencial de los electrones y los nicleos de un sistema.

La funcidn electrénica de onda, 1, describe el estado de los electrones en
términos de su movimiento y su posicion.

La energia, E, es la energia asociada un estado electrdnico en particular.

Las distintas soluciones describen un conjunto de posibles estados para un
electrén. La magnitud observable de estos estados se describe con una funcién de
probabilidad, la cual es el cuadrado de la funcién de onda.

La funcion de probabilidad normalizada indica la probabilidad de encontrar un

electron en ese estado.

2.8.2.1. Aproximacion de Born-Oppenheimer

Los métodos computacionales se basan en el calculo de la hipersuperficie de

Energias Potenciales (HEP) de las moléculas, de tal manera que este procedimiento puede
ahorrar considerablemente tiempo de calculo. De las HEP se puede derivar informacién
estructural y quimica de la molécula, por esta razén la principal aplicacion de la mecénica
cuantica es la descripcion y prediccién del estado de un atomo o molécula, la cual se
establece por medio de una funcion de onda que depende de las coordenadas de las
particulas y del tiempo. Esta funcién, contiene toda la informacién que puede ser
determinada para el sistema. Para poder obtener esta informacion, es necesario tener un
operador hermitiano lineal. El operador mds importante de la mecanica cuantica es el
hamiltoniano H [87], que estd asociado a la energia total del sistema el cual es un

operador de la energia cinética K y de la energia potencial U,

h? d?¥(x,t)

H¥ (1) = " 2m dx?

+V(x)¥(x,t)
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juntando estos dos elementos se obtiene la ecuacién de Schrédinger dependiente del
tiempo:

ROW(x,t) 2 d2¥(x,¢)

i Ot 2m  dx? V¥ (.0

Resolviendo la ecuacién mediante la técnica de separacién de variables y
suponiendo que la funcién de energia potencial es independiente del tiempo, se obtiene
la ecuacién de Schrédinger independiente del tiempo para las funciones propias y los

valores propios de la energia;

H¥(x,t) =E¥(x,t)

ho¥(x,t)

T E¥W(x,t)

para esto es necesario que la funcién de onda sea el producto de dos funciones, una que
dependa exclusivamente del tiempo y la segunda que dependa de las coordenadas de las

particulas, asi que

Y(x, ) = f(O)P(x)

donde la funcién ¥ (x) satisface la ecuacién de Schrédinger independiente del tiempo.
Hy(x) = Ep(x)

02 d*p(x)

VP = B

Cuando se ha de resolver la ecuacion de Schrodinger para una molécula, incluso la
mas sencilla, es necesaria la aplicacién de la aproximacidon de Born-Oppenheimer [88].
Esta aproximacion se basa en el hecho de que los nucleos son mucho mas pesados que
los electrones, lo que conlleva en la separacion de los movimientos nucleares vy
electrdnicos; esto es desacoplar el movimiento nuclear del movimiento electrdnico [89],
permitiendo la determinacion de las soluciones de la ecuacién de Schrodinger electrénica
molecular para cada una de las de posiciones relativas de los diferentes nudcleos que

componen la molécula.
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Las moléculas son sistemas microscépicos que estan formadas por n-electrones y

N-ndcleos:

Fig. 12. sistema de coordenadas X-Y-Z de n-electrones y N-nucleos.

Si se asume que los nucleos y los electrones son particulas puntuales con masa y

carga se puede escribir el hamiltoniano molecular no relativista de la siguiente manera:

Energia potencial Energia potencial
electrénica i, j nuclear

2 NN 2
ZAZBe
+ z Z
Tia Tap

)

[

|
N| =
Ng
Sl
—

|
3=
o
Ng
NS
+
M=
Ny
2|8

N

|
NgE
NgE

N

o

A=1 i=1 i=1 i>j i=1 A=1 A=1B>A
Energia cinética  Energia cinética Energia potencial del
del A-ésimo del i-ésimo i-ésimo electrén i-y el
nucleo electron A-ésimo nucleo A

donde los subindices i, j representan a los electrones; los subindices A y B a los nucleos;
h ) , , .
h = 2o Me s la masa del electrén; M, es la masa del ntcleo A-ésimo; VZes el operador

laplaciano; e es la carga del electrdn; Z, y Zz son los nimeros atémicos de los nucleos, rys
es la distancia entre los nucleos A-By rj la distancia entre los electrones i-j.

Asi que el hamiltoniano anterior se puede separar en un operador electrénico y en
un operador de energia cinética nuclear. La ecuacién de Schrédinger dependiente de las

coordenadas de electrones y nucleos adquiere la siguiente forma:

Hvy(q:,94) = EY(q:,q4)

21

Heidy Martinez Pacheco



Evaluacion in silico —Docking y QSAR- de derivados del 4cido valproico sobre la HDAC8 con potencial uso antineoplasico.

Dado que la velocidad de los nucleos es tan pequeifa en comparacion con la
velocidad de los electrones, se desprecia el movimiento de los nicleos, considerando que
estos se encuentran en un estado estacionario con respecto a los electrones, por tanto la
funcién de onda electrdnica es relativamente insensible a los cambios de la posicién y al
momento nuclear. De esta manera el hamiltoniano se simplifica omitiendo el término de

energia cinética de los nucleos, obteniendo la ecuacion de valores propios siguiente,

(Hel+VNN)¢elec = Eelll}elec

donde el hamiltoniano electrénico H,, tiene la siguiente forma [90]:

N
. 2 . Z62 ZAeZ
DD D))
- - Tij : Tia
= =1

n n
h
1 > Y i=14=1

2
2m,

Hy = —

este hamiltoniano describe el movimiento de los electrones para la posicion de los

nucleos, es decir, depende de la posicién y no del momento.

Hepep = Eepe

H, = Eel{RA}

N N 2
ZAZBe
Vyn = —r
A=1B>A AB

Vi €s la repulsidn entre nucleos.

En la literatura de la quimica cuantica [89] la suma definida por
Eiotal = Eel{RA} + Vyn

se considera como la funcién de energia potencial para el movimiento nuclear, y en
general da lugar a una hipersuperficie de energias potenciales, mientras que la energia
electrdénica esta en funcién de las distancias de enlace, dngulos de enlace y diedros de
rotacién molecular, la cual depende de la configuracion nuclear dada por r y por tal razén
depende paramétricamente de estas distancia.

Una vez encontrada la funcién de onda asi como la ecuacion de Schrodinger
electrénica, podemos realizar el cdlculo de la energia esperada del sistema. Partiendo de
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la aproximacion CLOA-OM (Combinacién Lineal de Orbitales Atémicos y Moleculares), se
pretende encontrar la mejor combinacidn de orbitales atdmicos para la formacién de los

orbitales moleculares.

lp = aq1Xxq + arXxX, + a3X3 + -4+ aAnXy =

i

N
a;x;
=1

donde a son los coeficientes de combinacién lineal y x los orbitales atomicos.

N N
H Zaixi = EZaixl-
i=1 i=1

Se prueban distintas funciones variacionales y luego se calculan los coeficientes
(vectores propios que minimizan la E de la molécula). Cuando se aplica normalmente el
método de variaciones se debe cumplir que la energia calculada E a partir de la ecuacion
de Schrondinger, proveniente de la funcion de onda sera mas grande o igual que la

energia que tiene en estado fundamental E,, es decir [91]:

[Y*Apdr > E,

E>E,

2.8.3. Ventajas y desventajas de los métodos computacionales
Como se comentd anteriormente los métodos computacionales se basan en el
calculo de las HEP de las moléculas, para esto existen algunos tipos bdsicos de calculos
como [92]:

a) Calculo de la Energia en un Punto (1SCF): es el valor de la HEP para un
conjunto de coordenadas atémicas fijas.

b) Optimizacion geométrica: consiste en la modificacién sistematica de las
coordenadas atémicas de un modelo dando como resultado una geometria
donde las fuerzas netas en la estructura son iguales a cero.

c) Cdlculo de propiedades: es la prediccién de determinadas propiedades
fisicas y quimicas, tales como la carga, momento dipolar.

Para cada aplicacion, cada método posee ventajas y desventajas que debemos

conocer, dependiendo la eleccién del método de una serie de factores como son:
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v

La naturaleza de la molécula.

El tipo de informacion que necesitemos.

La disponibilidad para

poder

aplicar

pardmetros

experimentales

determinados, ya que algunos de los métodos asi lo requieren.

Recursos de computacién.

En la Tabla 1 se muestra una visién general de las caracteristicas de cada método y

sus aplicaciones.

Tabla 1.Ventajas y desventajas de los diferentes métodos computacionales.

Tipo Caracteristicas Ventajas Desventajas Aplicaciones
Solo aplicable a un | Grandes
Usa la fisica clasica Es rdpido limitado numero | sistemas como
Mecanica de moléculas enzimas
molecular No calcula | Sistemas en los
. Depende de campos s .
Gaussian y Utiliza pocos | propiedades que no hay
de fuerza con . L :
AutoDock , . recursos de | electrdnicas. rompimiento ni
pardmetros obtenidos ) .
. ordenador Requiere de datos | creacion de
empiricamente .
experimentales enlaces
Requiere menos Sistemas de
. (L recurso de | Requiere de datos | tamafio medio
Usa la fisica cudntica . .
Mecanica ordenador que el | experimentales (cientos de
cuantica método ab initio atomos)
‘ - Utiliza arametros Menos  riguroso | .
Semiempirico y parar Es capaz de s Sistemas en los
Gaussian empiricos  derivados que el método ab
. calcular estados | . .. que se producen
experimentalmente ., initio en el .
; - de transicion vy . transiciones
Usa aproximaciones . procedimiento de .
. estado excitados . electrénicas
extensivas calculo
Util ara un .
, (o . P Sistemas
Usa la fisica cuantica amplio campo de o
. Pequeiios
sistemas
Mecanica -
i Sistemas en los
cuantica s ; .
Ab initi No utiliza datos | Necesita de que existen
initio | . . -
G . Riguroso experimentales muchos  recursos | transiciones
aussian - .
matematicamente y de ordenador electrénicas
no utiliza pardmetros | Capaz de calcular Sistemas que
experimentales estados de requieran de una
transicién y precision
estados excitados rigurosa

2.8.4. Optimizacion geométrica

La energia y la geometria son dos de las propiedades moleculares que se obtienen

directamente de un cdlculo. La optimizaciéon geométrica se utiliza para localizar la

Heidy Martinez Pacheco
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conformacidn mas estable de un modelo, de tal manera que se encuentra un punto
estacionario en la HEP.

Los puntos criticos de una HEP son:

v" Minimo global: es la energia mas baja y nos indica la conformacion mas estable.

v" Minimo local: constituyen regiones donde un cambio en la geometria en cualquier
direccion nos da una geometria de mayor energia.

v' Punto de silla: Es el punto entre dos energias extremas. El punto silla se define
como un punto en la HEP, en el cual hay un incremento de energia en todas las
direcciones excepto una (la pendiente “primera derivada” de la superficie es cero).
En el caso del minimo de energia global y local se logra a través de la minimizacién

de la energia. Mientras que la determinacién del punto silla nos lleva a un estado de
transicion.

La capacidad de una optimizacion geométrica para converger a un minimo
depende de la geometria de partida, de la funcion de energia de potencial usada, y de las
condiciones impuestas para conseguir un gradiente minimo aceptable entre pasos.

La optimizacidon geométrica es un proceso iterativo y comienza con el calculo de la
energia en un punto Unico, el cual se realiza sobre la geometria de partida, después se
cambian las coordenadas para el conjunto de atomos y se recalcula un nuevo punto de
energia, con el fin de determinar la energia de la nueva conformacién, en este caso, la
primera o segunda derivada de la energia (segin el método) con respecto a las
coordenadas atémicas determina cuanto y en qué direccion se debe cambiar el siguiente
incremento de geometria, se determina de nuevo la energia y sus derivadas y el proceso

continua hasta que se alcanza la minima energia.

2.8.5. Relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR)

Los métodos de las relaciones cuantitativas entre la estructura quimica y la
actividad bioldgica (mas conocida por sus siglas en inglés QSAR: Quantitative Structure-
Activity Relationships) fueron introducidos por Hansch y Fujita en 1960, los que se han
agrupado histéricamente a todas las técnicas que han intentado establecer modelos
empiricos de comportamiento sobre familias de compuestos bioldgicamente activos [93].
El establecimiento de relaciones cuantitativas entre la estructura quimica (a través de sus

propiedades electrénicas, estéricas o de lipofilia) y la actividad bioldgica permite
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determinar los pardmetros mas influyentes en la actividad bioldgica asi como prediccidn
de potencia para compuestos aun desconocidos sobre la base de los ya evaluados. Es,
precisamente, en este aspecto predictivo donde radica el potencial de las diversas
técnicas disponibles para el establecimiento de relaciones cuantitativas estructura-
actividad en su aplicacién al diseiio de farmacos [94].

Los métodos QSAR se basan en dos principios:

a) la posibilidad de cuantificar diversas propiedades fisicoquimicas de un compuesto,

y

b) la posibilidad de describir matematicamente la relacion existente entre la actividad
bioldgica que se desea optimizar y las propiedades moleculares calculadas a partir
de la estructura.

Se trata asi de transformar la estructura del compuesto en un grupo de datos
numéricos (los descriptores) y después establecer una relacién cuantitativa entre estos
descriptores y la actividad bioldgica. En otras palabras la actividad bioldgica es una
funcion de los pardmetros (o descriptores) fisicoquimicos y estructurales como:

v Estéricos
) Parametros fisicoquimicos v Electrénicos

v" Hidrofdbicas

) Pardmetros Estructurales: Teoria de grafos.

v" HOMO
) Pardmetros Tedricos {Orbitales Moleculares v LUMO

v Cargas atémicas
) Pardmetros geométricos: a partir de calculos de superficies.

QSAR es una relacion matematica entre la actividad biolégica de una molécula de
interés, como su geometria y sus propiedades quimicas [95]. Se fundamenta en el
planteamiento de una ecuacién matematica que permita relacionar la actividad biolégica
con parametros moleculares, es decir,

Actividad bioldgica = f (pardmetros fisicoquimicos y/o estructurales)

Y = ay + a1X1 + a2X2 + a3X3 + -+ aan

donde:
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Y es la variable dependiente (actividad biolégica).
X1 ... X, son las variables Independientes o descriptores (parametro estérico, parametro
electronico, parametro lipofilico, pardmetro topolégico, etc.).
ao, ..., an son los pardmetros ajustables en la regresion lineal.

La finalidad de QSAR es construir un modelo multilineal que permita predecir si un
compuesto nuevo:

v Tendra una actividad.

Sera selectivo.
Proveerd nueva informacion.

Tiene propiedades farmacocinéticas (ADME).

AN NN

Permite mejorar el modelo matematico.
Los estudios de correlaciones entre propiedades fisicas y quimicas o bioldgicas,
requieren disponer de datos fisicoquimicos o biolégicos obtenidos de forma
experimental, asi como definir los descriptores quimicos y elegir el modelo adecuado que
describa de forma cuantitativa estas variables. Los datos bioldgicos y fisicoquimicos
pueden analizarse estadisticamente de dos formas:

v En forma conjunta o separada con métodos clasificatorios de reconocimiento de

tendencias.

v Usando técnicas de regresidn para establecer correlaciones cuantitativas.

Unos de los métodos mas populares, por ser uno de los mas antiguos (1962) es el
denominado de las relaciones de energia libre, método extra termodindmico o, método
de Hansch. En él se establecen relaciones cuantitativas entre la potencia en una serie de
farmacos estructuralmente relacionados y algunas propiedades fisicoquimicas de los
sustituyentes presentes en dicha serie, como la solubilidad, el grado de ionizacién o
determinados parametros estéricos. Una gran parte de la aceptacion de este método se
basa en la facilidad de determinacién de estas propiedades, en la existencia de datos
tabulados para muchas de ellas y, sobre todo, por las buenas correlaciones obtenidas con
el comportamiento farmacocinético de los farmacos objeto de estudio.

El método de Hansch se basa, en parte, en el anadlisis de relaciones lineales de
energia libre de Hammett, desarrollado durante la década de los cuarenta y utilizado
extensamente en quimica orgdnica para el estudio de mecanismos de reaccion. Pero en

los afios mdas recientes se tiende a emplear los métodos QSAR 3D, en los que las

27

Heidy Martinez Pacheco



Evaluacion in silico —Docking y QSAR- de derivados del 4cido valproico sobre la HDAC8 con potencial uso antineoplasico.

propiedades tridimensionales de una molécula se consideran como conjunto, mas que

considerar sustituyentes o subunidades aisladas.

a)

b)

Los 2 métodos mas usados de QSAR-3D son:

CoMFA: Comparative Molecular Field Analysis, este analisis se enfoca en mapas
3D de las interacciones electrostaticas y estéricas de los ligandos en estudio que
luego se correlacionan con la actividad bioldgica [96].

CoMSIA: Comparative Molecular Similarity Index Analysis, este analisis calcula
indices de similitud para un conjunto de moléculas previamente alineadas en
relacién a las propiedades fisicoquimicas (como lo son las interacciones de
distintos tipos, puentes H, etc.). Esos indices luego se correlacionan con la
actividad [97].

En general los estudios de QSAR son empiricos que pueden ser usados para

evaluar nuevas propiedades quimicas, siendo esta una técnica retrospectiva que

depende, clasicamente, de la actividad farmacolégica de compuestos con nucleos

similares, sirve para optimizar un lider y no para descubrir uno nuevo. Actualmente se

han realizado estudios QSAR mezclando diferentes tipos y fuentes de compuestos para

llegar a modelos mas generales de la actividad bioldgica [98, 99].

2.8.5.1. Grupos funcionales activos de un farmaco

Los grupos activos, son aquellos que modifican la reactividad de un farmaco

influyendo en su actividad biolégica, se clasifican en tres grupos fundamentales [100]:

a)

b)

c)

Elementos: halégenos (fluor, cloro, bromo, iodo), arsénico, fésforo, antimonio,
azufre, etc.

Grupos apolares: fenilo, bencilo, metilo, metileno, grupos alquilicos, etc.

Grupos polares: hidroxilo, carbonilo, amino, imina, amida, etc.

Los grupos apolares aumentan la liposolubilidad, mientras que los polares

incrementan la hidrosolubilidad, pudiendo modificar el paso de los farmacos a través de

las membranas bioldgicas.

a)

Efecto de ciertos grupos estructurales
Grupos alquilicos: si un grupo alquilico remplaza a un atomo de hidrogeno
reactivo (HCN-RCN, ArOH-ArOR, RNH,-R,NH, etc.), la reactividad bioldgica del

compuesto resultante es menor.
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b)

d)

f)

g)

Nucleos aromaticos y heterociclicos: los hidrocarburos ciclicos, especialmente los
bencénicos, incrementan la actividad y la toxicidad.

Aminas: las aminas primarias son mas toxicas y activas que las secundarias,
siéndolo a su vez éstas con respecto a las aminas terciarias.

Alcoholes y fenoles: los alcoholes son menos depresores que sus correspondientes
hidrocarburos. Los alcoholes monovalentes muestran mayor intensidad de accién
que los dioles, y estos, a su vez, que los trioles, etc. Los alcoholes terciarios son
mas activos que los secundarios y estos, a su vez, mas que los primarios.

Aldehidos y cetonas: los aldehidos tienen mayor capacidad de reaccién que las
cetonas, poseyendo, en consecuencia, mayor actividad bioldgica.

Acidos: la introduccién de grupos acidos (carboxilo, sulfénico, fosférico, etc.) en
una molécula organica disminuye considerablemente su actividad bioldgica y su
toxicidad.

Halogenos: los halégenos ejercen una marcada influencia en la conducta bioldgica
de los compuestos orgdnicos, generalmente incrementan la utilidad terapéutica y
las propiedades toxicas de los compuestos activos, aunque no en la misma
proporcién. Los derivados fluorados parecen ser menos activos fisioldgicamente
que los derivados que contienen otros haldgenos, debido quiza a la mayor

estabilidad del enlace C-F.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

3.1. Planteamiento del problema

El cancer es una de las principales enfermedades que provocan la muerte de miles
de personas al afio a nivel mundial, debido a algunos factores como los hereditarios y los
agentes carcindgenos como las sustancias quimicas, virus, bacterias, radiacién e incluso el
propio estilo de vida a las que los seres humanos nos hemos expuesto dia con dia. Todos
estos factores ocasionan mutaciones en el material genético que se acumulan y
finalmente llevan a alterar el comportamiento celular [101].

En los ultimos afios se han desarrollado potentes farmacos contra el cdncer; en
algunas ocasiones este puede ser curado con el uso de esta modalidad terapéutica y en
otras, se consigue un efecto paliativo importante de incremento de la sobrevida [102]. A
pesar de ello, la mayoria de las neoplasias muestran resistencia inicial a estos farmacos
constituyendo un gran obstaculo para la curacion de los pacientes. Se han identificado
varios genes, proteinas y vias metabdlicas implicados en este fendmeno, pero hasta el
momento el gen mas estudiado es el mdr 1 y su producto, la glicoproteina P, lo cual ha
inducido a la busqueda de nuevos blancos farmacolégicos susceptibles de ser alterados.
Uno de estos blancos es la familia de proteinas HDAC, en donde existe evidencia de que al

ser inhibida, la replicacidn disminuye y aumenta la diferenciacion.

3.2.  Justificacion

El AVP es un fuerte inhibidor de las HDAC's, cuyo efecto impide que se separen los
grupos acetilo de los nucleosomas, disminuyendo el crecimiento celular de las células
cancerigenas. Este farmaco parece potenciar el efecto de la quimioterapia, de ahi que
actualmente se encuentre en estudios clinicos. Sin embargo este farmaco es hepatotdxico
(nocivo para las células del higado), lo que ha motivado a desarrollar nuevos derivados.

Es por esta razdén que el presente trabajo propone la evaluacién in silico de una
serie de 500 derivados mono- di- y tri-sustituidos del AVP con una gama amplia de grupos
electroatractores y electrodonadores, a través de una sustitucién aromatica en el grupo
carboxilo, lo que posiblemente aumentara la estabilidad de los derivados del AVP al
interactuar con la HDACS, y por consiguiente superar la capacidad inhibitoria del VPA
sobre dicha proteina, debido a que la estructura de las HDAC's permite el disefio de

nuevos inhibidores por modificacion de pseudotipos, en los que se establecen tres zonas
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estructurales susceptibles de mejora desde el punto de vista de la quimica farmacéutica:
a) un grupo voluminoso, con afinidad hacia la zona situada al comienzo del canal
hidrofébico, b) un espaciador y c) un grupo quelante del Zn**situado en el sitio catalitico.
Es importante mencionar que estos compuestos tienen una gran probabilidad de
éxito, ya que al compararlo con los farmacos usados actualmente para el mismo fin [103],
conservan el anillo aromatico que al ingresar al sitio catalitico de la HDACS8 interactuara

por uniones tipo -1t o T-catidn, por puentes de hidrégeno, o formard un complejo con el

. 2
ién Zn*".
R
Ra R,
R,
HN 0

Fig. 13. Estructura base de los derivados del AVP con sustituciones R; (orto), R,, R4 (meta) y R, (para).
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4. HIPOTESIS

El cribado virtual permitird seleccionar los compuestos mds prometedores dentro
de los derivados propuestos del acido valproico (AVP) los cuales, en principios deberan
de poseer un mejor efecto antineopldsico a través de la inhibicion de la histona
deacetilasa 8 (HDACS), ya que contienen grupos electroatractores y electrodonadores, de
esta manera aumentan la estabilidad del AVP al interactuar con la enzima HDACS,
mientras que el estudio de la relacion cuantitativa de la estructura quimica y la actividad
bioldgica permitird establecer cuales son las propiedades fisicoquimicas que rigen la
actividad enzimatica de aquellos compuestos sustituidos con los grupos funcionales

Optimos resultado del cribado virtual.
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5. OBIJETIVOS

5.1. Objetivo general

Identificar el sitio de reconocimiento de los derivados del acido valproico con
posible actividad antineopldsica sobre la HDAC8 por docking ciego y establecer

parametros fisicoquimicas que rigen la actividad enzimatica por medio del método QSAR.

5.2.  Objetivos particulares

v Proponer y realizar la optimizacion de la energia de un conjunto de 500 derivados
del &cido valproico.

v’ Identificar el (los) sitio (s) de reconocimiento de los derivados del AVP sobre la
HDAC8 mediante un docking ciego, en funcidn de parametros fisicoquimicos como
la energia del sistema, la constante de disociacién y por ende la constante de
afinidad.

v Encontrar el mejor modelo matematico que describa la relacién cuantitativa entre
el efecto del inhibidor y las caracteristicas quimico-estructurales, entre los
compuestos que presentan actividad biologica experimental (30 moléculas
analogos al hidroxamato) con los derivados del AVP que se encuentren en el

mismo sitio catalitico de inhibicidn, estableciendo asi la actividad bioldgica tedrica.
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6. MATERIALY METODOLOGIA

6.1. Instalaciones y equipo de computo

El cribado virtual se realizd en las instalaciones del laboratorio de modelado
molecular y bioinformatica de la Seccidon de Estudios de Posgrado e Investigacién (SEPI)
de la Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional, bajo la direccion del
Dr. José Correa Basurto. Para la realizacion de los calculos de docking ciego se utilizaron
los siguientes programas: PyMOL [104], Molekel [105], AutoDockTools 1.5.4 y AutoDock
4.0 [106], en 6 procesadores de 4 nucleos con plataforma LINUX, distribuciones Fedora 8,
asi como los programas: GaussView 4.1.2 [107] y Gaussian 03 [108] en 2 procesadores de
4 nucleos con plataforma Windows XP.

Mientras que el analisis QSAR se realizdé en el Laboratorio de Simulacién de la
Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Universidad del Papaloapan
Campus Tuxtepec bajo la direcciéon del Dr. Guillermo Ramirez Galicia. Para realizar los
calculos de mecanica cuantica se utilizaron los siguientes programas: GaussView 4.1.2,
Gaussian 03, ademas de los programas estadisticos, MATLAB 7.2.0.232 (R2006a) [109],
DRAGON 2.1 [110], Origin 7 [111] y Babel 16 [112], en 2 procesadores de 4 nucleos, con
plataforma Windows XP y un Cluster de 2 nodos mas 1 nodo maestro, cada uno con 16

procesadores, en plataforma Linux.

6.2. Metodologia

La evaluacion in silico —Docking y QSAR- de derivados del acido valproico sobre la
HDACS, se llevd a cabo a partir de proponer 500 disefios moleculares, con sustituyentes
electroatractores y electrodonadores (Tabla 1H del anexo), con el fin de incrementar la
afinidad y, de manera indirecta, su capacidad inhibitoria sobre la HDACS.

Los compuestos propuestos se disefiaron de tal manera que contengan los
requerimientos establecidos en la literatura para este tipo de inhibidores: A) un grupo
quelante del ion Zn%*, B) un grupo espaciador y C) una cola lipSfila (Fig. 14).
Especificamente, se investigd la influencia en la actividad bioldgica tras los cambios en el
grupo espaciador, debido a la introduccién de grupos electroatractores vy

electrodonadores (Tabla 2), que funcionaran como grupo quelante del ion Zn*".
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Fig. 14. Estructura base de los DAVP: A) grupo quelante del ion Zn**, B) grupo espaciador y C) cola lipdfila.

Tabla 2. Grupos electroatractores y electrodonadores.

Electroatractores Electrodonadores

-NO, -OCH;
-CN -OH
-COO -N(CHs),
-CHO -NH,

-COOCH; -CH;
-SO3H -CH,CH;
-COCH; -CH,CH,CH;
-CON(CHs), -CH(CHs),
-COCH=CH, -CH,CH(CH),
-cocl -C(CHs)s
-COOCOCH;
-F, -Cl, -1, Br

6.3. Docking

En la metodologia del analisis de docking ciego, el algoritmo toma en cuenta una
serie de descriptores de acoplamiento geométrico, donde la superficie de Ia
macromolécula se aproxima como una serie de segmentos de superficie accesible al
disolvente, incluyendo la capacidad de donar y aceptar puentes de hidréogeno vy
potenciales en los dngulos de torsion. Por otra parte, el ligando se mueve a través de
estos espacios accesibles y escoge un lugar de forma aleatoria. En ese punto se realiza
una serie de movimientos conformacionales del ligando, lo que induce un costo
energético total del sistema. Una vez finalizado este proceso se escoge un nuevo lugar

geométrico y se repite el proceso. Durante esta busqueda de sitios accesibles, todas las
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interacciones obtienen un puntaje, en especial a las interacciones débiles que estabilizan

al complejo, disminuyendo la energia total [113].

6.3.1. Minimizacion de la energia de los derivados del AVP
Los 500 derivados del AVP se crearon en 3D con el programa GaussView 4.1.2, a
los archivos obtenidos se les efectud una optimizacion geométrica con el método
semiempirico AM1 incluido el programa Gaussian 03. Posteriormente con el programa
Molekel se realizé la transformacién de coordenadas Gaussian 03 *.out a coordenadas

*.PDB, que son necesarios para el docking ciego.

6.3.2. Estructura tridimensional
Se realizd la busqueda de la estructura tridimensional de la HDACS8 en la base de
datos Protein Data Bank (PDB) obtenida experimentalmente a través de cristalizacién o
difraccion de rayos X, encontrandose la estructura con clave PDB: 3f07 [114]. En la
preparacion del archivo de entrada: se eliminaron las moléculas de agua y de los ligandos

ajenos a la HDACS con el programa PyMOL.

6.3.3. Docking ciego

El procedimiento general consisti6 en preparar archivos de entrada para el
programa AutoDock a partir de las estructuras optimizadas de los compuestos y la
estructura de la macromolécula (HDACS).

La estructura de la HDACS8 se visualizd con el programa AutoDockTools versidon
4.1.2. Fue necesario adicionar los 4tomos de hidrégenos polares, es decir, aquellos unidos
a atomos electronegativos que pueden participar en interacciones por puente de
hidrogeno; se agregaron las cargas parciales de Kollman [106] con la finalidad de evaluar
la contribucidn electrostdtica, asi como los parametros de solvatacién. Al igual que la
HDACS8 los derivados del AVP se visualizaron con el mismo programa, obteniendo los
archivos *.pdbgt; posteriormente se delimité a la HDACS8 en el espacio de busqueda, el
cual esta representado por una caja de 116 x 96 x 112 A que incluye completamente a la
HDACS, esta metodologia genera el archivo *.gpf. A continuacion se utilizé el programa
autogrid 4 [106] para establecer las interacciones. Los mapas de afinidad atomica se

generaron para cada archivo *.pdbqgt; con el fin de determinar la afinidad de los
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inhibidores (derivados del AVP) por la enzima. El siguiente paso fue crear el archivo *.dpf,
para lograr la ejecuciéon del programa autodock 4 [106] para esto, se utilizaron los
siguientes parametros: 100 conformaciones, con 10, 000,000 de interaciones.

En AutoDock el GRID es la energia de interaccidon debida a factores estéricos,

enlaces de hidrégeno y electrostaticos.

Eyy, = ZEU +zEel +2Ehb

donde

Eyy, Es la energia de interaccion de enlace en las coordenadas x, y, z.
E; Es la energia de van der Waals.

E,; Es la energia electrostatica.

Eyp, Es la energia de enlaces hidrégeno.

6.3.4. Probabilidad
En esta parte se toma en cuenta la probabilidad de un microestado en el colectivo
canonico. En el colectivo candnico, el estado macroscépico queda fijo al conocer N
(numero de moles), V (volumen) y T (temperatura), por lo que la energia interna se
obtendrd como funcion de estas tres variables [U(N, V, T)]. Sin embargo, la energia de los
microestados es funcién unicamente de N y V [E(N, V)]. Pensemos en un conjunto de N
particulas independientes de masa m en una caja monodimensional de longitud a, la

energia sera:

hZ
_ 2
E= Z 8maz

N
=1
De acuerdo con la siguiente igualdad las probabilidades de ocupacién de los

microestados deben de ser funcién de la temperatura:

j

Por otra parte parece légico suponer que la relacion entre el nUmero de sistemas
del colectivo que se encuentren en el microestado j y en el microestado i debe depender
de las energias de ambos Ej, E;. Podriamos escribir por tanto la siguiente relacion:

Pj _

—— f(Ei Ep)
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¢Como deben de combinarse las energias en esta funciéon? La energia de un
microestado depende de la eleccién arbitraria del cero de energias potenciales, sin
embargo la relacién entre las probabilidades de dos microestados no puede depender de
esta eleccidén. En consecuencia, la relacion de probabilidades debe ser funcion de la

diferencia de energias:

%= f(EvE) = f(E; - E)

Si consideramos ahora tres microestados distintos (i, j, k), podremos escribir lo

siguiente:
------ E
l % = f(Ej — Ex)
J
______ E;
p.
------ Ey 2 =f(E - E)
bi
Dk
— = f(E;— Ep)
bi

Ahora bien, también se debe cumplir la relacion matematica:
Pr _ PjPk
pi DiDj

y de acuerdo con las relaciones anteriores queda:
f(E: — E) = f(Ei — E)f(E; — Ex)
Si nos fijamos en esta ecuacidn, el término que aparece dentro de la primera
funcién es la suma de lo que aparece dentro de las otras dos:
(E; — Ex) = (E;i — E) + (E; — Ex)
La uUnica funcion matematica que cumple esta relaciéon (el producto de dos

funciones es igual a la funcién de la suma) es la exponencial e*.e¥ = e**Y. Por lo tanto la

relacion entre las probabilidades de dos microestados viene dada por:

Pi _ oBE-E)
Pi

lo que implica que las probabilidades vienen dadas por:

pl- = Ce_ﬁEi
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Para determinar completamente las probabilidades necesitamos conocer C, la cual
se puede determinar por la condicion de normalizacién. Efectivamente la suma de las

probabilidades de todos los microestados debe ser la unidad:

1:Zpi:CZe_ﬁEi
J J

_ 1
- 2] e‘ﬁEi

por lo tanto Ces:

C

Quedando entonces la probabilidad de ocupacion de un determinado microestado
como:
e_ﬁEi

Pi =5 oopE:

Al denominador de esta expresién se le conoce como funcidn de particidn
- . , . 1
candnica (Q) que es funcidn de B y de las energias de los microestados, donde B es P

La relacién entre las probabilidades de ocupacién de dos microestados (k y j) de

diferente energia es:
—BEk —BEk E;
pr e PrR/Q e PR (Eg Ej o _AE

Sabiendo lo anterior se procedio a calcular la probabilidad de ocupacion p; de los

resultados arrojados por el docking ciego mediante la siguiente férmula:
—AE;
e KT
pi = —AE;
Zje KT

—AE;
e RT

pi = —AE;
» je RT

donde la T es la temperatura a 298 K, AE; es la diferencia de energia libre de Gibbs por

) . R
cada molécula de los derivados del AVP, K es la constante de Boltzmann Kz = o=
A

1.3806504x10723 é, R es la constante de los gases ideales 1.98 cal/mol. K y N4 es el
nimero de avogadro 6.02214179 x10%3mol™1. Para este caso en particular la

probabilidad propuesta en el presente trabajo de tesis esp; = 0.7 y p, = 0.3, esto con el
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fin de descartar sitios cataliticos con baja probabilidad de éxito, por lo que el intervalo de

la energia libre de Gibbs de cada uno de los derivados del AVP debe estar entre 0 y

0.49993963 kcal/mol (AE = RT In %).
2

Todo esto se realizd con la finalidad de establecer una relacion entre la
probabilidad y la energia libre de Gibbs y asi poder observar solo aquellos sitios cataliticos
con menor energia (mayor estabilidad en el complejo ligando-enzima).

Se realizéd la minimizacién de la energia, el docking ciego y la probabilidad de
ocupacion p; de los 38 andlogos del hidroxamato (Tabla 2H del anexo), con el objetivo de
establecer la relacién cuantitativa estructura-actividad bioldgica con los derivados del
AVP, los cuales poseen caracteristicas similares con los analogos del hidroxamato en

cuanto a su estructura quimica y actividad inhibitoria sobre la HDACS.

6.3.5. Analisis de los sitios cataliticos de los derivados del AVP y los

analogos del hidroxamato
Se analizaron solo aquellos sitios cataliticos con menor energia libre de Gibbs en
funcién de la probabilidad de ocupacion p; de los resultados arrojados por el docking

ciego.

6.4. QSAR

La metodologia de investigacion en los estudios cuantitativos de la relacién
estructura actividad bioldgica depende de las caracteristicas de los compuestos que se
desean estudiar, cominmente para obtener un modelo predictivo se requieren tres
conjuntos de datos: el conjunto de entrenamiento, validacion (en ambos es necesario
conocer el valor experimental de la propiedad que se desea estudiar) y prediccion. El
punto inicial es la eleccién de un conjunto de datos de entrenamiento seleccionado con
base a la diversidad estructural de los compuestos, el cual es utilizado para generar el
modelo. Sobre él se realizan todas las pruebas necesarias para elegir los descriptores que
mejor ajusten al valor experimental de la propiedad, utilizando parametros estadisticos
como: coeficiente de correlacion lineal (R), desviacion estandar (SD), F-estadistico total
(F), el criterio de informacion de Akaike (AIC), la funcién de aptitud de Kubinyi (FIT),

coeficiente de correlacién por validacién cruzada (g%0o Y G%ico), entre otras. Luego se
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emplean dichos descriptores para calcular el valor de la propiedad de las moléculas que
conforman el conjunto de validaciéon (grupo de compuestos que se reserva para la
comprobacién del modelo). Si el valor calculado se aproxima en buena medida al
experimental para todas las moléculas del conjunto de validacién o por lo menos, la
mayoria, significa que el modelo tiene poder predictivo, y, en principio, se puede usar
para predecir valores de la propiedad de un conjunto nuevo (conjunto de prediccién)
[115-117].

Cabe mencionar que en el presente trabajo solo se toman en cuenta dos
conjuntos de datos: el conjunto de entrenamiento (analogos del hidroxamato) y el
conjunto de prediccion (derivados del AVP), debido a que las estructuras quimicas en
ambos conjuntos son diferentes.

Para este estudio se siguio la siguiente metodologia:

6.4.1. Eleccion de un conjunto de compuestos con actividad bioldgica

conocida
Se eligid un conjunto de compuestos con actividad conocida (conjunto de
entrenamiento) de los analogos del hidroxamato, debido a que estos poseen actividad
bioldgica experimental y gran similitud estructural con los derivados del AVP, lo que es

indispensable para estudio de la relacidén cuantitativa estructura-actividad bioldgica.

6.4.2. Identificacion de los descriptores moleculares de los andlogos del
hidroxamato

Primero se realiz6 el cambio de coordenadas *.docked.pdbg obtenidos por
docking ciego a coordenadas *.gjf con el programa Babel 16, con el objetivo de adicionar
los atomos de hidrégeno con el programa GaussView 4.1.2. A continuacién se efectud un
calculo Unico con el método semiempirico AM1 usando el programa Gaussian 03,
conservando de esta manera las caracteristicas geométricas obtenidas del docking ciego,
posteriormente con el programa Babel 16 se transformaron las coordenadas *.out de los
archivos de salida de los calculos Unicos a coordenadas *.mol, este cambio de
coordenadas se realizd para que el programa DRAGON pudiera determinar los
descriptores moleculares que mejor definan la estructura de los compuestos elegidos.

Ademads de los descriptores obtenidos por DRAGON se adicionaron otros descriptores,
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como la actividad biolégica experimental (ICsq), los descriptores tedricos obtenidos del
calculo Unico: energia minima, energia del orbital molecular mdas bajo desocupado
(LUMO), energia del orbital molecular mas alto ocupado (HOMO), dureza, blandura,
dipolo X, Y, Z y total, asi como los descriptores obtenidos por el docking ciego: energia

libre de Gibbs, intermolecular, interna y la constante de disociacién.

6.4.3. Seleccion de los descriptores de los analogos del hidroxamato
Con el programa MATLAB se seleccionaron los descriptores con un coeficiente de

correlacién de colinealidad de 0.8 en relacién a la actividad biolégica.

6.4.4. Revision de colinealidad de los analogos del hidroxamato

Con ayuda del programa SPSS se realizd una regresion lineal multiple, con los
descriptores seleccionados anteriormente, estos fueron establecidos como variables
independientes, mientras que el descriptor energia libre de Gibbs fue establecido como la
variable dependiente, estableciendo asi el conjunto de entrenamiento con las que se
puedan obtener una serie de modelos matematicos que muestren el comportamiento de
los derivados de AVP en funcidn de ciertos descriptores de los andlogos del hidroxamato,
ademas se realizd una regresidon lineal en SPSS estableciendo como variables
independientes los descriptores obtenidos en DRAGON, y como variable dependiente la
actividad bioldgica, con el Unico fin de encontrar aquellos descriptores que tengan una

relacion directa con el 1Cs.

6.4.5. ldentificacidon de los descriptores moleculares de los derivados del

AVP
Se realizd el mismo procedimiento que en la identificaciéon de los descriptores
moleculares de los andlogos del hidroxamato, con la Unica diferencia de que en este caso
el descriptor de la actividad biolégica no se contempla, debido a que estos valores son los

gue se desean encontrar de manera tedrica. Estableciendo asi el conjunto de prediccion.

6.4.6. Regresion Lineal Multiple (RLM)
Se realizaron las RLM de los modelos obtenidos en la revisién de colinealidad de

los andlogos del hidroxamato, junto con los modelos del conjunto de prediccion, los
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cuales fueron obtenidos de los datos numéricos de los descriptores seleccionados en la
regresion lineal con programa SPSS de los analogos del hidroxamato. Las graficas de las
regresiones lineales multiples se trazaron con el programa Origin 7.

La seleccion del mejor modelo para la RLM se llevé a cabo de acuerdo al analisis

de los siguientes pardmetros estadisticos: R, SD, F, AIC, FIT, quoo, quGo, entre otras.

6.4.7. Expresion matematicamente de la actividad bioldgica de los
derivados del AVP

En el programa SPSS se realizé una regresion lineal con los descriptores que
resultaron exitosos del mejor modelo de la RLM, donde el descriptor Belm4 se considerd
como la variable dependiente, mientras que los demas descriptores fueron considerados
como variables independientes, encontrando modelos matemadticos que relacionan la
actividad bioldgica-descriptores. Se trazaron estos modelos en Origin 7 (modelos del
conjunto de entrenamiento y prediccion), y se selecciond el mejor modelo de la RLM de

acuerdo a los pardmetros estadisticos establecidos anteriormente.

6.4.8. Redes Neuronales Artificiales (ANN)

De acuerdo a la literatura las Redes Neuronales Artificiales, ANN (Artificial Neuron
Networks) son mecanismos de procesado de la informacion inspirados en las redes de
neuronas bioldgicas. Su funcionamiento, explicado en numerosos textos entre ellos [118-
120], se basa en operaciones sencillas realizadas en paralelo por un gran nimero de
células elementales, las neuronas. En las ANN, la unidad andloga a la neurona biolégica es
el elemento procesador, PE (process element). Un elemento procesador tiene varias
entradas y las combina (Fig. 15) normalmente con una suma basica. La suma de las
entradas es modificada por una funcién de transferencia y el valor de la salida de esta
funcién de transferencia se pasa directamente a la salida del elemento procesador, por lo
gue los modelos de ANN son dirigidos a partir de los datos, es decir, son capaces de
encontrar relaciones (patrones) de forma inductiva por medio de los algoritmos de
aprendizaje basado en los datos.

Las caracteristicas que hacen mas interesantes a las ANN para el modelado de
sistemas son:

v" Son modelos no lineales, puesto que la funcién de activacién es no lineal.
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v" Son modelos paramétricos y los pardmetros corresponden a los pesos de las
conexiones entre neuronas.

v" Son modelos adaptivos, puesto que la aparicién de nuevos datos permite el
reaprendizaje de los pardmetros adaptando los valores anteriores a los datos
actuales.

v Son tolerantes a fallos, ya que su comportamiento esta distribuido entre todos

los parametros.

Fig. 15. Estructura de las Redes Neuronales Artificiales (ANN).

El motivo que, probablemente, ha dado mas impulso a la utilizacion de las redes
neuronales en el campo de la identificacion y control de procesos, es su demostrada
capacidad de aproximar funciones con un grado arbitrario de precisién. Es por esta razén
que se procedid a la aplicacién de las ANN al mejor modelo obtenido de la RLM,

utilizando 3 células elementales, es decir, 3 neuronas por cada entrada.

6.4.9. Prediccion de la actividad bioldgica tedrica de los derivados del

AvVP
Utilizando la ecuacion matematica donde se relaciona la actividad bioldgica de los
analogos del hidroxamato con los descriptores moleculares, se determiné la actividad

tedrica de los derivados del AVP.

6.4.10. Modelo matematico de la actividad bioldgica tedrica
Se representd graficamente en Origin 7 el modelo matematico de la actividad
biolégica tedrica de los derivados del AVP en relacién a la actividad bioldgica

experimental de los analogos del hidroxamato.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Docking
7.1.1. Minimizacion de la energia

Se optimizaron geométricamente las 500 moléculas de los derivados del AVP y los
38 analogos del hidroxamato con el método semiempirico AM1, obteniendo dos de las
propiedades moleculares mds importantes: la energia minima y la geometria molecular
mas estable de cada una de las estructuras. Estos resultados se obtuvieron un tiempo de
calculo de aproximadamente 1 minuto, siendo esta una enorme ventaja de los métodos

semiempiricos.

En la Fig. 16 se muestra la conformacién mas estable de 4 estructuras de los
derivados del AVP con su respectiva minima energia. De acuerdo a estas propiedades
moleculares, estas estructuras se encuentran en un punto estacionario en la HEP,
correspondiente al minimo global, donde la energia es la mds baja y la conformacion es la

mas estable.

A B C D

Fig. 16. Derivados del AVP. A) DAVP001 (E=-0.0787191hartres, R;= NO,), B) DAVP0OO05 (E=-0.0283518hartres,
R,= CN), C) DAVP045 (E=-0.0656739hartres, R;= N (CH3),), D) DAVP082 (E=-0.0852064hartres, R,= NH,, R3=
NO,).

Mientras que en la Fig. 17 se muestran 4 estructuras de los andlogos del

hidroxamato, en su minimo global.
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C D
Fig. 17. Derivados del AVP. A) HIDO2 (E=-0.1307932hartres), B) HIDO3 (E=-0.1419026hartres), C) HID40 (E=-
0.0925125hartres), D) HIDO5 (E=-0.1310265hartres).

El minimo global se determina matematicamente con el cambio consecutivo de las
coordenadas del conjunto de atomos de cada estructura y finaliza hasta que alcanza la
energia minima.

Analizando ambos grupos de compuestos la energia de los derivados del AVP son
menores, lo que indica que las estructuras estdn en su conformacién mds estable, aunque
esta energia depende en si al tipo de estructura que se esté evaluando, afortunadamente

ambos tipos de compuestos son muy similares en su estructura quimica.

7.1.2. Estructura tridimensional de la HDAC8
Al realizar la busqueda de la HDAC8 en Protein Data Bank, se encontré su
estructura 3D determinada por rayos X con las siguientes caracteristicas: en un complejo
tricostatina A y 3-(1-metil-4-fenilacetil-1H-2-pirrolil)-N-hidroxi-2-propenamida (APHA) con
resolucion de 3.30 A y cddigo PDB: 3F07 [114], dependiente del Zn** el cual tiene la
funcién de regular la acetilacion de residuos de lisina en las histonas y otras proteinas en

células eucariotas.

Fig. 18. Informacién general de la enzima HDAC8 encontrada en PDB: 3F07.

En la preparacion del archivo de entrada de la HDAC8 con el programa PyMOL se

observaron las siguientes situaciones: la presencia de 6 iones K**, 1 grupo acetilo y 2
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ligandos, todos ajenos a la HDACS8 (circulos rojos en la Fig. 19). Ademds se observé que la
HDAC8 obtenida de PDB (cédigo: 3F07) estaba compuesta de tres partes estructurales

casi idénticas, dando a entender que la HDAC8 encontrada es un trimero.

Fig. 19. Enzima HDACS. Visualizacién de la enzima HDACS con el programa PYMOL. A) Secuencia de

aminoacidos de la HDACS, B) Estructura cuaternaria de la HDACS.
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Realizada la eliminacion de estos grupos ajenos (6 iones K*, 1 grupo acetilo y 2
ligandos) a la HDACS, asi como la eliminacién de 2 mondmeros, se obtuvo la estructura

adecuada para el presente estudio:

B C

Fig. 20. Enzima HDACS.libre de grupos ajenos. A) Secuencia de aminoacidos de la HDACS8, B) Estructura

terciaria de la HDACS con la presencia del ion Zn2+, C) Sitio catalitico de la HDACS.

En la Fig. 20A la HDAC8 se encuentra libre de grupos y ligandos ajenos,
manteniendo solo una interaccién con el ion Zn%, ya que este permite formar complejos
con los grupos electroatractores y electrodonadores de los derivados del AVP, asi como
de los andlogos del hidroxamato. La permanencia del ion Zn** en la proteina tiene como
finalidad regular la acetilacion de residuos de lisina en las histonas, el ion Zn** forma parte
del sitio catalitico, este sitio catalitico como se ve en la Fig. 20B estd altamente
conservado por residuos de aminoacidos aromaticos (Tyr306, His142, His143, Phel52 y

Phe207), lo que concuerda con la literatura.

7.1.3. Docking ciego
Mediante la metodologia explicada en la seccidon anterior se obtuvieron los

resultados de los 500 derivados del AVP y los 38 analogos del hidroxamato por docking
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ciego. Estos resultados fueron analizados exhaustivamente mediante la aplicacién de la
probabilidad de ocupacion p;, obteniendo solo aquellos sitios cataliticos con menor
energia libre de Gibbs. De los 500 derivados del AVP solo 128 moléculas presentaron
mayor estabilidad ligando-enzima, mientras que de los 38 andlogos del hidroxamato solo
30 moléculas presentaron dicha estabilidad. Al ir analizando estos sitios cataliticos con el
programa AutoDock se logré observar cdmo el ligando se movia a través de los espacios
accesibles de la HDACS8, escogiendo un lugar de forma aleatoria, con una serie de
movimientos adicionales, lo que indujo al final un costo energético total del sistema (ver
Fig. 21). Cabe mencionar que el espacio escogido por los ligandos en la HDAC8 fue el
mismo para todos, en otras palabras todos los ligandos tanto los derivados del AVP como
los andlogos del hidroxamato se encontraban en el mismo sitio catalitico de la HDACS,
satisfactoriamente este sitio catalitico es el que se encuentra reportado en la literatura

para este tipo de enzimas.

Fig. 21. Docking de la molécula DAVPOOS sobre la HDAC8 (aminoacidos encontrados en el sitio catalitico:

Phe208, His180, Zn2+, His143, Gly151, Asp101, Phel52, Tyr306, Lys33 y Phe207 con R,=CN).
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Mediante la simulacion de docking ciego, se obtuvieron las energias de
acoplamiento, intermolecular, interna y torsional asi como las constantes de disociacién
de los 128 derivados del AVP y de los 30 analogos del hidroxamato contra la HDACS. En la
Tabla 3 y la Tabla 4 se resumen los mejores compuestos de acuerdo a los parametros
fisicoquimicos descritos anteriormente. (En la Tabla 3H y 4H del anexo se muestran los

resultados totales).

Tabla 3. Energias y constantes de disociacidon de los mejores andlogos del hidroxamato.

Molécula AG Ky E. Intermolecular E. Interna E. Torsional
HIDO 6 -7.47 3.34 -10.16 -0.22 2.68
HID 15 -7.19 5.33 -10.18 -0.76 2.98
HID 23 -8.1 1.15 -10.49 -1.2 2.39
HID 25 -7.54 2.97 -9.03 -0.52 1.49
HID 26 -8.01 1.35 -10.1 -0.59 2.09
HID 29 -7.39 3.8 -10.97 -0.81 3.58
HID 34 -7.65 2.49 -10.33 -0.93 2.68
HID 35 -7.37 3.93 -9.46 -0.36 2.09
HID 37 -7.91 1.59 -10.89 -0.62 2.98

[Los datos en rojo indican los mejores compuestos] [Las energias estan dadas en Kcal/mol y la Kyen uM]

Tabla 4. Energias y constantes de disociacion de los mejores derivados del AVP.

Molécula AG Kqs E.Intermolecular E. Interna E. Torsional
DAVP 266 -7.02 7.2 -9.1 -0.49 2.09
DAVP 269 -7.52 3.08 -9.61 -0.38 2.09
DAVP 271 -6.97 7.84 -8.76 -0.57 1.79
DAVP 277 -6.77 10.86 -8.86 -0.6 2.09
DAVP 281 -7.04 6.94 -9.13 -0.63 2.09
DAVP 282 -6.85 9.49 -8.94 -0.28 2.09
DAVP 283 -6.68 12.65 -9.37 -0.53 2.68
DAVP 389 -6.18 29.28 -7.48 -1.09 2.39
DAVP 405 -6.01 39.37 -8.4 -0.88 2.39
DAVP 458 -6.51 16.83 -8.6 -0.63 2.09

[Los datos en rojo indican los mejores compuestos] [Las energias estan dadas en Kcal/mol y la Kqyen uM]

Como se menciond anteriormente la constante de disociacién esta relacionada
con la afinidad de los ligandos, ya que cuanto menor sea Ky menor es la concentracion de
ligando necesaria para saturar la proteina y, en consecuencia, mayor es la afinidad de la

proteina hacia el ligando, de acuerdo a esto los compuestos que se encuentran marcados
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de color rojo en las tablas 3 Y 4 son los mejores valores, hablando solo con respecto a la

energia libre de Gibbs y la constante de disociacidn.

C
Fig.22. Interacciones del compuesto A) HID26, B) DAVP266 (R,=CHO y Rs=l), y C) DAVP281 (R,=CON(CHs), y

R;=Br) con la superficie de la HDACS.

En la Fig. 22 se observa la interaccién de los derivados con las mejores afinidades
de acuerdo al docking ciego, y puede apreciarse que independientemente de la
sustitucion de grupos electroatractores y electrodonadores de los 128 derivados del AVP,
asi como de los 30 andlogos del hidroxamato, la orientacién en el espacio del sitio
catalitico es muy semejante, esto es debido a que las cadenas alifaticas estabilizan a los
compuestos en la entrada del sitio catalitico de inhibicion, y la diferencia en la afinidad
del ligando hacia el sitio radica en el tipo de interacciones débiles que se pueden
establecer en el complejo ligando-enzima, como fuerzas de Van der Waals, interacciones
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aromaticas como m-m o m-catidn, puentes de hidrogeno-oxigeno, provocado por los
grupos quimicos que presentan los compuestos con los residuos de aminodcidos del sitio
catalitico (principalmente His180, Tyr306, Trp141, His142), y que el grupo funcional
carboxilo interactda electrostiticamente con el i6n Zn** en aquellos derivados que
otorgan una carga parcial negativa al compuesto.

Los resultados arrojados en el analisis exhaustivo del docking ciego para los
analogos del hidroxamato y de los derivados del AVP indican que los mejores compuestos
fueron la HID26, el DAVP266, y el DAVP281 (ver Fig. 23), ya que presentaron las
constantes de disociacién mds bajas, que indican una mayor afinidad con el sitio catalitico
de inhibicidon, ademas de que en sus estructuras quimicas contienen grupos aceptores
(interactua el O del ligando con el H de la His143) y donadores (interactua el H del ligando
con el-O del Aps101 y de la Tyr306) de enlaces de hidrégeno, los cuales son favorecidas
debido al tipo de sustituyente quimico que presentan estas moléculas (ver Tabla 5) asi

como por su posicidn en el espacio.

A B C
Fig.23. Estructuras moleculares de la A) HID26, B) DAVP266, C) DAVP281. (Los circulos rojos indican el O y

los H de los ligandos que formaron los puentes H-O con los aminoacidos de sitio catalitico).

Tabla 5. Sustituyentes quimicos de los derivados del AVP mas prometedores.

Molécula R: (orto) R, (meta) Rs (para)
DAVP266 -H -CHO -l
DAVP269 -H -COCH; -l
DAVP271 -H -Codl -l
DAVP277 -H -CHO -Br
DAVP281 -H -CON(CHs), -Br
DAVP282 -H -Cocl -Br
DAVP283 -H -COOCOCH; -Br
DAVP289 -H -COOCH3 -NH,
DAVP389 -OCH3 -H -CHO
DAVP405 -CHs -H -COOCH;3
DAVP458 -NH, -H -F
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En la Tabla 5 se muestran los mejores compuestos sustituidos con grupos
electroatractores y electrodonadores en las posiciones orto, meta y para con respecto al
grupo arilo en la estructura de los derivados del AVP. Los resultados de docking ciego
obtenidos coinciden, en cierto sentido, con los mejores derivados de AVP obtenidos por
Bermudez y colaboradores [121] mediante un docking dirigido hacia el sitio catalitico
reportado para la clase | de las HDACs, en este trabajo los mejores compuestos poseen en
su estructura quimica grupos carbonilos y grupos aminos en posiciéon orto, meta y para,
teniendo gran similitud con nuestros mejores derivados del AVP. Al realizar el andlisis de
los grupos activos de los mejores derivados del AVP, se encontrd lo siguiente:

a) Haldgenos: Bromo y lodo. Generalmente podran incrementar la utilidad
terapéutica y las propiedades tdxicas de los compuestos activos.

b) Grupos no polares: metilos y metilenos. Aumentaran la liposolubilidad.

c) Grupos polares: carbonilo y amino. Incrementaran la hidrosolubilidad.

De acuerdo a la literatura el nucleo aromatico puede incrementar la actividad
biolégica y por ende la toxicidad de los compuestos, los grupos carbonilo disminuyen
considerablemente la actividad bioldgica y su toxicidad, mientras que los compuestos con
grupos aldehidos tienen una mayor capacidad de reaccion y mayor actividad bioldgica.
Debido a lo anterior la reactividad de los derivados del AVP puede modificarse influyendo
en la actividad biolégica.

En las tablas 6 y 7 se muestran los aminodcidos que conforman el sitio catalitico para los
mejores derivados del AVP y los mejores analogos del hidroxamato (en la Tabla 5H y 6H
del anexo se muestran los resultados totales). En estas tablas se puede observar que
todos los ligandos presentan casi el mismo sitio catalitico, ya que no todos los ligandos
interactdan al 100 % con los mismos aminoécidos (el idn Zn** es el dnico gue interactua
con todos los ligandos), por lo que se decididé seleccionar solo los aminodcidos mas
representativos de todos los ligandos, con el fin de restablecer un solo sitio catalitico, este
sitio estd conformado por los siguientes aminoacidos: Gly304, Aps178, Tyr306, His142,
Zn**, Phel52, His143, His180, Met274, Phe208, Gly151, Trp141 y Asp101, de los cuales 7

son aminoacidos aromaticos.

53

Heidy Martinez Pacheco



Tabla 6. Aminoacidos que conforman el sitio catalitico de los mejores andlogos del hidroxamato.

Evaluacidn in silico —-Docking y QSAR- de derivados del 4cido valproico sobre la HDACS8 con potencial uso antineoplasico.

Molécula Aminoacidos
HIDO6 Gly304 Tyr306  His142 Zn** phel52 His143  His180 Phe208 Phe207 Glyl51 Trpl4l
HID15 Gly304 Aspl78 Tyr306  Hisl142 Zn* His143  His180 Met274 Phe208 Glyl51 Trpl41l
HID23 Gly304 Aspl78 Tyr306  Hisl142 Zn* Phel52 His143 His180 Met274 Phe208 Glyl51 Trpl141 Aspl01l
HID25 Tyr306  His142 Zn* His143  His180 Phe208 Glyl51 Trpl141 Aspl01l
HID26 Gly304 Tyr306  His142 Zn* Phel52 His143 His180 Glyl51 Trpl141 Aspl01l
HID29 Gly304 Tyr306  His142 Zn* His143  His180 Met274 Phe208 Glyl51 Trpl141 Aspl0l
HID34 Gly304 Tyr306  Hisl142 Zn* Phel52 His143 His180 Met274 Phe208 Phe207 Glyl51 Trpl41l
HID35 Aspl78 His142  zn™ Phel52 His143 His180 Glyl51 Trpl141 Aspl01
HID37 Gly304 Aspl78 Tyr306  Hisl142 Zn* Phel52 His143 His180 Phe208 Glyl51 Trpl141 Aspl01
Tabla 7. Aminodacidos que conforman el sitio catalitico de los mejores derivados del AVP.
Molécula Aminoacidos
DAVP 266 n* His143 His142 Met274 Gly151 Aspl01 Phel52 Tyr306
DAVP 269 Phe208  His180  Zn**  His143 His142 Met274  Glyl51  Aspl0l  Phel52  Tyr306 Phe207
DAVP 271 Phe208 His180  Zn**  His143 His142 Glyl51  Aspl01  Phel52  Tyr306 Lys33
DAVP 277 Phe208  His180  zn*"  His143 His142 Glyl51  Aspl01  Phel52  Tyr306  Lys33
DAVP 281 Phe208 His180  Zn**  His143 His142 Glyl51  Aspl01  Phel52  Tyr306
DAVP 282 Phe208  His180  Zn**  His143 His142 Met274  Glyl51  Aspl01  Phel52  Tyr306
DAVP 283 Phe208 His180 n* His143 His142 Gly151 Aspl101 Phel52 Tyr306 Lys33
DAVP 289 Phe208 His180 n* His143 Met274 Gly151 Phel52 Phe207
DAVP 389 Phe208  His180  Zn**  His143 Met274  Glyl51  Aspl01  Phel52
DAVP 405 Phe208 His180 n* His143 His142 Met274 Gly151 Aspl101 Phel52 Tyr306 Phe207
DAVP 458 Phe208 His180 n* His143 His142 Gly151 Phel52 Tyr306
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7.2. QSAR
7.2.1. Conjunto de compuestos con actividad biolégica conocida

De acuerdo a los resultados obtenidos por el docking ciego, sobre los 38 analogos
del hidroxamato se observd que solo 30 de estas moléculas se encontraban dentro del
mismo sitio catalitico (sitio de inhibicion reportado para la clase | de las HDAC). Estas
moléculas fueron establecidas como el conjunto de entrenamiento para la realizacién del
analisis QSAR. En la Tabla 8 se muestran los 30 analogos del hidroxamato con sus

respectivas actividades bioldgica.

Tabla 8. Actividad bioldgica de los 30 andlogos del hidroxamato.

Molécula pICso 1Cso
HID02 8 0.903
HIDO3 7.54 0.877
HID 04 7.28 0.862
HID 05 7.36 0.867
HID 06 6.95 0.842
HID 07 6.99 0.844
HID 08 7.15 0.854
HID 09 6.3 0.799
HID 11 6.82 0.834
HID 13 7.02 0.846
HID 14 7.35 0.866
HID 15 8.3 0.919
HID 16 8.7 0.939
HID 17 8.02 0.904
HID 18 8.35 0.922
HID 19 7.6 0.881
HID 21 7.13 0.853
HID 22 6 0.778
HID 23 6 0.778
HID 25 6.05 0.782
HID 26 7 0.845
HID 27 8.3 0.919
HID 28 8.07 0.907
HID 29 8.4 0.924
HID 33 7.05 0.848
HID 34 7.52 0.876
HID 35 5.82 0.765
HID 37 6.87 0.837
HID 38 7.46 0.873
HID 39 7.82 0.893

[plcso es logaritmo negativo de ICso]
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Si comparamos la Tabla 2H del anexo con la Tabla 8, nos podemos dar cuenta que
la mayoria de las moléculas que fueron removidas presentan grupos muy voluminosos de
peso molecular alto, razén que justifica la formacidn de un complejo en un sitio catalitico
diferente. Por lo tanto no es factible hacer la comparacién estructural entre estas
moléculas y los derivados del AVP. Ademas de que no formaron interacciones con el sitio

catalitico, ni con el i6n Zn**, requisito propuesto anteriormente.

7.2.2. ldentificacidon de los descriptores moleculares de los andlogos del

hidroxamato
En el programa DRAGON se lograron determinar 1179 descriptores moleculares
que mejor definieron la estructura de los 30 compuestos elegidos de los andlogos del
hidroxamato, mas los descriptores obtenidos por los calculos cuanticos como la energia
minima, la energia LUMO, HOMO, la dureza, la blandura, dipolo X, Y, Z y total, asi como
los descriptores obtenidos por el docking ciego: la energia libre de Gibbs, intermolecular,

interna y la constante de disociacién.

7.2.3. Seleccion de los descriptores de los analogos del hidroxamato
Los 1179 descriptores fueron analizados en su totalidad, encontrando la existencia
de variables constantes, por lo que estos fueron eliminados. Después de este proceso 997
los descriptores fueron seleccionados, y mediante una subrutina escrita en MATLAB se
seleccionaron finalmente 165 descriptores con un coeficiente de correlacion de

colinealidad menor a 0.8 entre ellos.

7.2.4. Regresion lineal por pasos en SPSS de los andlogos del

hidroxamato
Al realizar la regresidon lineal por etapas dentro del programa SPSS, se
establecieron como variables independientes los descriptores obtenidos en DRAGON, los
descriptores de energia minima, energia HOMO, LUMO, N dureza, S blandura, dipolo X, Y,
Z y total, energia libre de Gibbs, intermolecular, interna y la constante de disociacién y

como variable dependiente la actividad bioldgica; obteniendo los siguientes descriptores:

BELmM4 MATS5m MorQO5e MorO4u R4e+ HOe
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y al hacer el cambio de variable dependiente de ICso a energia libre de Gibbs en SPSS, se

encontraron los siguientes descriptores:

Ky E. Intermolecular BELm4 Morl15u L3u Morl7e

Por lo que en el conjunto de entrenamiento se propusieron 6 modelos
matemadticos en funcién de la energia libre de Gibbs, correspondientes a los 30 analogos

del hidroxamato (ver Tabla 9 y 10).

Tabla 9. Modelos de la 2° regresién lineal multiple del conjunto de entrenamiento.

Modelo Constante Ky E.Intermolecular BELm4 Morl5u L3u Morl7e
1 -7.275 0.022
2 -3.217 0.015 0.412
3 -3.119 0.008 0.659 1.636
4 -2.89 0.008 0.681 1.736 -0.293
5 -3.008 0.008 0.658 1.828 -0.235 -0.318
6 -2.922 0.009 0.667 1.723 -0.137 -0.433 -0.296

[En rojo se muestra el mejor modelo con sus respectivos descriptores]

Tabla 10. Coeficientes estadisticos de la 2° RLM del conjunto de entrenamiento.

Modelo R RSS AIC FIT
1 0.844 3.993 0.138 2.247
2 0.905 2.513 0.090 3.594
3 0.971 0.784 0.029 10.997
4 0.982 0.498 0.019 14.690
5 0.989 0.314 0.012 19.508
6 0.993 0.207 0.009 24.630

[En rojo se muestra el mejor modelo que consta de los siguientes descriptores: Ky, E. Intermolecular y Belm4]

Los coeficientes de correlacion de la Tabla 10 demostraron una relacién lineal de
0.971 entre el descriptor Belm4 y la energia libre de Gibss, ya que estos son valores muy
cercanos a 1. Por otra parte el error cuadratico (RSS) permitié evaluar la bondad del
ajuste de los valores de la variable independiente predichos por el modelo con respecto a
los valores observados, si observamos la Tabla 10 el error cuadratico para las primeras
dos variables es muy alto, mientras que las demas son menores a 1, por lo que el ajuste
de los valores se encuentran en un intervalo mas amplio, y si tomamos en cuenta el
criterio de informacion de Akaike (AIC) [122] el cual nos ofrece una medida relativa de la
pérdida de informacidon de un modelo, nos podemos dar cuenta que en el modelo 3 hay
una menor perdida de informacién (AIC= 0.029); mientras que la funcion de aptitud de

Kubinyi (FIT) [123] solo muestra la comparacion de los modelos con las 6 variables.
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De acuerdo a los parametros anteriores el mejor modelo es el modelo 3 (marcado
de color rojo en las tablas 9 y 10). La combinacidn de estos dos parametros justifica la

adicion de una nueva variable en el modelo.

7.2.5. ldentificacidn de los descriptores moleculares de los derivados del
AVP

Se encontraron 1183 descriptores moleculares de la base de datos del programa
DRAGON que mejor definieron a las 128 estructuras de los derivados del AVP, mas los
descriptores cuanticos: la energia minima, la energia LUMO, HOMO, la dureza, la
blandura, dipolo X, Y, Z y total, asi como los descriptores obtenidos del docking ciego: la
energia libre de Gibbs, intermolecular, interna y la constante de disociacién. En toda esta
gama de descriptores solo se buscaron aquellos descriptores que conformaron las 6
variables de la regresion lineal por pasos en SPSS con la variable dependiente energia

libre de Gibbs, estableciendo el conjunto de prediccion.
Realizando la estadistica correspondiente para los derivados del AVP se

obtuvieron los siguientes datos:

Tabla 11. Coeficientes estadisticos de la 2% RLM de los derivados del AVP.

Modelo R AIC FIT
1 0.835 6.603 2.258
2 0.860 3.947 2.690
3 0.897 1.611 3.719
4 0.892 1.962 3.344
5 0.881 1.364 2.754
6 0.876 1.626 2.427

[En rojo se muestra el mejor modelo que consta de los siguientes descriptores: Kgq, E. Intermolecular y Belm4]

De acuerdo a la Tabla 11 que corresponde a la estadistica realizada para el
conjunto de prediccion (derivados del AVP) el mejor modelo fue el modelo 3, pero a
diferencia del conjunto de entrenamiento los pardmetros estadisticos R, AIC, FIT, tuvieron
los mejores valores para este modelo, por ejemplo el coeficiente de correlacién lineal es
de 0.897, mientras que AIC es de 1.611 el menor valor de pérdida de informacién. El
mejor modelo para esta regresion lineal corresponde a los siguientes descriptores: Kg, E.
Intermolecular y Belm4, donde Ky y E. intermolecular, que son descriptores obtenidos del

docking ciego y Belm4 es un descriptor de la base de datos del programa DRAGON.
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7.2.6. Regresion Lineal Muiltiple (RLM)

La RLM es el método tradicional para generar modelos QSAR, se basa en el
método de los minimos cuadrados, esto es, encontrar la combinacién lineal de variables
que minimice la suma de los cuadrados de los residuales (diferencia entre los valores
observados de la variable dependiente y los valores predichos) [124].

El modelo inicial M158 (ver Fig. 24) fue construido con 3 variables: Ky, E.
Intermolecular y Belm4 en relacion a la energia libre de Gibbs; el cual fue construido con
los 30 analogos del hidroxamato (conjunto de entrenamiento) y los 128 derivados de AVP
(conjunto prediccion), obteniendo las ecuaciones 1y 2. Es claro que los compuestos de
los derivados del AVP con respecto a la energia libre de Gibbs mayores a -6.0 presentan

deficiencias en la prediccién (circulo rojo en la Fig.24).
-4.0 1
-4.5
-5.0 5
-5.5
-6.0-.

-6.5

AGmodelcoa SPSS

-7.0 1

-8.5 +— |"" — T T T T T T T T T T T
-8.5 -8.0 -7.5 -7.0 -6.5 -6.0 -5.5 -5.0 -4.5 -4.0

Energia libre de Gibbs
Fig. 24. Modelo M158. Modelo establecido en relacién a la energia libre de Gibbs de los 30 andlogos del
hidroxamato (circulos negros) y los 128 derivados del AVP (circulos blancos), del modelo 3 de la Tabla 9 (El

circulo rojo muestra aquellas moléculas que presentan deficiencias en el conjunto de prediccidn).

Conjunto de entrenamiento (30 andlogos del hidroxamato)
AGrmodelo spss=—0.362 (+ 0.302) + 0.948 (+ 0.044) AG
R=0.971, SD= 0.163, p<0.0001, N= 30, SEE= 0.784, q°.00= 0.995, g°.c0o= 0.976,
FIT=10.997, AIC=0.029, F= 145.263 (ecuacion 1)
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Conjunto de prediccidn (128 derivados del AVP)
AG rodelos spss= 6.043 (£ 0.466) + 1.931 (£ 0.085) AG
R=0.897, SD=0.582, p<0.0001, N= 128, FIT=3.7190, AlIC=1.611 (ecuacion 2)

Se establecié una probabilidad del 99.7 %, con el objetivo de que todos los datos
estuvieran dentro de tres desviaciones estandares de la media (o), aunque esto no se
cumplié ya que en la Fig. 24 se observa que la gran mayoria de las moléculas de los
derivados del AVP se salen de los limites establecidos a 3 o (circulo rojo).

Para confirmar que el modelo de regresién lineal multiple M158 es el modelo
optimo, se determiné el F-estadistico total (ecuacién 1) en SPSS, lo cual permitié
contrastar la hipdtesis nula de que R es cero, es decir, contrastar la hipdtesis de que la
pendiente de la recta de regresion vale cero. En el modelo M158 el coeficiente de
regresion es de 0.971, dando a entender que los analogos del hidroxamato estan
linealmente relacionados. Este modelo también fue sometido a un andlisis de validacién
cruzada con el objetivo de determinar la robustez y capacidad predictiva del modelo, para
esto se realizd una validacion cruzada (CV) por Leave-One-Out (g° LOO “dejar un dato
afuera”) y otra por Leave-Group-Out (LGO “dejar un grupo de datos afuera”). Para la
ecuacion 1, los valores fueron qu00= 0.9948 vy quGo= 0.9759. Aunque en general se
considera aceptable un valor de q2 mayor a 0.5, se ha demostrado que un valor adecuado
de g” es condicion necesaria pero no suficiente para afirmar la capacidad predictiva del
modelo [125]. El q2 tiende a ser sobreoptimista, en especial en aquellos casos en los que
el conjunto de entrenamiento no es estructuralmente diverso, por ejemplo, cuando estd
formado por derivados mas o menos similares de un mismo compuesto lider, lo cual no
es del todo inusual en el campo de la Quimica Farmacéutica [126]. En este caso los

algoritmos de LOO-CV y de LGO-CV fueron escritos en MATLAB.

7.2.7. Expresion matematicamente de la actividad biolégica de los
derivados del AVP
En la primera regresion lineal en relacion a la actividad biolégica se obtuvieron los

siguientes descriptores:

BELm4 MATS5m  Mor05e MorO4u R4e+ HOe
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mientras que en la segunda regresion lineal en relacion a la energia libre de Gibbs se

obtuvieron estos otros:

Ky E. Intermolecular BELm4 Morl15u L3u Morl7e

El mejor modelo matematico de acuerdo a los pardametros estadisticos
mencionados anteriormente es el modelo 3, por esta razén los siguientes descriptores

estan relacionados matematicamente con la actividad bioldgica.

Energia libre de Gibbs BELm4 Kqg E. Intermolecular

Donde BELm4 es un descriptor 2D-BCUT de DRAGON que representa el mas bajo
valor propio n. 4 de la matriz ponderado por masas atdmicas, desarrollado por Burden F.
R. en 1989 [122]. 2D-BCUT son descriptores moleculares obtenidos a partir de los valores
propios positivos y negativos de la matriz en relacién a los pesos atémicos. Las tres
variantes de este tipo de descriptor son: carga de un dtomo, un dtomo de polarizabilidad
y las propiedades de enlaces de hidrégeno aceptor y donador. El nimero de valores
propios menores o mas alto se calcula en especifico con los pardmetros de configuracién.

Después se realizd otra regresion lineal en SPSS colocando a Belm4 como variable
dependiente, ya que este descriptor fue el Unico que coincidid en las dos regresiones
anteriores, y como variables independientes: energia libre de Gibbs, Ky y energia
intermolecular. En la tablas 12 y 13 (los datos en rojo son los mejores valores) se
muestran los datos obtenidos de SPSS y de la estadistica realizada para dicha regresion

lineal para los 30 analogos del hidroxamato:

Tabla 12. Modelos de la 3° RLM del conjunto de entrenamiento.

Modelo Constante  Energia libre de Gibbs E. Intermolecular
1 2.145 0.100
2 0.852 0.352 -0.317

Tabla 13. Coeficientes estadisticos de la 3° RLM del conjunto de entrenamiento.

Modelo R RSS AIC FIT
1 0.388 0.782 0.027 0.160
2 0.870 0.223 0.008 2.472

[En la Tabla 12 y 13 el mejor modelo (en rojo) consta de los siguientes descriptores: Energia libre de Gibbs y E. Intermolecular]

Mientras que en la Tabla 14 se muestran los datos obtenidos de la estadistica

realizada para los 128 derivados del AVP:
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Tabla 14. Coeficientes estadisticos de la 37 RLM del conjunto de prediccién.

Modelo R RSS AIC FIT
1 0.067 5.117 0.041 0.004
2 0.519 1.760 0.014 0.350

[En rojo se muestra el mejor modelo que consta de los siguientes descriptores: Energia libre de Gibbs y E. Intermolecular]

En esta regresién lineal solo permanecieron dos descriptores, la energia libre de
Gibbs y la energia intermolecular y al igual que el conjunto de entrenamiento el mejor
modelo es el 2 (datos en color rojo).

Se realizé una cuarta regresioén lineal en SPSS colocando a ICso como la variable
dependiente y como variables independientes, Ky, energia intermolecular, Belm4 vy la
energia libre de Gibbs, con el objetivo de encontrar la ecuacién matematica que prediga

la actividad bioldgica tedrica de cada derivado del AVP.

Tabla 15. Modelo de la 4° RLM del conjunto de prediccién.

Modelo Constante BELm4
1 0.541 0.220

Tabla 16. Coeficientes estadisticos de la 4 RLM del conjunto de prediccién.

Modelo R RSS AIC FIT
1 0.832 0.020 0.0007 2.031

[El modelo 1 consta Unicamente del descriptor Belm4]

Con los datos obtenidos en esta ultima regresion lineal se puede observar que el
Unico descriptor que mantiene una relacién matematica con la actividad bioldgica es el
descriptor de DRAGON Belm4 (ver Tabla 15).

La Tabla 16 muestra que el coeficiente de regresién lineal es 0.832, lo que indica
que la relacidn es muy estrecha entre ambas variables Belm4 y I1Cso. A partir de los datos
de la dltima regresion lineal se encontrd la siguiente ecuacién matematica con la que fue

posible encontrar la actividad biolégica tedrica de los derivados de AVP.

I[C5o = 0.541 + 0.22 Belm4

7.2.8. Regresion lineal multiple en relacidn al descriptor Belm4
La Fig. 25 representa el segundo modelo descrito en las tablas 13 y 14,

correspondiente a la variable dependiente Belm4, tanto para el modelo de
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entrenamiento y prediccion con 30. Este modelo se selecciond de acuerdo a los
pardmetros estadisticos mencionados anteriormente (R, AIC y FIT). Al igual que el primer

modelo M158 se determino el F-estadistico total (ver ecuacién 3), la CVLOO y la CVLGO.

1.8 1
1.7—-
16
1.5—-

1.4 1

Belm4SPSS

1.3 1
1.2 1

1.1+

1.0

— T T T
1.0 11 1.2 13 1.4 15 1.6 1.7 1.8
Belm4DRAGON

Fig. 25. Modelo M158Belm4.Modelo establecido a partir del descriptor Belm4 de los 30 analogos del
hidroxamato (circulos negros) y los 128 derivados del AVP (circulos blancos), del modelo 2 de la Tabla 12 (El

circulo rojo muestra aquellas moléculas que presentan deficiencias en el conjunto de prediccidn).

Conjunto de entrenamiento (30 analogos del hidroxamato)
Belm4 modeioz spss= 0.354 (£ 0.119) + 0.757 (+ 0.081) Belm4pracon
R= 0.870, SD= 0.078, p<0.0001, N= 30, SEE= 0.223, q°.00= 0.609, ¢*.c0= 0.681,
FIT=2.472, AIC= 0.008, F=42.148 (ecuacion 3)

Conjunto de prediccién (128 derivados del AVP)
BEIm4mode|oz SPSS— 0.254 (i 0165) +0.727 (i 0106) Be|m4DRAGON
R=0.519, SD=0.106, p<0.0001, N= 128, FIT=0.350, AIC=0.014 (ecuacion 4)

Este modelo fue construido con 2 descriptores, donde los parametros estadisticos
son los mejores, por ejemplo el coeficiente de correlacion, demostré el valor mas alto de
los dos modelos (Tabla 13) con R= 0.870 y g° > 0.5. Este modelo como se observa en la
Fig. 25 muestra que una gran cantidad de los compuestos de DAVP se encuentran por

debajo al limite inferior.
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7.2.9. Regresion lineal multiple en relacién al descriptor ICsg
La Fig. 26 y las ecuaciones 5 y 6 representan a la actividad bioldgica tedrica de los
derivados del AVP en relacién a la actividad bioldgica experimental de los analogos del
hidroxamato.
La RLM del modelo M158ICso fue construido con 1 solo descriptor, obtenido a
partir del Unico modelo descrito en la Tabla 16; al igual que en los casos anteriores los

valores de g° son mayores a 0.5 (ver ecuacion 5).
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Fig. 26. Modelo M158ICs,. Modelo en funcidn al ICsq de los 30 andlogos del hidroxamato (circulos negros) y
los 128 derivados del AVP (circulos blancos), del modelo 1 de la Tabla 15 (El circulo rojo muestra aquellas

moléculas que presentan deficiencias en el conjunto de prediccion).

Conjunto de entrenamiento (30 analogos del hidroxamato)
ICso%'= 0.270 (£ 0.076) + 0.688 (+ 0.088) ICs,*™®
R=0.826, SD= 0.022, p<0.0001, N= 30, SEE= 0.020, q.00= 1, G1c0= 0.522,
FIT=2.031, AIC= 0.0007, F= 62.802 (ecuacion 5)

Conjunto de prediccion (128 derivados del AVP)
ICso™'= 0.204 (£ 0.094) + 1.931 ( 0.106) IC5,™°
R=0.519, SD= 0.023, p<0.0001, N= 128, (ecuacién 6)

64

Heidy Martinez Pacheco



Evaluacion in silico —Docking y QSAR- de derivados del 4cido valproico sobre la HDAC8 con potencial uso antineoplasico.

El modelo M158 ICso también muestra como algunos derivados del AVP se salen
del limite inferior de la grafica, para ser exactos 11 son las moléculas de DAVP que se
salen de este limite establecido a 3c.

Con todo lo anterior es posible decir que el pardmetro mas importante de todo la
estadistica es q° ya que este no aumenta indefinidamente a medida que se adicionan
otros parametros al modelo, por el contrario alcanza un maximo, por lo que q2 es un
parametro que debe de considerarse en la determinacion del nimero dptimo de variables

gue se deben de incluir en el modelo.

7.2.10. Redes Neuronales Artificiales (ANN)

Como se comentd anteriormente el motivo que, probablemente, ha dado mas
impulso a la utilizacién de las redes neuronales en el campo de la identificacion y control
de procesos es su demostrada capacidad de aproximar funciones con un grado arbitrario
de precision. Es por esta razon que se procedié a la aplicacidon de las ANN con varias
combinaciones de neuronas (2, 2.5, 3.5 y 4 neuronas) al modelo M158Belm4 de la RLM, lo
gue permite facilitar la prediccion de la categoria a la que pertenecen las moléculas o el
valor de alguna propiedad fisicoquimica. Realizado lo anterior se encontré que el modelo
M158Belm4 con 3 neuronas presentaba una mejor descripcidn en relacién a las demas,
sin embargo esta regresion lineal no mejord con respecto a la obtenida a la RLM, esto a
pesar de que la red neuronal se entrend varias veces (desventaja principal de esta
metodologia), con lo que se esperaba generar un modelo lineal, indicando que muy
probablemente hubo una sobreparametrizacién, es decir, que el modelo “memorizd”.
Con respecto a lo anterior se esperaba que la aplicacién de las redes neuronales al
modelo M158Belm4 cumpliera con el objetivo de incorporar aquellos derivados del AVP
gue se salen del limite inferior de la RLM y asi poder mejorar la regresién lineal para este
modelo.

Por otro lado, es de suma importancia saber que ANN no se trata de un método de
seleccion de variables, sino de generacién de modelos, por lo que se debe tener cierto
conocimiento tedrico o intuitivo sobre cudles del conjunto total de variables son las que
contribuyen mas a la propiedad bioldgica estudiada. Por lo que se decidié eliminar a
todas aquellas moléculas de los derivados del AVP que se encontraban fuera del limite

inferior de la RLM, siendo 71 moléculas las removidas, las cuales no mantienen algun tipo
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de relacion con las propiedades de la estructura y la actividad biolégica de los analogos

del hidroxamato.

7.2.11. Regresion lineal multiple en relacién al descriptor Beim4 (57DAVP)
Al realizar la RLM en funcién del descriptor Belm4 de los 30 andlogos del
hidroxamato y los 57 derivados del AVP, se obtuvo la grafica de la Fig. 27 junto con las

ecuaciones 7y 8:
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Fig. 27. Modelo M87Belm4. Modelo establecido en funcion de descriptor Belm4 de los 30 analogos del

hidroxamato (circulos negros) y los 75 derivados del AVP (circulos blancos), del modelo 2 de la Tabla 12.

Conjunto de entrenamiento (30 analogos del hidroxamato)
BelM4mogeioz spss= 0.354 ( 0.119) + 0.757 (+ 0.081) Belm4pracon
R=0.870, SD= 0.078, p<0.0001, N= 30, SEE= 0.223, g%.00= 0.609, q°.go= 0.681,
FIT=2.472, AIC=0.008, F=42.148 (ecuacion 7)

Conjunto de prediccién (57 derivados del AVP)
Be|m4mode|02 SPSS:_0'348 (i 0180) +1.180 (i 0118) Be|m4DRAGON
R=0.804, SD=0.067, p<0.0001, N=57 (ecuacion 8)

Los descriptores BCUT se han aplicado con éxito en diversos estudios de QSAR. Por

ejemplo, Stanton [127] encontré que los descriptores BCUT pueden proporcionar una

66

Heidy Martinez Pacheco



Evaluacion in silico —Docking y QSAR- de derivados del 4cido valproico sobre la HDAC8 con potencial uso antineoplasico.

informacidn Unica sobre las estructuras moleculares y contribuir de manera significativa a
las ecuaciones resultantes. En el 2000, Pirard y Pickett [128] clasificaron correctamente
los inhibidores de la quinasa utilizando el analisis discriminante PLS junto con los
descriptores BCUT, y después [129] obtuvieron modelos altamente predictivos con
descriptores BCUT vy el algoritmo genético en el andlisis QSAR. Ademas, Ford et al. [130]
trabajaron con parametros BCUT como variables de entrada para reconocer los
compuestos que actian sobre blancos bioldgicos pertenecientes a las proteinas quinasas.
Los resultados ilustran que los descriptores BCUT tienen utilidad en compuestos

exigentes que interactuan con las familias de genes particulares [131].

7.2.12. Regresion lineal multiple en relacidn al descriptor IC5o (57DAVP)
En la RLM en funcién del descriptor ICsq de los 30 andlogos del hidroxamato y los
57 derivados del AVP, se obtuvo la grafica de la Fig. 28 junto con las ecuaciones 9 y 10:
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Fig. 28. Modelo M87ICs,. Modelo establecido en relacidon al 1Cs, de los 30 andlogos del hidroxamato

(circulos negros) y los 57 derivados del AVP (circulos blancos), del modelo 1 de la Tabla 15.

Conjunto de entrenamiento (30 analogos del hidroxamato)
ICso™'= 0.270 (+ 0.076) + 0.688 (+ 0.088) IC5"""
R=0.826, SD= 0.022, p<0.0001, N= 30, SEE= 0.020, g*00= 1, q°igo= 0.522,
FIT=2.031, AIC=0.0007, F=62.802 (ecuacion 9)
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Conjunto de prediccion (57 derivados del AVP)
ICso™=-0.174 (+ 0.103) + 1.180 (+ 0.118) ICs,™*"°

R= 0.804, SD= 0.015, p<0.0001, N= 57, (ecuacién 10)
o,
ICso™"= 0.541 (+0.041) +0.220 (+0.028) Belm4 (ecuacioén 11)

En los modelos M87Belm4 y M87ICsq (Fig. 27 y 28 respectivamente), el coeficiente
de correlacién lineal (marcado de color rojo en la ecuacién 8 y 10) correspondiente a los
57 derivados del AVP se mejora drasticamente en comparacién a los modelos
M158Belm4 y M158ICsog donde se consideran los 128 derivados del AVP, ya que R cambia
de 0.520 a 0.804. Con el resultado anterior se da por entendido que el mejor modelo se
establece a partir de 57 derivados del AVP y 30 andlogos del hidroxamato.

En términos generales la ecuacion 11 es el modelo matematico que mejor predice
la actividad bioldgica de este tipo de compuestos, mucho mejor que donde se aplica la

metodologia de las ANN.

7.2.13. Prediccidon de la actividad biolégica tedrica de los 57 derivados del

AVP

Utilizando la ecuacidn matematica donde se relaciona la actividad bioldgica de los
30 analogos del hidroxamato con el descriptor Bem4, se determiné la actividad tedrica de
los 57 derivados del AVP (ver Tabla 17). Los 57 compuestos seleccionados de los
derivados del AVP han demostrado que la predicciéon de la actividad inhibitoria fue

arreglada en un solo conjunto de datos mediante un analisis de RLM.

Rs
R
HMN O

Fig. 29. Estructura base de los derivados del AVP con sustituciones R, (orto), R,, R4 (meta) y R, (para).
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Tabla 17.Grupos funcionales de los 57 DAVP con su respectiva ICsq tedrica.

Molécula R, (orto) R, (meta) R; (para) R, (meta) 1Cs
DAVP012 -H -H -CHO -H 0.832
DAVPO015 -H -H -COOCH; -H 0.852
DAVP030 -H -H -cocl -H 0.833
DAVP032 -H -COOCOCH; -H -H 0.873
DAVPO033 -H -H -COOCOCH; -H 0.873
DAVP038 -H -OCHj; -H -H 0.838
DAVP042 -H -H -OH -H 0.833
DAVP056 -H -NH, -H -H 0.836
DAVPO057 -H -H -NH, -H 0.833
DAVP116 -H -OH -CHO -H 0.853
DAVP118 -H -Cl -CHO -H 0.830
DAVP119 -H -1 -CHO -H 0.828
DAVP195 -H -N(CHs), -COOCOCH; -H 0.895
DAVP199 -H -NH, -COOCOCH; -H 0.898
DAVP201 -H -CH,CH; -COOCOCH; -H 0.897
DAVP202 -H -CH,CH,CH;  -COOCOCH; -H 0.916
DAVP205 -H -C(CHs); -COOCOCH; -H 0.895
DAVP220 -H -CN -OCH; -H 0.829
DAVP222 -H -CHO -OCH; -H 0.853
DAVP223 -H -COOCH; -OCH; -H 0.875
DAVP225 -H -COCHj; -OCH; -H 0.853
DAVP229 -H -F -OCH; -H 0.831
DAVP231 -H -CN -OH -H 0.827
DAVP233 -H -CHO -OH -H 0.856
DAVP234 -H -COOCH; -OH -H 0.876
DAVP236 -H -COCHj; -OH -H 0.854
DAVP238 -H -cocl -OH -H 0.848
DAVP239 -H -COOCOCH; -OH -H 0.898
DAVP240 -H -F -OH -H 0.834
DAVP244 -H -CHO -N(CHs), -H 0.855
DAVP272 -H -COOCOCH; -1 -H 0.871
DAVP278 -H -COOCH; -Br -H 0.871
DAVP283 -H -COOCOCH; -Br -H 0.865
DAVP286 -H -CN -NH, -H 0.834
DAVP287 -H -COO -NH, -H 0.856
DAVP289 -H -COOCH; -NH, -H 0.879
DAVP294 -H -COOCOCH; -NH, -H 0.901
DAVP295 -H -F -NH, -H 0.832
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DAVP305 -H -COOCOCH; -CH; -H 0.875
DAVP372 -OH -H -CN -H 0.839
DAVP398  -OCH; -H -COOCH; -H 0.860
DAVP399 -OH -H -COOCH; -H 0.864
DAVP401 -Cl -H -COOCH; -H 0.854
DAVP403 -Br -H -COOCH; -H 0.855
DAVP404 -NH, -H -COOCH; -H 0.876
DAVP405 -CHs -H -COOCH; -H 0.849
DAVP406 -CH,CH,CHs -H -COOCH; -H 0.896
DAVP417 -OH -H -COCH; -H 0.850
DAVP435 -OH -H -cocl -H 0.855
DAVP437 -Cl -H -CocCl -H 0.829
DAVP439 -Br -H -cocl -H 0.830
DAVP443  -OCH, -H -COOCOCH3 -H 0.895
DAVP447 -l -H -COOCOCH3 -H 0.871
DAVP448 -Br -H -COOCOCH3 -H 0.870
DAVP451 -CH,CH,CH, -H -COOCOCH3 -H 0.912
DAVP497 -H -OH -CON(CHs), -OH 0.896
DAVP500 -H -NH, -CON(CHs), -NH, 0.876

El dato en rojo (DAVP42) es uno de los mejores compuestos encontrado por Bermudez y colaboradores [121], mientras que los datos

de azul son nuestros mejores resultados en funcién de la actividad bioldgica tedrica.

En la Tabla 17 se muestran los sustituyentes electroatractores y electrodonadores
en posicién orto, meta y para con respecto al grupo arilo de la estructura de los 57
derivados del AVP, asi como la actividad bioldgica tedrica de cada uno de estos
compuestos, las cuales se encuentran por arriba de ICsp= 0.827 uM, para reducir al 50 %
la actividad de la HDACS8 (impedir que los grupos acetilo se separen de los nucleosomas),
esto bajo condiciones especificas de reaccién.

Como se comenté anteriormente Bermudez y colaboradores, mostraron por un
docking dirigido que los mejores derivados del AVP poseen en su estructura quimica,
grupos carbonilos y grupos aminos, lo que concuerda con nuestros derivados propuestos
por docking ciego y QSAR, pero en particular, el mejor compuesto para ellos fue el
derivado del AVP con un grupo hidroxilo en posicion meta, encontrdandose este
compuesto dentro de los 57 derivados del AVP, correspondiente al DAVP42. De esta

manera se corrobora nuestros resultados.
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v

8. RESUMEN DE RESULTADOS

El sitio catalitico estd conformado por los siguientes aminodacidos: Gly304, Aps178,
Tyr306, His142, Zn**, Phel52, His143, His180, Met274, Phe208, Glyl51, Trpl4ly
Aspl01.

Los mejores compuestos obtenidos por el docking ciego fueron HID26, DAVP266, y
DAVP281, ya que presentaron las constantes de disociacion mas bajas lo que
indica una mayor afinidad con el sitio catalitico de inhibicién.

La ecuacién matemadtica con la es posible encontrar la actividad biolégica tedrica

de los derivados de AVP es:

ICsy = 0.541 + 0.22 Belm4

El mejor modelo matematico esta en funcién del descriptor de DRAGON Belm4
(descriptor 2D-BCUT que toma en cuenta la carga de la molécula, la polarizabilidad
y las propiedades de los enlaces de hidrégeno: grupo funcional aceptor y donador
de hidrégenos) con respecto a 30 analogos del hidroxamato y 57 derivados del
AVP, donde los mejores compuestos de los 57 derivados del AVP en relacién a ICsg

tedrica son: DAVP220, DAVP231 y DAVP437.

9 PERSPECTIVAS

Realizar la dinamica molecular de los 57 derivados del AVP, con el objetivo de
encontrar los mejores derivados del AVP.

Sintetizar y caracterizar los mejores derivados del AVP, obtenidos en la dindmica
molecular.

Confirmar los resultados de la prediccién de aquellos derivados que presentaron

mejores actividades biolégicas de manera experimental.
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10. CONCLUSION

En este estudio se identifico el sitio catalitico de inhibicion (altamente conservado
por residuos de aminodcidos aromaticos como la Tyr306, His142, Phe152, His143, His180,
Phe208 y el Trp141) de 128 derivados del AVP con posible actividad antineopldsica sobre
la HDACS8 por docking ciego, el cual coincide con el sitio catalitico reportado para la clase |
de las HDAC's.

Por otra parte el andlisis QSAR permitié encontrar el mejor modelo de RLM que
describe la relacion cuantitativa entre el efecto del inhibidor y las caracteristicas quimico-
estructurales, entre los 30 andlogos del hidroxamato (presentan actividad bioldgica
experimental) con los 57 derivados del AVP, asi como la ecuacién matematica que predice
la actividad biolégica tedrica de los derivados del AVP, en funcidon del descriptor de
DRAGON Belm4 que es un descriptor 2D-BCUT.

Como se ha mencionado, varios modelos matematicos han tomado a los
descriptores BCUT y han tenido éxito en diversos estudios de QSAR. En particular, el
descriptor Belm4 ofrece la relacidn entre carga de la molécula, polarizabilidad y las
propiedades de los enlaces de hidrogeno de los compuestos, con respecto al sitio
catalitico. Se ha encontrado que los descriptores BCUT pueden proporcionar una
informacidn Unica sobre las estructuras moleculares y contribuir de manera significativa a
las ecuaciones resultantes, actuando sobre blancos bioldgicos pertenecientes a proteinas.
Aqui que nuestros modelos matematicos son altamente predictivos e indican que los
descriptores BCUT son utiles en estudios QSAR y deben ser ampliamente aplicada en el

estudios de relacion cuantitativa estructura actividad.
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