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Resumen

La esteroidogénesis es una ruta biosintética ampliamente estudiada, debido a la relevancia
farmacoldgica de las enzimas implicadas, las cuales se encuentran relacionadas con
enfermedades como cancer de prostata, cAncer de mamay enfermedades autoinmunes. Razon
por la cual la basqueda de moduladores de la esteroidogénesis ha ido en aumento. Partiendo
de estructuras espirostanicas y 22-oxocolestanicas con actividad bioldgica reportada
(anticancerigena y antiflngica principalmente) en la bibliografia, se evalué su posible
actividad biolégica mediante técnicas in silico, asi como efectos secundarios por
interacciones cruzadas. En una primera etapa, se reporta la validacion del estudio in silico de
las enzimas de la esteroidogénesis, para lo cual se realiz6 una investigacion bibliogréfica de
los cristales reportados para cada una de las enzimas, y tomando en cuenta parametros de
descarte (resolucion<3.0 A, mutaciones en el sitio activo), se realizd un anélisis de
interaccion cruzada, tomando el co-cristal de cada una de las estructuras, comparando la
energia de acoplamiento (EA) entre los inhibidores de referencia/sustratos con cada uno de
los cristales de las enzimas. Para posteriores analisis se seleccionaron los cristales resultando
CYP11A1 (3N92), CYP17A1 (6CHI), 17B-HSD (6CGC), 5a-reductasa (6CGC), CYP21A2
(4Y8W), 11B-HSD (5PGY), CYP19A1 (3EQM) cuyos resultados fueran congruentes con lo
reportado en la bibliografia (EA> al sustrato y/o inhibidor). Una segunda etapa comprendio
la realizacion del estudio in silico, de los derivados a evaluar con cada una de las enzimas,
asi como el analisis estadistico de estos resultados y de interaccién tridimensional de los
compuestos con las enzimas, con el fin de identificar y explicar el efecto de las
modificaciones puntuales realizadas, detectando aquellos grupos que tuvieron un efecto
positivo, negativo o nulo sobre esta interaccion. Con base en estos resultados, se
seleccionaron 4 compuestos para su sintesis (figura A). 44a (diosgenina), 45d (acetato de
hecogenina) y 48a (botogenina) por su facilidad de obtencién, asi como su potencial
capacidad de inhibicion especifica hacia la CYP11A1, mientras que 52a (3B-hidroxiespirost-
5-en-7-ona) fue seleccionado por su actividad de inhibicién dual hacia las CYP11Al y 5a-

reductasa.
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Figura A. Derivados seleccionados para su sintesis.

La tercera y ultima etapa fue la sintesis y obtencion de derivados seleccionados, para la
diosgenina (44a), esta se realizO mediante una hidrolisis &cida del extracto de dioscorea
composita, mientras que la botogenina (48a) y acetato de hecogenina (45d) fueron obtenidas
mediante el proceso de derivatizacion mostrado en la figura B.
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Figura B. Derivatizacion de botogenina (48a) a partir de una mezcla de hecogenina y botogenina.
Por ultimo, el derivado 3B-hidroxiespirost-5-en-7-ona (52a) fue sintetizado realizando una
acetilacion en la posicion 3, una oxidacion en el carbono 7 y por altimo una hidrolisis basica
(figura C).
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Figura C. Sintesis del derivado 3B-hidroxiespirost-5-en-7-ona (52a) a partir de diosgenina (44a).

16



1 Introduccion

La esteroidogénesis (esquema 1) es la ruta biosintética a través de la cual se sintetizan las
hormonas esteroideas, y es de suma importancia para el correcto funcionamiento del cuerpo
humano, ya que este tipo de hormonas se encargan de coordinar diferentes procesos, como
es la absorcion de calcio por parte de la CYP19A1, coordinar respuestas inflamatorias y estres
a través de la produccion de corticosteroides (CYP21A2), el desarrollo de 6rganos sexuales
y caracteristicas femeninas (CYP19A1 para la produccion de estrégenos) y masculinas
(CYP17A1 para la produccién de andrégenos). [1-4]
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Esquema 1. Ruta de biosintesis de diferentes esteroides. [5]

La ruta de biosintesis de esteroides ha sido ampliamente estudiada por la relevancia

farmacéutica que tienen las enzimas que catalizan la formacion de hormonas esteroideas, ya
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que su deficiencia o sobreexpresion puede generar diferentes enfermedades como diversos
tipos de céancer, enfermades autoinmunes, malformaciones de drganos reproductores,
enfermedades mentales, entre otras, para las cuales no hay tratamientos suficientemente
efectivos, y los tratamientos existentes en el mercado generan en su mayoria efectos
secundarios por una interaccion indeseada entre fArmacos y otras enzimas de esta misma ruta
biosintética, razon por la cual actualmente, se ha intensificado la busqueda de inhibidores
selectivos para enzimas de esta ruta metabolica. [6,7]

Ademas de lo anterior, la relevancia de estas enzimas como dianas farmacologicas viene de
su relacion con diferentes enfermedades patologias como el cancer de préstata (CYP17A1),
cancer de mama (CYP19A1), esquizofrenia (CYP11A1), hiperandrogenismo (CYP21A2),
prostata  hipoplasica  (5a-reductasa), resistencia a la insulina (11B-HSD),
pseudohermafroditismo (17B-HSD), entre otras. [8-13] En el caso particular del cancer
hormona-dependiente, en sus primeras fases responden a terapia de deprivacion hormonal de
androgenos para cancer de prostata, y estrogenos para cancer de mama), la cual puede
realizarse a través de cirugia o medicamento; sin embargo, suele haber recaidas, y estudios
posteriores apuntan a la presencia de hormonas intratumorales, regresando eventualmente a

los mismos niveles hormonales antes del tratamiento. [1,13-18]

Este interés farmacéutico ha dirigido mayor parte de la investigacion, lo cual puede
observarse en el creciente interés por el disefio de moduladores de la esteroidogénesis (figura
1), siendo una de las principales limitantes en su disefio, la presencia de efectos secundarios

por interaccion cruzada no deseadas con otras enzimas. [19-21]
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Figura 1. Screening de articulos publicados “steroidogenesis modulators™ en la plataforma PubMed.

Una de las estrategias con un creciente uso para el disefio de inhibidores especificos es el
disefio dirigido mediante estudios in silico, debido a su bajo costo, confiabilidad y
repetibilidad, una de las herramientas mas utilizadas es el docking molecular. [22,23] Esta
técnica evalla posibles interacciones utilizando estructuras cristalizadas de proteinas, y ha
sido utilizada para dirigir el disefio de inhibidores de siguiente generacion como analogos de
abiraterona (analogo de la pregnenolona), buscando retener inhibicion de CYP17Al
disminuyendo la interaccion con la CYP21A2. Estos analogos han demostrado que
modificaciones puntuales incrementan la selectividad hacia la CYP17A1 més de 80 veces
permitiendo la biosintesis natural de mineralocorticoides (comparando la kn de los

compuestos con las enzimas). [24,25]

La importancia de esta superfamilia de proteinas (CYPSs) proviene no solo de la importancia
de la esteroidogénesis, si no de su papel para el metabolismo de farmacos y su transformacion
a formas activas. Por otro lado, si estas enzimas son inhibidas, el metabolismo de farmacos
es impedido, presentando una acumulacion la cual puede llegar a niveles toxicos. A su vez,
si el metabolismo del farmaco es demasiado rapido, el farmaco no llega a concentraciones

necesarias para presentar el efecto deseado. [6,7,19]
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Por lo expuesto anteriormente, es de especial importancia la evaluacion de posibles efectos
secundarios, para el disefio dirigido de moduladores y/o inhibidores especificos de la
esteroidogénesis, debido a la relevancia farmacoldgica que tienen las enzimas de esta ruta.
Por lo cual en el presente trabajo se busca mediante estudios in silico el disefio dirigido de
inhibidores especificos, asi como la evaluacion de interacciones cruzadas con las demas

enzimas de esta ruta metabdlica.
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2 Antecedentes

La esteroidogénesis es la ruta biosintética a través de la cual se sintetizan las hormonas
esteroideas; éstas a su vez se encargan de coordinar diferentes procesos fisioldgicos, como la
absorcion de calcio por la CYP19A1, respuestas inflamatorias y de estrés a través de la
produccién de corticosteroides, desarrollo de érganos sexuales y caracteristicas femeninas
(estrogenos) y masculinas (andrégenos). [26-29] Esta ruta ha sido ampliamente estudiada
debido la relevancia farmacolodgica de cada una de las enzimas involucradas, tal es el caso de
la enzima 17a-hidrolasa/17,20 liasa (CYP17AL1), fundamental para una maduracion sexual
saludable, catalizando el paso de progestdgenos a andrégenos a través de una hidroxilacion
seguida de una liberacién de un acetilo en C17 por accion de la enzima CYP19A1
transformandose a estrogenos, se expresa en testiculos, ovarios, glandulas adrenales, y en
algunos tipos de tumores, y se ha encontrado en algunos tipos de tejido de cancer de mama.
[4.9]

Debido a esta relevancia farmacologica, se han obtenido diferentes estructuras cristalizadas
de estas enzimas para su uso en estudios in silico (tabla 1), las cuales pueden ser utilizadas
para la basqueda de inhibidores especificos, ya que una de las principales limitantes para su
disefio es la presencia de efectos secundarios por interaccion cruzada. [20,29]

Tabla 1. Cristales publicados en la base de datos Protein Data Bank.

Cantidad de cristales Referencias de cristales
Enzima asociados publicados
CYP11A1 4 [30,31]
CYP17A1 16 [24,29,32,33]
17B-HSD 66 [34-41]
So.-reductasa 2 [42,43]
3B-HSD 0 -
CYP21A2 2 [28,44]
11B-HSD 40 [45-50]
CYP19A1 11 [51-54]
Aldosterona sintasa 9 [55-60]
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Cabe resaltar que no todas las proteinas tienen estructuras cristalizadas, tal es el caso de la
3B-HSD, o anteriormente la 5a.-reductasa, ya que estas estructuras fueron recientemente en
2021, [42,43] esta ausencia de cristales publicados se debe ya sea a su poca relevancia como
diana farmacoldgica o a la alta sensibilidad por parte de la proteina, por otro lado, no todos
los cristales son viables para su uso en estudios in silico por lo que es necesario una previa
validacién y correlacion entre los reportes bibliograficos, para cada uno de las proteinas para
estudio. [61,62]

2.1.1 CYP11A1

La CYP11A1 también conocida como enzima de escision de la cadena lateral del colesterol,
cataliza la sintesis de la pregnenolona a partir del colesterol, iniciando la esteroidogénesis
(esquema 2). Cuando esta enzima funciona por debajo de niveles basales no hay generacion
de hormonas esteroideas. Al reducirse los niveles de andrégenos/estrogenos en sangre se
puede generar hermafroditismo, osteoporosis y criptorquidismo y esterilidad en varones, asi

como esquizofrenia por bajos niveles de testosterona. [15]

%,
7,
7,

CYP11A1

HO Colesterol (1) HO Pregnenolona (2)

Esquema 2. Acetilacion y escision de la cadena lateral en el carbono 19, catalizada por la
CYP11A1. [5]

Cuando hay un incremento anormal de la actividad de esta enzima puede generar
irregularidades en presion sanguinea por un exceso de cortisona, induciendo diabetes y
acidosis, ademas, se ha encontrado que una sobreexpresion de CYP11A1 puede llevar a la
reincidencia del cancer de prostata resistente a la castracion (cRPC.) [9,22] Dentro de los
compuestos comerciales que tienen una accion inhibitoria contra esta enzima se encuentra el

ketoconazol (19), la aminoglutetimida (20) y el mitotano (21) (figura 2). [63]
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Figura 2. Algunos compuestos con actividad inhibitoria hacia la CYP11A1: a) Ketoconazol (19); b)
Aminoglutetimida (20); c) Mitotano (21).

Actualmente se encuentran en desarrollo diferentes inhibidores protegidos por patente para
el tratamiento de la reincidencia del CRPC, asi como el posible reposicionamiento de

farmacos para lograr inhibir esta enzima. [64,65]

2.1.2 CYP17A1

La CYP17ALl es una enzima que cataliza dos reacciones: primero afiade un grupo hidroxila
en C17, posteriormente cataliza la liberacion de un grupo acetilo en C17 (esquema 3). Es de
especial importancia en la adrenarquia (etapa de aumento de produccion de hormonas
sexuales) y puede dirigir hacia precursores de los glucocorticoides como el cortisol, que
regula la respuesta inmune, o hacia andrégenos como la testosterona, dirigiendo el desarrollo

y mantenimiento de caracteristicas masculinas o estrogenos en mujeres [66,67].
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Esquema 3. Reacciones catalizadas por la CYP17AL. [5]

Mutaciones de esta enzima puede causar hiperplasia adrenal congénita e infantilismo sexual,
cancer de mama, sindrome de ovario poliquistico (SOP), deficiencia de andrégenos, cancer
endometrial y cancer de prostata [4-8]. Cuando hay una sobreexpresion de la CYP17A1, hay
un aumento de cantidades de estrogenos promoviendo el desarrollo de cancer de mamay una
produccion excesiva de androgenos en hombres promueve el desarrollo de cancer de prdstata.
[68,69] El cancer de prostata es el cancer mas comunmente diagnosticado en paises
occidentales, correspondiendo al 24% de todos los nuevos canceres diagnosticados en 2018,
es considerado la segunda y tercera principal causa de muerte relacionada al cancer en
hombres de América y Europa [70], ademas de su alta incidencia, la mayoria de casos son
detectados en un estado avanzado, con una esperanza de vida de 5 afios en USA en el 98%
de los casos. [71,72] La tasa de pacientes diagnosticados con cancer de prdstata metastasico
es menor al 30%, [11,14] ya que el cancer de prostata metastasico puede estar ya presente en
una enfermedad diseminada al momento del diagnéstico, o0 como una enfermedad recurrente
después de terapia. [73] La necesidad de inhibidores especificos para la CYP17AL1 viene de
la reincidencia que sufren la mayoria de los casos de cancer de prostata, razén por la cual en
los afios 2008-2017 existio un declive significativo de muertes asociadas a diferentes tipos

de cancer excepto el de prostata. [74]

Otra opcion de tratamiento para el cancer de préstata es la privacion de andrdgenos, sin

embargo, despues de la respuesta inicial, casi todos los pacientes eventualmente progresan
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después de 18-24 meses a un cancer de prostata metastasico resistente a la castracion
(mPCRC, por sus siglas en inglés). La inhibicion de la CYP17A1 tiene como efectos
secundarios la disfuncion hepéatica severa, diarrea, ginecomastia, dolor de pezones,
espermatozoides anormales y sensibilidad aureolar, ademas de tener una efectividad baja
(30%), por lo que los pacientes en su mayoria llegan a la metastasis del cancer de préstata
resistente a la castracion mCRPC. [69,70,72,75] Sin embargo, de las diferentes alternativas,
la que ha generado mejores resultados ha sido la busqueda de inhibidores especificos. En
1987 se encontrd que esta enzima era inhibida por varios imidazoles, los cuales son utilizados
para el tratamiento de infecciones flangicas, generando efectos secundarios. Para inducir una
respuesta tumoral utilizando estos compuestos, es necesario administrar altas dosis, las cuales
presentan alta toxicidad en el 30% de pacientes, asi como una reincidencia pasado ciertos
meses. [1,4,14,76,77]

Uno de los primeros inhibidores disefiados, fueron derivados carboxaldehidicos del pregnano
(figura 3), estos inhiben la actividad de la enzima en microsomas testiculares de rata mediante
inhibicion competitiva. [78]

o}
22

Figura 3. Estructura del 3-oxopregn-4-en-21-al (22).

En el 2010 el docetaxel se convirtio en el estandar para el tratamiento de mPCRC vy fue el
primer farmaco utilizado para prolongar la esperanza de vida; posteriormente se desarrollaron
4 nuevos farmacos: el cabazitaxel, abiraterona, enzalutamida y apalutamida (figura 4) [73].
Actualmente, la abiraterona es el farmaco mas utilizado, este inhibe la CYP17A1,
suprimiendo la sintesis de andrégenos en glandulas adrenales, testiculos y tumores.
[20,73,76,79]
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Figura 4. Farmacos desarrollados para el tratamiento del mPCRC. [73]

Diferentes estudios han reportado que derivados con un grupo piridil en compuestos
androstanicos son potentes inhibidores de la biosintesis de andrégenos in vivo, dentro de estos
compuestos se encuentra la abiraterona (figura 5), aprobada en 2011 por la FDA para el
tratamiento de cancer de prostata avanzado. Esta es un derivado de pregnenolona, el anillo
piridil junto con el doble enlace en 16 y 17 orienta este anillo hacia el hierro del grupo hemo,
generando una inhibicion irreversible. Efectos secundarios de la abiraterona por interaccion
con la CYP21A2, incluyen un incremento en la produccion de mineralocorticoides,
generando hipertension, sobrecarga de fluidos, edemas e/o hipopotasemia por lo que
pacientes con hipertension como una condicion preexistente pueden presentar

complicaciones. [4,24,80]
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Figura 5. Estructura del inhibidor comercial abiraterona (24).

Otra desventaja de la abiraterona es la generacion de resistencia, para la cual se desconocen
los mecanismos, sin embargo, se sabe que la mayoria de los pacientes con cancer que son
tratados con abiraterona, tienen un incremento en antigeno prostatico especifico (PSA), lo
que sugiere la reactivacion de receptores de andrégenos (AR) u otra via de sefializacion de
esteroides que causa este aumento en la transcripcion de PSA. Hasta el momento no se ha
encontrado un mecanismo independiente de CYP17ALl para la biosintesis de andr6genos, por
lo que una de las alternativas es no inhibir la funcion de liasa en 17 y 20. [1]

Se ha encontrado que derivados de pregnenolona tienen actividad inhibitoria, siendo los
compuestos hidroxilados y cetonicos los que tienen una mayor selectividad inhibitoria. A su
vez, mediante analisis in silico, la presencia de insaturaciones en el anillo A 'y B, grupos
voluminosos en el carbono 17, asi como hidroxilos/cetonas en la posicion 3 del esqueleto

esteroideo (figura 6) tiene efecto positivo sobre la inhibicion. [81,82]
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Figura 6. Inhibidor galeterona (27) de la CYP17A1 encontrado por analisis in silico e in vitro.

Tomando en cuenta la informacion anterior, se justifica la busqueda de inhibidores de la
CYP17Al para el tratamiento de cancer de prostata, analizando posibles interacciones con

otras proteinas de la esteroidogénesis para evitar interacciones no deseadas, mediante el uso
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de anélisis in silico para seleccionar potenciales inhibidores selectivos y posteriores pruebas

in vitro.

2.1.3 17B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa (17p-HSD)

La enzima 17B-HSD cataliza la interconversion entre los 173-hidroxiesteroides activos a sus
formas menos activas 17-cetoesteroideas (esquema 4), por lo que el papel principal de esta
enzima es la regulacion androgénica en la préstata. La actividad de la 17B8-HSD regula el
efecto de la progesterona en tejido endometrial, se han encontrado altos niveles de expresién
de la 17B-HSD en células epiteliales de tejido endometrial luego de haber sido expuesta a

progesterona in vivo e in vitro. [83,84]
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Esquema 4. Reaccion catalizada por la 173-HSD. [9,28]

Deficiencia de esta enzima lleva a una elevado androstenediona y baja testosterona en suero,
esta deficiencia genera una feminizacion de nifio, en algunos casos esto se corrige en la
pubertad llegando hasta un fenotipo de hombre normal, existen pocos casos reportados de
pseudohermafroditismo, deficiencia de esta enzima puede generar alopecia, ictiosis y
pseudohermafroditismo. [13] El interés farmaceéutico de inhibidores de esta enzima proviene
de su sobreexpresion en casos de cancer de prostata. Se ha encontrado que derivados de la
cumarina, asi como el tamoxifeno y clomifeno (figura 7), tienen una actividad inhibitoria
para la 17p-HSD, siendo una de las desventajas la actividad inhibitoria irreversible por parte

del tamoxifeno. [86]
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Figura 7. Farmacos que inhiben la 17p3-HSD: a) Cumarina (28); b) Tamoxifeno (29); c) Clomifeno
(30).

Por otro lado, se ha encontrado que derivados de androsterona (figura 8) con modificaciones
puntuales en el carbono 3 y el carbono 17, al afiadir grupos polares en estos carbonos

presentaba un efecto inhibitorio para la 173-HSD. [87]

H 0\\‘\\\
31

Figura 8. Androsterona (31)
2.1.4 Sa-reductasa

La enzima 5a-reductasa cataliza la sintesis de dihidrotestosterona (DHT) a partir de
testosterona (esquema 5), es de suma importancia en el desarrollo de genitales externos en
edades tempranas, asi como un balance hormonal, ya que la DHT tiene una afinidad por

receptores de andrégenos (AR) hasta 5 veces mas fuerte que la testosterona. [85]
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Testosterona (16) Dihidrotestosterona (18)
Esquema 5. Reduccion del doble enlace en los carbonos 4 y 5, catalizada por la 5a-reductasa. [9,28]

La deficiencia de la 5a-reductasa genera genitales externos ambiguos, préstata hipoplésica
no palpable al realizar una examinacion rectar y de una décima parte del tamafio normal, en
la pubertad, genitales externos se viralizan parcialmente, escasos cabellos sexuales
secundarios, asi como calvicie en hombres y acné. [17] Los compuestos ya comerciales que
se ha encontrado tienen un efecto inhibitorio para esta enzima se encuentra la flutamida
(figura 9), siendo la principal limitante los efectos secundarios. Otra alternativa es el uso de
derivados esteroideos como la finasterida ya que estos tienen un menor grado de toxicidad

gue contrapartes no esteroideas. [88,89]

2) 32 NG b) 33
Figura 9. a) Flutamida; b) Finasterida.

2.1.5 CYP21A2

La enzima CYP21A2 se encarga de la sintesis de corticoides (esquema 6) a partir de

androgenos como lo son la progesterona y la 17a-hidroxiprogesterona. [85]

30



OH

0 0
0 0
Progesterona (3) Deoxicorticosterona (4)
o o oM
WwOH WwOH
CYP21A2
o o
17a-hidroxiprogesterona (8) 11-deoxicortisol (9)

Esquema 6. Reaccion catalizada por la CYP21A2. [5,85]

La deficiencia de la CYP21A2 genera hiperandrogenismo y si no se trata a tiempo puede
llevar al vomito, letargo y dificultad para ganar peso, en el caso de recién nacidos afectados
presentan hiponatremia, hipercalcemia y shock hipovolémico, en un estado més avanzado de
desarrollo puede generar una hiperplasia congénita adrenal (CAH), déficit de cortisol y
aldosterona, asi como niveles elevados de androgenos. Un funcionamiento incorrecto en un
estado de desarrollo embrionario lleva a diferentes grados de virilizacion de genitales
externos en mujeres. Estas son tratadas por correcciones con cirugia durante el primer afio de
vida, y tratamientos farmacoldgicos consisten de administracion de glucocorticoides y en
algunos casos sustitucion de mineralocorticoides [16,90] La inhibicién de esta enzima por
interaccion cruzada causada por la abiraterona en el tratamiento del cancer de prostata genera
efectos secundarios, razon por la cual se busca el disefio de farmacos con una mayor
selectividad para la CYP17Al y con menor interaccién con la CYP21A2. [24] Se ha
encontrado a su vez que el antiviral efavirenz y ciertos flavonoides extraidos de la planta
rooibos (Aspalathus linearis) tienen un efecto inhibitorio. Lo cual puede llegar a generar
anormalidades en la produccion de corticosteroides, y por lo tanto, efectos
secundarios.[91,92]

Para esta enzima, los inhibidores derivados de esteroides provienen de un previo disefio
dirigido para la inhibicién de la CYP17Al, donde la actividad contra la CYP21A2 se

considera un efecto secundario y no como una actividad terapéutica. [24]
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2.1.6 11B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa (11p-HSD)

La 11B-HSD se encarga de hidroxilar la posicién 11 de deoxicorticosterona y 11-
deoxicortisol (esquema 7) catalizando la conversidon de glucocorticoides activos a sus
productos inactivos (corticosteronay cortisol), se encuentra principalmente en higado, colon,

glandulas salivales y la placenta. [18,85]

OH
(0) o (0)
HO
11B-Hidroxilasa
o (o)

Deoxicorticosterona (4) Corticosterona (5)

OH
(0) o (6)
“\\\\OH HO “\\\\OH

11B-Hidroxilasa

o o
11-deoxicortisol (9) Cortisol (10)

Esquema 7. Hidroxilacion catalizada por la 11p3-HSD. [9,28]

Inhibidores de la 11B-HSD se han estudiado para ser utilizados como terapia renal
inmunosupresora, ya que una reduccion excesiva de cortisona a cortisol en el higado puede
Ilevar a resistencia de insulina en diabetes tipo 2, y la inhibicion de esta enzima puede llevar
a una disminucion de la gluconeogénesis [18]

Recientes estudios encontraron que la flavonona (figura 10), asi como diferentes
tiazolidinedionas, adamantitriazoles, arilsulfonamidotiazoles, entre otros compuestos,
inhiben de forma selectiva la CYP21A2 al tener una alta afinidad por esta enzima, esta
actividad es utilizada para la reduccion de peso, tratar la resistencia a la insulina, diabetes y

disminucion de corticosteroides en sangre. [12,93]
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Figura 10. Flavonona (34).

Para esta enzima las Unicas investigaciones que se han realizado de inhibidores de naturaleza
esteroidea es utilizar inhibidores enddgenos como el estradiol, o derivados de la

corticosterona para disminuir la actividad de esta enzima. [94,95]

2.1.7 CYP19A1 (Aromatasa)

La aromatasa 0 CYP19A1, se encarga de la sintesis de estrogenos a partir de andrdgenos
(esquema 8) a partir de una eliminacion y reduccion de la cetona en el anillo A, se expresa
principalmente en tejido adiposo, tejido 6seo, en la placenta en humanos y en higado fetal.
En huesos se encarga de mantener niveles de mielinizacion, por lo que un funcionamiento
anormal puede causar retraso en envejecimiento 6seo, osteopenia y osteoporosis. A su vez se

expresa en diferentes sitios del cerebro. [5,14]

(0] (o]
CYPI19A1 /C(Sj(é
o HO
Androstenediona (12) Estrona (13)
OH OH
CYP19AI /CES:J@
le) HO
Testosterona (16) Estradiol (17)

Esquema 8. Reaccion catalizada por la CYP19A1. [5]

Su relevancia farmacologica tiene origen en el descubrimiento de la secrecion de estrégenos
de diferentes tumores dentro de los cuales se encuentran carcinoma hepatocelular,

endometrial, celulares tumorales de Sertoli obtenido de pacientes con sindrome de Peutz-
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Jegher, tumores adrenocorticoides, esto causa feminizacion en pacientes masculinos. En el
cancer de mama la actividad de la aromatasa dentro del tumor y alrededor del tejido adiposo
es mayor a la del plasma de mujeres postmenopausicas. [14]

A su vez, la obesidad se encuentra asociada con una sobreexpresion de la aromatasa en senos,
lo cual incrementa produccién local de estrogenos, y por tanto una predisposicion para
hiperplasia y céncer. Aproximadamente 2 terceras partes de las mujeres adultas tienen
obesidad, lo cual aumenta hasta 3 veces el riesgo de desarrollar cancer de mama en
comparacion a mujeres postmenopausicas con pesos normales. Mas de 60 mil nuevos casos
anuales de cancer de mama se encuentran ligados a obesidad y un incremento de adiposidad
en USA. Por lo que se han desarrollado diferentes tratamientos como es el tratamiento
hormonal para el cancer de mama postmenopausica pre/post quirtrgico, mediante el uso de
inhibidores de aromatasa que blogquean la actividad de la aromatasa en el seno y la periferia,
reduciendo la produccién local de estrogenos lo cual suprime la recurrencia del tumor de
mama. [96]

Uno de los farmacos mas utilizados para el tratamiento del cancer de mama es el tamoxifeno
junto con el anastrazol (figura 11), estos inhiben a la aromatasa/CYP19A1, disminuyendo la
cantidad de estrégenos en sangre, sin embargo, por esta misma disminucion drastica pueden

llegar a generar desmineralizacion en huesos, asi como un desbalance hormonal. [97,98]

S < °v"q -
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a) 29 b) 35

Figura 11. a) Tamoxifeno (29); b) Anastrazol (35).

A su vez se ha explorado la viabilidad de derivados esteroideos como inhibidores para esta
enzima, encontrando que derivados sulfatados de esteroides tienen potencial como posibles

inhibidores y tratamiento para el cancer de mama. [98]
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2.2 ESTUDIOS IN SILICO

En los afos recientes una de las estrategias con un creciente uso (figura 12) para la busqueda
de inhibidores especificos, o0 compuestos moduladores de la esteroidogénesis es el uso de
herramientas in silico, debido a su bajo costo y posibilidad de hacer analisis global de
propiedades farmacocinéticas y analisis interaccional con proteinas con posterior

corroboracion in vitro.
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Figura 12. Screening “specific inhibition in silico” en la plataforma PubMed.

Diferentes anélisis validan el uso de herramientas in silico para la basqueda de posibles
inhibidores o efectos secundarios. Uno de estos fue un andlisis de relacion estructura
actividad (3D-QSAR) y analisis de acoplamiento molecular, donde se encontr6 que la
distancia entre C17 y C16 del sustrato con el centro oxidativo de CYP17ALl y su habilidad
para llenar el sitio activo tiene un efecto directo sobre la afinidad por dicha enzima, a su vez
los puentes de hidrdgeno entre 17a-OH y el oxigeno proximo, asi como la longitud del enlace
C20-oxigeno terminal puede explicar la seleccion del sustrato que sufre rompimiento en C17-
C20, razon por la cual compuestos como la dutasterida y abiraterona (figura 13) presentan

actividad inhibitoria hacia esta enzima. [99]
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Figura 13. Inhibidores de la CYP17A1l: a) Dutasterida (36); b) Abiraterona (24).

Actualmente se han buscado inhibidores selectivos para tratar el cancer de prostata, una
técnica ha sido el uso de andlisis estructurales para cimentar la bisqueda de inhibidores
selectivos, gracias a los cuales, se encontré que grupos funcionales con una alta
electronegatividad en carbonos 17 o 20 tenian un mayor impacto sobre la afinidad con la
CYP17AL. [99]

En 2019 gracias a analisis in silico se encontr6 que la fuente del efecto en la esteroidogénesis
de los azoles (compuestos utilizados para el tratamiento de infecciones fungicas) provenia de
una inhibicion de la CYP17A1 y CYP19A1 por parte del clotrimazol, CYP17A1 en el caso
del miconazol y ketoconazol (figura 14), de toda la esteroidogénesis por parte del
ketoconazol y CYP17A1/CYP21A2 por parte del fluconazol, estos resultados son de especial
importancia ya que estos compuestos se usan principalmente para el tratamiento en mujeres
embarazadas, dada la importancia de la produccion de hormonas en el embarazo esta
informacion es de alta relevancia farmacoldgica. Dichos resultados fueron comprobados por
lo reportado en la literatura y a través de andlisis in vitro, reafirmando la confiabilidad del

uso de herramientas in silico para la busca de moduladores de la esteroidogénesis. [100]
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Figura 14. Inhibidores de las CYP21A2, CYP19A2 y CYP17A1: a) Ketoconazol (19); b)
Clotrimazol (37); c) Miconazol (38); d) Fluconazol (39).

La viabilidad del uso de técnicas computacionales para la blusqueda de posibles efectos
secundarios ha sido validada a través de pruebas in vitro e in vivo corroborando los resultados
obtenidos mediante técnicas in silico (figura 15). [99,101,102]

1% Set de prueba
8.4 4© Set entrenamiento o

8.0
7.6 4
7.2+

6.8 -

plCs, Predicho

6.4 4

6.0 T T T Y T Y T T T
6.0 6.4 6.8 7.2 7.6 8.0 8.4

plCs, Experimental

Figura 15. Resultados experimentales vs resultados predichos; plC (logaritmo de concentracion
inhibitoria); COMFA (Analisis de campo molecular comparativo). [99]

Otro estudio que reafirma la confiabilidad de estos métodos fue realizado con bisfenoles
como el bisfenol A (figura 16), contaminantes utilizados en la industria del plastico que se

ha encontrado tiene un efecto inhibitorio para la sintesis de glucocorticoides, y a través de
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estudios in silico se encontrd una actividad inhibitoria con la CYP11Al, CYP19A1,
CYP17A1, 173-HSD y CYP21A2, lo que indica que los bisfenoles inhiben la formacion de
progestagenos (por inhibicién de la CYP17Al y CYP11A1), también inhiben la formacion
de estrogenos al inhibir la CYP19A1, estos resultados respaldan el uso de este tipo de
estudios para buscar posibles efectos secundarios. De igual forma se ha encontrado que el

utilizar diferentes sustituyentes tiene un efecto directo en la actividad bioldgica. [21,103]

40 °

Figura 16. Bisfenol A (40).

A su vez se ha encontrado que ciertos flavonoides (figura 17) mediante el uso de técnicas in

silico, con comprobacion in vitro tienen efecto directo sobre la esteroidogénesis. [104]

OH

Figura 17. a) Bavaquina (41); b) Neobavaisoflavona (42); c) Corilifolia A (43). [104]

El uso de derivados esteroideos como farmacos es una alternativa que se busca por la
facilidad de metabolizacion por parte del cuerpo humano, asi como la menor cantidad de
efectos secundarios, a contrapartes completamente sintéticas, y la facilidad actual del uso de

técnicas in silico, para la realizacion de modificaciones puntuales en la estructura esteroidea.
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Por ejemplo, los derivados de pregnenolona tienen actividad inhibitoria para la CYP17A1l
donde los compuestos hidroxilados y cetonicos tienen mayor selectividad y, por ende, una
menor cantidad de posibles efectos secundarios. [81,82]

Los derivados de androsterona con modificaciones puntuales en C-3 y C-17, tuvieron un
efecto inhibitorio especifico para la 17p-HSD. [87] Para la 5a-reductasa, la principal
limitante para el uso de farmacos sintéticos son los efectos secundarios. Donde los derivados
esteroideos como la finasterida tienen un menor grado de toxicidad que contrapartes no
esteroideas. [88,89] En el caso del cancer de prostata los inhibidores derivados de esteroides
provienen de un previo disefio dirigido para la inhibicion de la CYP17A1, previniendo la
formacion de androgenos, donde la actividad contra la CYP21A2 se considera un efecto
secundario y no como una actividad terapéutica. [24] Para esta, las Unicas investigaciones
que se han realizado de inhibidores de naturaleza esteroidea es utilizar inhibidores enddgenos
como el estradiol, o derivados de la corticosterona para disminuir la actividad de esta enzima.
[94,95]

Por ultimo, se ha explorado su viabilidad como inhibidores para la aromatasa/CYP19A1,
encontrando que derivados sulfatados de esteroides tienen potencial como posibles

inhibidores y tratamiento para el cancer de mama.[98]

2.3.1 Esteroides espirostanicos

Los espirostanos (figura 18) son una clasificacion de compuestos provenientes de plantas,
obtenidos a través de una hidrolisis &cida de sapogeninas esteroideas, y se ha encontrado que
tienen una importante relevancia médica debido a sus propiedades anticancerigenas,

antioxidantes, antiinflamatorias, entre otras. [105]
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Figura 18. Estructuras espirostanicas. [106]

La actividad bioldgica de los espirostanos es muy variada, dentro de su actividad se ha
encontrado que tienen; accion hemolitica, toxico para animales de sangre fria, causan
hipoglicemia, reduce niveles de colesterol, funcidon abortiva, antizig6ticos y anti-
implantacidn, son estimulantes fuertes de hormona luteinizante, suprime la proliferacién de
células moduladas por la hormona folico-estimulante que coordina el crecimiento de ovarios
y testiculos, puede funcionar como viricida, antinflamatorio, reducen la digestibilidad de la
proteina, actividad antifungica, antimicrobiana, disminuyen el riesgo de cancer, antioxidante,
inmunomodulador, antimalérica, analgésico, hepato-protector, etc. [105]
En 2021 un estudio revel6 que de 123 derivados espirostanicos estudiados 115 tuvieron una
mejor EA que el farmaco de referencia (minociclina), encontrando que el tener &tomos de H
en carbonos 2, 11, 17 aumentaba la afinidad por la proteina MAPK14 (proteina relacionada
con el desarrollo del cancer), asi como aOH en C-5 y C-6 incrementaba la afinidad por la
enzima. Esto resalta la importancia de modificaciones estructurales puntuales para el disefio
dirigido de inhibidores selectivos. [106]
Como se observa en la tabla 2, la actividad bioldgica de diferentes espirostanos ha sido

estudiada, encontrando un amplio espectro, variando desde actividad antioxidante, hasta un
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efecto anticancerigeno, asi como derivados obtenidos a partir de estos, aunque en el caso de
la botogenina, no se encontrd bibliografia de su actividad bioldgica.

Tabla 2. Actividad bioldgica de algunos espirostanos

Espirostanos Actividad biologica

Diosgenina Induce cambios en liberacion de estrogenos en ovarios. [44]
Utilizado para tratar la hiperglucemia. [46,109]
Efecto antioxidante. [47]

Efecto antiinflamatorio. [48]

YV V V V V

Efecto anticancerigeno en diferentes lineas de cancer (mama,
hepatocarcinoma,  préstata,  osteosarcoma, leucemia).
[107,108,110,111]

Efecto antitumoral en cancer de pulmon en estado 2. [50]

Laxogenina
Reduce la formacion de cancer de piel. [19,112,113]

Efecto antioxidante. [19,112,113]

Glucoderivados tienen un efecto anticancerigeno en diferentes
lineas celulares (HeLa, CaSki, ViBo). [113]

» Derivados hidroxiiminicos tienen efectos anticancerigenos en

vV V VYV VY

lineas de cancer de mama. [114]

Hecogenina » Efecto anticancerigeno al interactuar con receptores de factores
de crecimientos (GFRs). [115]

» Acetato de hecogenina tiene efecto anticancerigeno induciendo
arresto del ciclo celular y senescencia. [111,116]

» Esteres de alquilo de hecogenina tienen efecto anticancerigeno.
[117]

Por altimo, se ha observado que la presencia de un grupo oxima e insaturaciones en los anillos
A o B aumenta la selectividad 84 veces para los analogos de abiraterona, esto para la
selectividad de interaccion para la CYP17Aly la CYP21A2. [24]
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2.3.2 Derivados 22-oxocolestanicos

Se ha encontrado que derivados 22-oxocolestanicos (figura 19) de algunos espirostanos tiene
efecto antiflngico hacia fitopatdgenos, y un efecto nulo o despreciable hacia hongos que son
benéficos para el crecimiento de las plantas, ademas de una alta actividad como promotor de
crecimiento vegetal. Estos resultados junto con su alto porcentaje de obtencion de algunos
de estos (72-74%) los hacen viables para su uso como PCV. [103,118]

HO a)44  Aco

Figura 19. a) diosgenina (44); b) derivado (25R)-26-hidroxi-22-oxocolest-5-eno-33,163-diilo
diacetato (49). [103]

El interés por estos compuestos no viene solamente de su uso para el desarrollo agrario, ya
gue se ha encontrado que ciertos derivados 22-oxocoloestanicos de diosgenina y hecogenina
presentan un fuerte efecto antinflamatorio in vivo, asi como efecto antiproliferativo en
diferentes lineas celulares de cancer de cérvix. A su vez, como se presentd anteriormente, se
ha observado que modificaciones puntuales pueden potenciar la actividad bioldgica, o
generar efectos secundarios por interacciones no deseadas, especificamente con las CYPs,
por lo que en el presente trabajo se busca evaluar mediante técnicas in silico, la posible

interaccion entre estos PCVs y enzimas de la esteroidogénesis. [119,120]
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3 Hipotesis

Los compuestos espirostanicos tienen un efecto inhibitorio sobre las enzimas de la
esteroidogénesis, los derivados 22-oxocolestanicos no tienen efecto sobre esta ruta

metabdlica.

4 QObjetivos

Objetivo general:
e Disefiar in silico y sintetizar derivados cetonicos e hidroxiiminicos a partir de

espirostanos y 22-oxocolestanos como posibles agentes reguladores de la
esteroidogénesis.

Objetivos particulares:
e Evaluar mediante docking molecular la energia de acoplamiento de los derivados

espirostanicos/22-oxocolestanicos con las enzimas asociadas a la esteroidogénesis.

e Evaluar posibles efectos secundarios de los compuestos, mediante analisis
interaccional.

e Seleccionar los derivados con mejor resultado para llevar a cabo su sintesis.

e Sintetizar y caracterizar los compuestos seleccionados in silico.
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5 Metodologia

N
eEvaluacién de lineas de enzimas cristalizadas.
. ., *Seleccion de cristales para el estudio.

Validacidn
J
N

¢ Analisis de acoplamiento molecular con los derivados hidroxiiminicos y cetdnicos.
Docking *Analisis tridimensionalde interaccion molécula-enzima.

molecular Y,

\

eAnalisis general de relevancia estadistica de modificaciones a las estructuras
espirostanica/22-oxocolestanica.

Analisis ¢Analisis del efecto de los grupos funcionales evaluados para cada una de las enzimas.
estadistico

eCaracterizar las materias primas esteroidales de diosgenina, hecogenina y botogeninD
eSintetizar y caracterizar la obtencion de la 3B-hidroxiespirost-5-en-7-ona
e Sintetizar y caracterizar la obtencién de la 33,5a-dihidroxiespirost-6-ona
eSintetizar y caracterizar la obtencion de laxogenina )

Esquema 9. Etapas del estudio.

5.1 PREPARACION DE PROTEINAS Y LIGANDOS.

Las proteinas fueron elegidas y descargadas de la base de datos PDB-BANK, tomando en

cuenta como parametro de descarte el rango de resolucion de los cristales (2-3 A), a su vez

cada cadena fue seleccionada de acuerdo con la calidad sefialada en el reporte completo del

cristal de la proteina. Se realizo minimizacion de energias, y cargas y angulos de los

aminoacidos de la proteina fueron afiadidas mediante el software chimera 1.15rc. La

preparacion para el andlisis de acoplamiento molecular se realizd6 mediante Autodock tools

1.5.6. Este mismo proceso se repitio para cada co-cristal.

Cada ligando fue dibujado de novo, se le realizé minimizaciéon de energia mediante los

paquetes computacionales MM2 [121] y PM7 de MOPAC [122] y preparado para el docking

molecular mediante Autodock tools 1.5.6. El docking molecular fue realizado mediante el

software Autodock vina. [123]
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Los derivados hidroximinicos y ceténicos propuestos (figura 20 y 21) para su posterior

andlisis, son los siguientes:

47aR;: OH; R,: O

47b Ry: NH,CH,COO; R,: O

47¢ Ry: Ft(NCH,COO); R,: O

47d Ry: OAc; R,: O

47e R|: Phe; Ry: O

47fR,: Trp; Ry: O
44a R: OH 47g R;: Try; Ry: O
44b R,: NH,CH,COO 47h R,: (NH,CH,COO); R,: NOH
44c¢ R:Ft{(NCH,COO) 47i R :Ft(NCH,COO); R,: NOH
47j R;: OAc; R,: NOH

44d R;: OAc
44e R|: Phe 47k R,: OH; R,: NOH
44f R;: Trp 471 R: Phe; R,: NOH

47m R;: Trp; R,: NOH
47n Ry: Try; Ry: NOH

44g R: Try Ry

49a R;: CH,0OH R

49b R;: CH,0Ac 50a R;: O; R,: CH,0H
49¢ R,: CHO 50b R;: NOH; R,: CH,0OH
49d R,: CHNOH 50¢ R;: O; R,: CH,0Ac

AcO 50d R,: NOH; R,: CH,0Ac

50e R;: O; R,: CHO

50f R;: NOH; R,: CHO
S50g R;: O; R,: CHNOH
50h R;: NOH; R,: CHNOH

Figura 20. Derivados hidroxiiminicos y cetonicos de diosgenina (44a) y laxogenina (47a).

AcO

45



51aR;: OH; R,: O

51b R,: NH,CH,COO; R,: O
51c R,: Ft(NCH,COO); R,: O

51d R;: OAc; R,: O
51e R;: Phe; Ry: O
51fR;: Trp; Ry: O
51g Ry: Try; Ry: O

51h R,: NH,CH,COO; R,: NOH
51i R:Ft(NCH,COO); R,: NOH

51j R;: OAc; Ry: NOH
51k R;: OH; R,: NOH
511 R;: Phe; Ry: NOH

51m R;: Trp; R,: NOH
51n R;: Try; Ry: NOH

52a R;: OH; R,: O

52b R,: NH,CH,COO; R,: O
52¢ R;: Ft(NCH,COO); R,: O

52d R;: OAc; R,: O
52e R;: Phe; Ry: O
52fR;: Trp; Ry: O
52g Ry: Try; Ry: O

52h R;: NH,CH,COO; R,: NOH
52i R,:Ft(NCH,COO); R,: NOH

52j R;: OAc; Ry: NOH
52k R;: OH; R,: NOH
521 Ry: Phe; Ry): NOH

52m R;: Trp; R,: NOH
52n R;: Try; R,: NOH

53a R;: O; R,: CH,OH
53b R;: NOH; R,: CH,0H ) Jof 54aR;: O; Ry: CH,0H
53¢ R;: O; R,: CH,0Ac P 54b R;: NOH; R,: CH,0OH

53d R;: NOH; R,: CH,O0Ac 54¢ R: O; Ry: CH,0Ac
53e R;: O; Ry: CHO 54d R;: NOH; R,: CH,0Ac
53fR,: NOH; R,: CHO 54e R;: O; Ry: CHO

53g Ry: O; R,: CHNOH 54f R|: NOH; R,: CHO

53h R,: NOH; R,: CHNOH 54g R,: O; R,: CHNOH
AcO 54h R,: NOH; R,: CHNOH

Mgy,

45a R;: OH

45b Ry: NH,CH,COO
45¢ R:Ft(NCH,COO)
45d R;: OAc

45e R;: Phe

48aR,: OH 9
48b R,: NH,CH,COO
48¢ R:Ft(NCH,COO)

e
2
”//,o

48d R;: OAc 45(R,: Trp
48e R: Phe 45g R,: Try
48f R: Trp

48g R;: Try Ri

55a R;: CH,OH 56a R;: CH,0H

55b R;: CH,0Ac 56b R;: CH,0Ac

55¢R;: CHO | 56¢ R;: CHO

55d R;: CHNOH AcO' 56d R;: CHNOH
H

AcO!
Figura 21. Derivados hidroxiiminicos y cetonicos de 3f,5a-dihidroxiespirost-6-ona (51a), 3p3-
hidroxiespirost-5-en-7-ona (52a), botogenina (48a) y hecogenina (45a).

Para llevar a cabo los estudios de acoplamiento molecular in silico, se propone la evaluacion
de 25 derivados de diosgenina y laxogenina con distintos amino&cidos (figura 21), con el fin
de analizar los efectos en sus propiedades farmacocinéticas y de afinidad con la CYP17A1.
Y a su vez, al ser aminoacidos necesarios para el metabolismo, su posible degradacion
liberaria al medio el aminoacido, lo que no generaria posibles efectos secundarias ya que
estos son inocuos al organismo.

Para cada una de las enzimas, se seleccionaron diferentes cristales (tabla 3) para realizar la

validacion de los resultados y el andlisis de interaccién cruzado.

46



Tabla 3. Cristales seleccionados con sus respectivos PDB-IDs.

Proteina Abreviatura PDB-ID Referencia
3N9Y
Enzima de escision
3N9Z
de la cadena lateral CYP11A1 [30]
3NAO
del colesterol
3NAl
6CHI
6CIR [24]
6ClZ
17a-hidroxilasa/17, ANKV
CYP17A1
20-liasa ANKW
ANKX [29]
ANKY
4ANKZ
3EQM [52]
Aromatasa CYP19A1
5JKV [54]
4Y8W [44]
21-hidroxilasa CYP21A2
5vBU [28]
5a-reductasa 5a-R 7C83 [124]

Se realizo una prueba de normalidad. posteriormente un analisis ANOVA con un nivel de
significancia p <0.05 con el método de Tukey. mediante el uso del programa Minitab 18 se
realizd un analisis Anova para encontrar el efecto y relevancia estadistica de diferentes
descriptores sobre la EA con cada una de las enzimas analizadas. Una vez realizado este
analisis se procedio a realizar una comparacion de las EA obtenidas con el ligando natural e
inhibidor de referencia para cada una de las enzimas, obteniendo de manera preliminar
aquellas moléculas que tuvieran un posible efecto inhibidor. Posteriormente se procedid a un
analisis tridimensional para determinar si la molécula analizada se encontraba en el sitio
activo, esto al comparar aminoacidos reportados que se encuentran en el sitio activo, asi como

proximidad con los cofactores.
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5.4.1 Hidrdlisis acida de dioscina para la obtencién de diosgenina.

Esquema 10. Hidrdlisis &cida de la dioscina para obtencion de la diosgenina (44a).

Utilizando una solucién de HCI 2N, durante 2 horas a reflujo y agitacion constante, se
hidroliza la dioscina (esquema 9) del extracto de dioscorea composita para la obtencion de
la diosgenina (44a).

¢ Diosgenina

a
o

%,
&

HO
44a

Figura 22. Diosgenina.
Caracterizacion.
Férmula molecular: C27H4203, P.M.: 414.62, Polvo amorfo, p.f. 199-200 °C, [a]p = -129°
(CHCls, ¢ =1.0), IR: 3650 cm™ O-H, 2869 cm™ CH3, 1374 cm™ C-O, [M+H]= 415.6258,
calc: 414.6206.
RMN *H.
8: 5.35 (1H, dt, J6.7= 5.4, J6-4= Je-8=2.0 Hz, H-6), 4.41 (1H, ddd, Ji6-15a =7.6 Hz, J16-15¢ = 6.4
Hz, Ji6-17= 8.7, H-16), 3.52 (1H, ma, H-3), 3.48 (1H, m, , H-26¢), 3.37 (1H, dd, Jgem= J26a-
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252=10.8Hz, H-26a), 1.02 (3H, s, CHs-19), 0.97 (3H, d, J2120= 7.2 Hz, CH3-21), 0.79 (3H, d,
J27.25=6.4 Hz, CH3-27), 0.79 (3H, s, CHs- 18).

RMN 13C.

3: 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 71.7 (C-3), 42.2 (C-4), 140.8 (C-5), 121.4 (C-6), 32.0 (C-7), 31.6
(C-8), 50.0 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13), 56.5 (C-14), 31.8 (C-
15), 80.8 (C16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 109.3 (C-
22), 31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27)

5.4.2 Derivatizacion de botogenina/hecogenina.

o} Ea_ Y o ==,_ o

1)Ac,O/DMHP/CH,Cl,
2) m-CPBA

3)KLL,

4)KOH/EtOH; 60°C

>

HO HO

Hecogenina (45a): R\=aH, R,=H,H 48a
R,  Botogenina (48a): Ry, Ry: A

Esquema 11. Derivatizacién de botogenina (48a) a partir de una mezcla de hecogenina (45a) y
botogenina (48a).

Partiendo de una mezcla de botogenina y hecogenina, se realizé una derivatizacion (esquema
10) generando un epoxido a partir del doble enlace de la botogenina entre los carbonos 5y 6
permitiendo su separacién por columna cromatografia por diferencia de polaridad,
posteriormente se recupera este doble enlace mediante una hidrélisis basica, obteniendo el

acetato de hecogenina (45d), asi como la botogenina (48a).

Hecogenina (45a)

HO :
H 45a

Figura 23. Hecogenina (45a).
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Caracterizacion.

Formula molecular: C27H4204, P.M.: 430.3083, Polvo blanco, p.f. 266-267°C [a]po = +15°
IR: 3521 (OH), 1701 (CO), [M+H* ]= 431.3149

RMN 1H

RMN !H (500 MHz). §: 4.36 (ddd, ] = 8.8, 7.5, 6.0 Hz, 1H, H-16), 3.61 (tt, J = 11.1, 4.8 Hz,
1H, H-3), 3.50 (ddd, J =10.9, 4.3, 2.2 Hz, 1H. H-26e), 3.36 (t, J = 11.0 Hz, 1H, H-26a), 2.53
(dd, J=8.8, 6.8 Hz, 1H, H-17), 2.42 (dd, J = 14.3, 13.2 Hz, 1H, H-11""), 2.24 (dd, ] = 14.3,
5.0 Hz, 1H, H-11"), 2.17 — 2.09 (m, 1H, H-23e), 1.92 (qd, J = 10.9, 3.9 Hz, 1H, H-20), 1.77
—1.71 (m, 1H, H-24e), 1.64 (ddt, J = 9.6, 5.2, 2.1 Hz, 1H, H-25), 1.62 — 1.54 (m, 2H, CH2-
25), 1.46 — 1.44 (m, 1H, H-23a), 1.38 — 1.36 (m, 1H, H-23a), 1.15 - 1.11 (m, 1H, H-5a), 1.08
(d, J=7.0 Hz, 3H, CHs-21), 1.06 (s, 3H, CH3-18), 0.92 (s, 3H, CHs-19), 0.80 (d, J = 6.4 Hz,
3H, CH3-27).

RMN 13C

RMN 13C (125 MHz). &: 70.92 (C-3), 55.51 (C-5), 44.63 (C-9), 36.10 (C-10), 37.86 (C-11),
213.67 (C-12), 55.12 (C-13), 79.20 (C-16), 53.49 (C-17), 16.04 (C-18), 11.98 (C-19), 34.35
(C-20), 13.29 (C-21), 109.28 (C-22), 31.14 (C23), 31.41 (C-24), 30.19 (C-25), 66.89 (C-26),
17.15 (C-27).

Botogenina (48a)

48a

Figura 24. Botogenina (48a).

Caracterizacion.
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Formula molecular: C27H4004, P.M.: 429.6, Polvo blanco, p.f. 208-210°C R = 0.17 (7:3
Hexano/AcOEt).

RMN 'H

d: 5.39 (1H, m, H-6), 4.54 (1H, m, H-3), 4.36 (1H, m, H-16), 3.49 (1H, m, H-26ax), 3.35
(1H, t, J = 10.9 Hz, H-26eq), 2.58 (1H, m, H-20), 2.53 (2H, m, H-17, H-11ax), 1.11 (3H, s,
CHs-19), 1.08 (3H, d, J = 4.7 Hz, CH3-21), 1.06 (3H, s, CH3-18), 0.79 (3H, d, J = 6.4 Hz,
CH3-27).

RMN C

3:213.535(C-12), 140.5 (C-5), 121.1 (C-6), 109.2 (C-22), 79.8 (C-16), 71.3 (C-3), 66.8 (C-
26), 55.9 (C-14), 54.7 (C-13), 53.2 (C-17), 52.0 (C-9), 42.1 (C-4), 41.9 (C-20), 37.3 (C-11),
37.2 (C10), 36.6 (C-1), 31.5 (C-2), 31.3 (C-15), 31.2 (C-7), 31.2 (C-23), 30.7 (C-8), 30.1 (C-
25), 28.7 (C-24), 18.9 (C-19), 17.1 (C-27), 15.8 (C-18), 13.2 (C-21)

Acetato de Hecogenina (45d)

45d

Figura 25. Acetato de hecogenina (45d).

Caracterizacion.

Férmula molecular: C29H440s, P.M.: 472.66, Polvo amorfo, p.f. 205-207°C, [o]p = -13.4 °
(CHCI3, ¢ =1.0), IR: 2957 (CH), 1727 (Ac0), 1223 (C-0), [M+H]=473.3167, calc: 472.31809.
RMN *H.

3: 4.67 (1H, m, H-3), 4.35 (1H, m, H-16), 3.46 (1H, ddd, Jgem=10.8, Joge-25a= 4.4 Joge-24e= 2.4
Hz, H-26e), 3.35 (1H, dd, Jgem= J26a-252=10.8Hz, H-26a), 2.51 (1H, m, H-11), 2.01 (3H, s,
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CHsCOOs3), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, Ja1.20= 7.2 Hz, CH3-21), 0.79 (3H, d, Jor.
25=6.4 Hz, CH3-27), 0.79 (3H, s, CHs- 18).

RMN 13C.

8: 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 71.7 (C-3), 42.2 (C-4), 32.0 (C-7), 31.6 (C-8), 50.0 (C-9), 36.6 (C-
10), 20.8 (C-11), 210.9 (C-12), 40.2 (C-13), 56.5 (C-14), 31.8 (C-15), 80.8 (C-16), 62.0 (C-
17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 109.3 (C-22), 31.3 (C-23), 28.7 (C-
24), 30.3 (C25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27), 170.9 (CHsCOO-3).

Acetato de (25R)-5pB,6B-epoxi-5B-espirostan-3p-ilo.

AcO

O
Figura 26. Acetato de (25R)-5p,63-epoxi-5p3-espirostan-3p-ilo.

Caracterizacion.

Férmula condensada: C29Hs40s, P.M= 472.66, p.f. 194-196°C, rendimiento 85%. [a]p = -
111.3° (CHCls, ¢ =1.0) IR: 2947 (CH), 1737 (AcQ), 1243 (C-0) cm™ . [M+H]: 473.3178
calc: 472.3189.

RMN 1H.

3 (500 MHz): 4.76 (1H, m, H-3), 4.32 (1H, m, H-16), 3.49 (1H, dd, J2ee-26a=10.9 Hz, J26e-25
= 5.6 Hz, H-26¢e ), 3.35 (1H, dd, J2sa-26e = 10.9 Hz, J26a-25 = 6.5 Hz, H-26a), 3.09 (1H, m, H-
6), 2.04 (3H, s, CH3C0--3), 1.08 (3H, d, J21-20 = 7.1 Hz, CH3-21), 0.97 (3H, d, J27.25 = 6.8
Hz, CHs-27), 0.88 (3H, s, CH3s-18), 0.82 (3H, s, CH3-19).

RMN 13C.

8 (125 MHz): 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 73.8 (C-3), 42.2 (C-4), 61.5 (C-5), 60.0 (C-6), 32.0 (C-
7), 31.6 (C-8), 50.0 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13), 56.5 (C-14),
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31.8 (C15), 80.8 (C-16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21),
109.3 (C-22), 31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27), 170.4
(CHsCOO0-3), 21.4 (CHsCOO-3).

5.4.3 Sintesis de la 3B-hidroxiespirost-5-en-7-ona (52a) a partir de diosgenina (44a).

1) Ac,0:100°C

AcO

2) R.Jones; T. ambiente

= =
Z Z
2 2
B © E ©
Z Ed

3) KOH/EtOH; 60°C
-

HO o AcO' [}

Esquema 12. Sintesis del derivado 3p-hidroxiespirost-5-en-7-ona (52a) a partir de diosgenina (44a)

Acetato de diosgenina (57).

=
=
Z (o}
2
2
- \
=

AcO

Figura 27. Acetato de diosgenina (57).
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Caracterizacion

Formula condensada: C29H4404, P.M= 456.66, punto de fusion: 194-196 °C, rendimiento
85%. [a]p = -122° (CHCI3, ¢ =1.0) IR: 2947 (CH), 1737 (AcO), 1243 (C-0) cm, [M+H]=
457.3238, calc: 456.3240

RMN H

8(500Hz): 5.37 (1H, d, J6-7= 5.2 Hz, H-6), 4.60 (1H, m, H-3), 4.41 (1H, m, H-16), 3.47 (1H,
ddd, Jgem=10.95 Hz, J2ee-25a= 4.48 Hz Jase-24e= 2.06 Hz, H-26¢), 3.37 (1H, dd, Jgem= J26a-
25a=10.8Hz, H264a), 2.03 (3H, s, CH3COO0-3), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, J21.20= 7.2
Hz, CH3-21), 0.79 (3H, d, J27-2s=6.4 Hz, CH3-27), 0.79 (3H, s, CHas- 18).

RMN C

d: 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 73.8 (C-3), 42.2 (C-4), 140.8 (C-5), 121.4 (C-6), 32.0 (C-7), 31.6
(C-8), 50.0 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.7 (C-12), 40.2 (C-13), 56.5 (C-14), 31.8 (C-
15), 80.8 (C16), 62.0 (C-17), 16.3 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20), 14.5 (C-21), 109.3 (C-
22), 31.3 (C-23), 28.7 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27), 170.4 (CH3COO-3),
21.4 (CH3COO-3).

Acetato de 3p-hidroxiespirost-5-en-7-ona (58).

=
=

=

= O
=

=

AcO )

Figura 28. Acetato de 3B-hidroxiespirost-5-en-7-ona (58).
Caracterizacion
Férmula condensada: C29H420s, P.M=470.641, punto de fusion: 278-296 °C.
RMN H
8(500Hz): 5.7 (1H, s, H-6), 4.71 (1H, tt, Jgem=11.48 Hz, J3..=4.68, H-3), 4.48 (1H, m, H-16),
3.47 (1H, dd, Jgem= J26a-25=10.9Hz, H26¢e), 3.40 (1H, dd, Jgem= J26a-25a=10.8Hz, H26a), 2.06
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(3H, s, CHsCOO-3), 1.2 (3H, s, CH3-19), 0.98 (3H, d, J21.20= 7.09 Hz, CHs-21), 0.79 (3H, m,
CH;3-27).

RMN 13C

§:72.1(C-3), 37.7 (C-4), 164.1 (C-5), 125.8 (C-6), 201.4 (C-7), 49.7 (C-9), 49.4 (C-14), 33.7
(C-15), 80.9 (C-16), 61.0 (C-17), 16.4 (C-18), 17.2 (C-19), 41.5 (C-20), 14.6 (C-21), 109.2
(C-22), 66.7 (C-26), 17.1 (C-27), 170.3 (CH3COO0-3), 21.3 (CH3COO-3).
3p-hidroxiespirost-5-en-7-ona (52a)

HO 0

Figura 29. 3p-hidroxiespirost-5-en-7-ona (52a).
Caracterizacion
Férmula condensada: C27H4004, P.M= 428.604, punto de fusion: 185.9 -208 °C.
RMN H
8(500Hz): 5.62 (1H, s, H-6), 4.40 (1H, m, H-16), 3.60 (1H, tt, Jgem=11.27 Hz, J3-=4.36, H-
3), 3.40 (1H, dd, Jgem= J26a-25a=10.8Hz, H26¢), 3.32 (1H, dd, Jgem= J26a-25a=10.8Hz, H264),
1.1 (3H, s, CH3-19), 0.91 (3H, d, J21-20= 6.9 Hz, CH3-21), 0.72 (3H, d, J27-25=3.20 Hz, CHzs-
27), 0.72 (3H, s, CHz- 18).
RMN 13C
3: 70.4 (C-3), 165.4 (C-5), 125.8 (C-6), 201.7 (C-7), 49.7 (C-9), 49.4 (C-14), 80.9 (C-16),
61.0 (C-17), 16.4 (C-18), 17.3 (C-19), 14.6 (C-21), 109.2 (C-22), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27).
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6 Resultados y discusion

El disefio de nuevos inhibidores y moduladores hormonales es un proceso complejo, para el
uso de herramientas bioinformaticas se requieren un proceso actualizable como se observa
en el siguiente diagrama, primero se obtuvieron resultados de la validacion de los cristales
para su posterior uso. Con las estructuras disefiadas y mediante acoplamiento molecular
proceder al analisis estadistico de los valores de Energia de acoplamiento, mismo que se
realizd en tres etapas. Primero, de manera general se obtuvo la relevancia estadistica de
modificaciones puntuales en la estructura espirostanica y 22-oxocolestanica. Posteriormente,
se procedid a obtener las modificaciones/origen que aumentaban o disminuian la EA para
cada una de las enzimas. Una vez obtenidos estos resultados, se procedié a determinar los
compuestos con potencial actividad inhibitoria de acuerdo con su EA en comparacion a
inhibidores de referencia y los sustratos naturales, de cada potencial actividad inhibitoria
mediante un analisis tridimensional se determiné aquellos compuestos con una verdadera o

falsa inhibicidn si se encontraba dentro o fuera del sitio activo.

Para la seleccion de cristales se realizd una revision bibliografica de las estructuras
cristalizadas publicadas en la base de datos PDB-BANK, donde se encontraron estructuras
con diferentes co-cristales (tabla 4). Como primer criterio de seleccion se tomé en cuenta el
intervalo de resolucion de 2-3 A, excepto en la CYP21A2 donde solo se encontraron 2
cristales, en este caso a pesar de no cumplir con este rango se tomo en cuenta este cristal para
su analisis, en cristales que contaran con mutaciones se determiné que estas no se encuentran
dentro del sitio activo.

Tabla 4. Cristales analizados para la validacion.

Enzima PDB- | Mutacio | Resoluc Co-cristal
ID nes ion (A)
3N9Y No 2.10 Colesterol
CYP11A1
3N9Z No 2.17 22R-Hidroxicolesterol
3NAO No 2.5 (20R,22R)-20,22-dihidroxicolesterol
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3NAL No 2.25 20S-hidroxicolesterol
6CHI No 2.70 Amida-abiraterona
6CIR No 2.65 Oxima-abiraterona
6CIZ No 2.60 Nitrilo-abiraterona
ANKY Si 2.55 17a-hidroxiprogesterona
CYP17A1
ANKV Si 2.65 Abiraterona
ANKZ Si 3.00 17a-hidroxiprogesterona
ANKW Si 2.50 Pregnenolona
ANKX Si 2.79 Progesterona
1XFO No 2.00 4-androstene-3,17-diona
17B3-HSD 6CGC No 2.10 2-metoxi-16p-(m-carbamoilbenzil)-E2
6CGE No 2.20 PBRM
Sa-reductasa | 7C83 No 2.00 NADPH
4Y8W No 2.64 Progesterona
CYP21A2
5VBU No 3.31 (9B)-17-hidroxipregn-4-en-3,20-diona
) 2-[2-(4-fluorofenil)-2-adamantil]-1-(3-
5PGU Si 2.35
metoxiazetidin-1-il)etanona
1-(3-Hidroxiazetidin-1-il)-2-[(2S,5R)-2-(4-
5PGV Si 2.35 fluorofenil)-5-metoxiadamantan-2-il]etan-
1-ona
2-[(1R,3S,5R,7S)-2-[4-(4-fluorofenil) fenil]-
11B-HSD ] _ _ _
SPGW Si 2.37 6-hidroxiadamantan-2-il]-1-(3-
hidroxiazetidin-1-il) etan-1-ona
) 2-(2-benzil-6-hidroxiadamantan-2-il) -1-(3-
5PGX Si 2.50
hidroxiazetidin-1-il)etan-1-ona
) 2-[(5R,7S) -6-hidroxi-2-feniladamantan-2-
5PGY Si 2.07 _ _ S
il]-1-(3-hidroxiazetidin-1-il)etan-1-ona
3EQM No 2.90 _
CYP19A1 4-androsten-3,17-diona
5JKV No 2.75
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Posteriormente se procedio a realizar un estudio de acoplamiento cruzado (excepto para la
5a-reductasa por contar con 1 cristal), con el fin de estudiar la repetibilidad del acoplamiento,
seleccionando aquellos cristales que tuvieran una mayor congruencia de actividad biol6gica
al comparar estos resultados con lo reportado en la bibliografia (EA de inhibidores
competitivos> sustratos de la enzima), asi como aquellos cristales que no presentaran una
mayor afinidad por su co-cristal, ya que esto indica una poca libertad de movimiento en el
sitio activo de la enzima, lo cual puede llegar a afectar los resultados obtenidos.

Una vez seleccionados los cristales, se procedio a realizar los analisis de acoplamiento
molecular de cada una de las enzimas con los derivados cetonicos e hidroxiiminicos y
comparando su EA obtenida con inhibidores de referencia, asi como los sustratos para cada
una de ellas (construidos de novo), determinando como compuestos con posible actividad
inhibitoria aquellos que tuvieran una mayor o igual EA que los sustratos, asi como los

inhibidores de referencia.

6.1.1 CYP11Al

Una vez realizado un analisis cruzado de interaccién (tabla 5) se compararon las EA de los
co-cristales con los diferentes cristales de la CYP11A1. Para esta enzima, debido a la pequefia
variacion entre los resultados del docking molecular para cada uno de los cristales, cualquiera
de los 4 puede ser utilizado para los estudios in silico, seleccionando 3N9Z para posteriores
analisis de acoplamiento molecular, se tomé como referencia la aminoglutetimida como

inhibidor de este enzima. [125]

Tabla 5. Energias de afinidad (kcal/mol) tabuladas de los co-cristales con sus respectivas
proteinas cristalizadas (color amarillo).

Co-cristal/PDB-ID | 3N9Y | 3N9Z | 3NAO | 3NA1l
Colesterol -11.5 | -11.2 | -11.7 | -115
22R-hidroxicolesterol | -11.2 | -11.4 | -11.5 | -11.8
Dihidroxicolesterol | -11.7 | -11.5 | -11.9 | -11.6
20S-hidroxicolesterol | -11.6 | -11.4 | -12.0 | -11.7
Aminoglutetimida -87 | 86 | -83 | -81
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6.1.2 CYP17A1

Se analizaron 8 cristales de 2 diferentes lineas con sus respectivos co-cristales, como criterio
de descarte se tomo en cuenta lo reportado en la bibliografia, aquellos cristales donde la
abiraterona y sus derivados tuvieran una mayor EA que los sustratos naturales de la enzima,
asi como los productos al presentar una inhibicion competitiva hacia esta enzima. [24] Como
se observa en la tabla 6, bajo este criterio los cristales que pueden ser tomados para
posteriores analisis in silico son aquellos con PDB-ID: 4NKV, 6CHI, 6CIR, y 6CIZ. De estos
4 cristales, 6CIR y 6CIZ fueron descartadas ya que presentaron las mejores EAS con sus
respectivos co-cristales, lo cual podria indicar una falta de flexibilidad por parte del sitio
activo, por lo que los cristales 4ANKV y 6CHI fueron seleccionados.

Tabla 6. Energias de acoplamiento (kcal/mol) tabuladas de los co-cristales con sus
respectivas proteinas cristalizadas (color amarillo).

Co-cristal/PDB-1D ANKV | ANKX | 4ANKY | 4NKZ | 6CHI | 6CIR | 6CIZ | ANKW
Abiraterona -133 | -10.2 | -121 | -11.1 | -12.2 | -125 | -124 | -115
Progesterona -11.7 | 122 | -125 | -114 | -11.2 | -11.1 | -11.2 | -11.9

17a-hidroxiprogesterona | -12.0 -12.1 | -128 | -115 | -11.4 | -11.4 | -11.5| -125
17o-hidroxipregnenolona | -11.4 | -11.8 | -124 | -11.3 | -11.1 | -11.1 | -11.0 | -11.5

Amida-abiraterona -13.4 -9.7 | -105 | -98 |-128 | -125|-13.1| -10.7

Oxima-abiraterona -123 | -11.3 | -13.1 | -115 | -13.3 | -13.1 | -134 | -11.6

Nitrilo-abiraterona -13.3 | -104 | -10.8 | -95 |-12.7|-12.2 | -13.7 | -11.0
Pregnenolona -115 | -119 | -125 | -116 | -11.0 | -11.0 | -11.2 | -123

6.1.3 17B-HSD

De los 3 cristales (tabla 7), 6CGE fue descartado por presentar un mayor acoplamiento por
el androstenediol y testosterona (productos) que por la androstenediona (sustratos). 1XFQO y
6CGC pueden ser utilizados ya que presentan el comportamiento del inhibidor competitivo
PBRM reportado en la literatura, al presentar una EA mayor al sustrato (androstenediona) y
a los productos (androstenediol y testosterona), de estos 2 cristales se seleccioné 6CGC para

posteriores analisis. [126]

59



Tabla 7. Energias de afinidad (kcal/mol) tabuladas de los co-cristales con las proteinas
cristalizadas.

Co-cristal/PDB-1D 1XFO0 | 6CGC | 6CGE
Androstenediol -10.9 8.8 9.8
Androstenediona -115 | -9.3 -8.8

PBRM -14.2 | -10.7 | -11.5
Testosterona -11.0 | -9.0 -9.2

6.1.4 Sa-reductasa

Para el caso de esta enzima se encontraron 2 cristales (PDB-ID: 7C83 y 7BW1), para la
validacidn solo se tomo en cuenta 7C83 ya que es el Unico que se encuentra cristalizado con
el cofactor de esta enzima NADP. Para la validacion de dicho cristal se comparé la EA de
su sustrato (testosterona) y un inhibidor de referencia competitivo (finasterida). El realizar el
analisis de acoplamiento sin el cofactor incrementa la EA al presentar un mayor espacio
donde puede haber una interaccion molécula/enzima, por otro lado, al contar con la presencia
de este cofactor la EA de la testosterona y finasterida fue la misma, lo cual es congruente con

lo reportado en la bibliografia al ser la finasterida un inhibidor competitivo. [127]

Tabla 8. Energias de afinidad (kcal/mal) tabuladas de los co-cristales con sus respectivas
proteinas cristalizadas.

Co-cristal | C/NADPH | SINADPH
Finasterida -7.3 -7.5
Testosterona -7.3 -7.9

6.1.5 CYP21A2

Al realizar la investigacion bibliografica solo se encontraron 2 cristales (PDB-1D: 4Y8W y
5VBU). Se comparé la EA de la abiraterona/oxima de abiraterona los cuales aumentan la
produccidn de corticosteroides al interaccionar con esta enzima, ambos cristales presentaron
el mismo patron de afinidad con pequefias variaciones en las EA, donde la abiraterona y
oxima-abiraterona tuvieron una menor EA que los sustratos de estas enzimas (tabla 9), lo
cual corresponde a lo reportado en la bibliografia, por lo que ambos pueden ser utilizados

para posteriores analisis in silico, seleccionando 4Y8W. [24]
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Tabla 9. Energias de afinidad (kcal/mol) tabuladas de los co-cristales con sus respectivas
proteinas cristalizadas.

Co-cristal PDB-ID | Afinidad
) 4Y8W -10.4
Abiraterona
5VBU -10.5
_ _ 4Y8W | -10.4
Oxima-abiraterona
5VBU -10.0
4Y8W -12.4
Progesterona
5VBU -12.3
) ) 4Y8W -12.7
17a-hidroxiprogesterona
5VBU -12.8

6.1.6 11B-HSD

De 5 cristales analizados, 5PGU fue descartado por tener una mayor afinidad por uno de los
productos de esta enzima (corticosterona) por sobre el sustrato (deoxicorticosterona) y el
inhibidor competitivo de referencia, 5PGX y 5PGW fueron descartados por tener mayor
afinidad por el producto que por el sustrato. Por lo que 5PGV, 5PGX y 5PGY son viables
para posteriores andlisis, seleccionando 5PGY. [128]

Tabla 10. Energias de afinidad (kcal/mol) tabuladas de los co-cristales con sus
respectivas proteinas cristalizadas.

Co-cristal/PDB-1D 5PGU | 5PGV | 5PGW | 5PGX | 5PGY
Corticosterona -10.4 -9.3 -9.1 -10.0 | -10.2
Cortisol -9.6 -9.6 -10.3 -9.9 -10.0
Deoxicorticosterona -10.2 -9.7 -10.2 -10.2 -10.4
1-(3-Hidroxiazetidin-1-il)-2-[(2S,5R)-2-
(4-fluorofenil)-5-metoxiadamantan-2- -10.3 -11.1 -11.0 -10.7 -11.1
illetan-1-ona
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6.1.7 CYP19A1

Como se observa en la tabla 11, los 2 cristales analizados presentaron los mismos resultados
entre si para los 2 sustratos (testosterona y androstenediona) y para el inhibidor competitivo
de referencia (exemestano), por lo que ambos cristales pueden ser utilizados para posteriores

analisis in silico, seleccionando 3EQM. [129]

Tabla 11. Energias de afinidad (kcal/mol) tabuladas de los co-cristales con sus los
diferentes cristales.

Co-cristales PDB-ID | Afinidad
_ 3EQM -14.0
Androstenediona
5JKV -14.0
3EQM -14.2
Exemestano
5JKV -14.2
3EQM -13.0
Testosterona
5JKV -13.0

6.1.8 Enzimas validadas in silico

Una vez seleccionado cada uno de los cristales, se procedi6 a realizar docking molecular de
estas enzimas con su sustrato e inhibidores de referencia construidos de novo, una vez
obtenidos se comprob6 mediante analisis de interaccion 3D que ambos se encontraran en el
sitio activo como se observa en la tabla 12, tomando como referencia los cofactores de cada
una de las enzimas, un grupo hemo para las CYPs y NADPH para las demas, validando los

posteriores analisis in silico utilizando estos cristales.

Tabla 12. Cristales seleccionados para cada una de las enzimas analizadas con sus
respectivas imagenes de interaccion 3D con su sustrato e inhibidor utilizando Discovery
Studio 2021.

Enzima PDB-ID Sustrato Inhibidor
CYP11A1 3N9Z
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CYP17Al 6CHI

17B-HSD | 6CGC

S5a-reductasa 7C83

CYP21A2 4Y8W

11B-HSD | 5PGY

CYP19A1 3EQM
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Como primera aproximacion se realizé una prueba para conocer si los datos presentaban una
distribucion normalidad, una vez confirmada esta distribucion, se realizd un analisis de
varianza (ANOVA) de un solo factor (p <0.05), asi como la prueba de diferencia menos
significativa de Fisher (LSD-Fisher). Para los derivados espirostanicos (tabla 13) se observo
que en 2 casos solamente 1 descriptor resulto relevante para la EA de dicha proteina (C6 para
CYP11Aly C12 para CYP19A1). Para 173-HSD el origen y C5 tuvo un efecto directo sobre
esta. Esto indica que modificaciones puntuales en estos carbonos de la estructura
espirostanica podria ser utilizadas para generar una interaccion especifica, lo cual resulta
especialmente atil en la bdsqueda de inhibidores. La molécula de origen (diosgenina,
botogenina, hecogenina, etc) no tuvo un efecto para las enzimas CYP11Al y 11p-HSD.
Mientras que modificaciones en el carbono 5 solo tuvieron efecto para la CYP17Al, 17p3-
HSD y 5a-reductasa. Por otro lado, los grupos funcionales del carbono 7 no presentaron
efecto sobre ninguna de las enzimas analizadas, 1o que denota que modificaciones sobre este

carbono no tienen efecto sobre la EA con las enzimas analizadas.

Tabla 13. Efecto de la molécula de origen y grupos funcionales en diferentes carbonos de
la estructura espirostanica, p<0.05 Anova LSD-Fisher.

m o
22 3l5] g sl
% o o o o w® o
= | ol | c N I =
S | 5| 3 2| 5| 2] >
@ [ [ e o O [
5 D

QD

Origen | No | Si Si Si Si | No | Si

C5 No | Si Si Si | No | No | No
C6 Si No No No | No | No | No
C7 No | No | No | No | No | No | No
C12 No | No No | No No | No | Si

Para el caso de los derivados 22-oxocolestanicos (tabla 14) se encontro que la molécula de

origen tuvo efecto sobre todas las enzimas, modificaciones en C6 presentaron efecto sobre

todas las enzimas excepto sobre 178-HSD y CYP11A1l; en C7 no tuvieron un efecto
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significativo para CYP11Al, 5a-reductasa y CYP19A1; en C5 tuvo un efecto sobre la 17p-
HSD, 5a-reductasa y CYP19AL1, por dltimo, C12 tuvo efecto solamente en CYP11Aly C22
con 11B-HSD. Estos resultados pueden ser utilizados para el disefio dirigido de moduladores
de la esteroidogeénesis, descartando aquellas modificaciones puntuales en carbonos donde no

se presente un efecto para la enzima que se desea inhibir.

Tabla 14. Efecto de la molécula de origen y grupos funcionales en diferentes carbonos de
la estructura 22-oxocolestanico, p<0.05 Anova post LSD-Fisher.

m o
3 0O 0 Q 0 0
5 < < 3 < <
> o o o R g
=] [ — c N B
S > > S > p
@ [ [ b ¢} [N

5 )

) I T e R T T R

Origen Si Si Si Si Si Si Si
C5 No No Si Si No No Si
C6 No Si No Si Si Si Si
C7 No Si Si No Si Si No
C12 Si No No No No No No
c22 No No No No No Si No
C26 No No Si Si No No No

Posteriormente se analizé el efecto que tiene la presencia o ausencia de la oxima sobre la EA
de las diferentes enzimas, encontrando que en estructuras espirostanicas la presencia o
ausencia de un grupo hidroxiiminicos no tienen efecto alguno. En estructuras 22-
oxocolestanicas la presencia de un grupo hidroxiiminicos solo tuvo efecto con la enzima
CYP19A1, estos resultados se encuentran analizados a mayor profundidad en las siguientes
secciones, al observar el efecto directo de interaccion compuesto-enzima, mediante
diagramas de interaccién 2D y 3D. Con base en los resultados anteriores se descartaron los
derivados hidroxiiminicos al no tener un efecto significativo sobre la EA para las enzimas
analizadas.

Una vez obtenido estos resultados globales, se procedié a realizar un analisis estadistico del

efecto que tienen los grupos funcionales tabulados en las diferentes posiciones para cada una
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de las enzimas, esto nos va a permitir determinar qué grupo funcional favorece la interaccion

con las diferentes enzimas aumentando la EA o por el contrario disminuyéndola, esto puede

resultar especialmente util para el disefio de moduladores de la esteroidogénesis.

6.2.1 CYP11Al

Para los derivados 22-oxocolestanicos (tabla 15), partiendo como molécula de origen de la

laxogenina presento una mayor EA, asi como aOH o aH en C5, cetona en C6 e

hidroxiiminicos o H en C7, modificaciones en C12 y C22 no tuvieron efecto mientras que

para C26 el presentar una oxima tuvo una mayor EA, mientras que la cetona presento un

menor valor.

Tabla 15. Efecto de la molécula de origen y adicion de grupos funcionales en diferentes
posiciones de la estructura 22-oxocolestanico, p<0.05 Anova LSD-Fisher.

Descriptor

Diferencia
estadistica

(\Y/E=\Y/o] g =VAN

Menor EA

3B,5a-

Hecogenina, 3f3-

Laxogenina, dihidroxiespirost- | .
hidroxiespirost-5-
3B,5a- 6-ona,
Origen Si o . ) en-7-ona,
dihidroxiespirost- = hecogenina, 3f3- ;
S botogenina y
6-ona hidroxiespirost- ; .
diosgenina
5-en-7-ona
C5 Si aOH, aH A®
Co6 Si O A°H
Cc7 Si NOH, H @]
C12 No -
C22 No -
C26 Si NOH, OAc, O OAc, O, CHO O, OH, CHO

Para los derivados espirostanicos solo modificaciones en C7 presentaron un efecto sobre la

EA, donde la cetona aumento su valor y la oxima presentd el menor valor.
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6.2.2 CYP17A1

Para los derivados 22-oxocolestanicos (tabla 16), solo modificaciones en C6 tuvieron un
efecto directo sobre la EA, aumentando al presentar un hidrdégeno y disminuyendo al
presentar un doble enlace o hidroxiimino.

Tabla 16. Efecto de la molécula de origen y adicion de grupos funcionales en diferentes
posiciones de la estructura 22-oxocolestanico, p<0.05 Anova LSD-Fisher.

Descriptor  Diferencia Mayor

estadistica EA

Origen No =
Cs No -
Cé6 Si H, A% O A%, O, NOH
C7 No -
C12 No -

Para los derivados espirostanicos como se observa en la tabla 17, los descriptores (grupos
funcionales) que presentaron un efecto sobre la EA fueron el origen y modificaciones en C12,
donde el partir de la hecogenina y botogenina presenté una mayor afinidad, cabe resaltar que
ambas presentan una cetona en C12, lo cual es congruente con el grupo funcional que

presentd una mayor EA y por lo tanto una mayor afinidad para esta enzima.

Tabla 17. Efecto de la molécula de origen y adicion de grupos funcionales en diferentes
posiciones de la estructura espirostanica, p<0.05 Anova LSD-Fisher.

Descriptor Diferencia
e Mayor EA Menor EA
estadistica
: 3B-
Hecogenina, : L.
_ hidroxiespirost-5-
botogenina,
en-7-ona,
3p- : : :
Origen Si ) o laxogenina, Diosgenina
hidroxiespirost-
3B,5a-
5-en-7-0na,
: dihidroxiespirost-
laxogenina
6-ona.
C5 No -
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Cé No -
C7 No -
C12 Si @) H
C22 No -
C26 No -
6.2.3 17B-HSD

Para derivados 22-oxocolestanos (tabla 18) el partir como molécula de origen, la laxogenina,
asi como presentar en C5 en posicion o un hidrogeno o hidroxilo, asi como una cetona o
doble enlace en C6 aumento la EA. Modificaciones en las posiciones 7, 12, 22 y 26 no
tuvieron un efecto sobre la EA.

Tabla 18. Efecto de la molécula de origen y adicion de grupos funcionales en diferentes
posiciones de la estructura 22-oxocolestanico, p<0.05 Anova LSD-Fisher.

Descriptor  Diferencia

estadistica Mayor EA Menor EA
Origen Si Botogenina,
3B,5a-
dihidroxiespir
Laxogenina SRS Diosgenina
hecogenina,
3B-
hidroxiespiros
t-5-en-7-ona
Cs Si oH, aOH oOH, A>
Cé Si O, A® H
C7 No -
C12 No -
C22 No -
C26 No -
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Para espirostanos el partir de botogenina, asi como tener una cetona en la posicion 12
aumento la EA para esta enzima (tabla 19), por otro lado, el partir de la diosgenina y tener
hidrdgenos en la posicion 12 disminuy6 su afinidad por la enzima.

Tabla 19. Efecto de la molécula de origen y adicion de grupos funcionales en diferentes
posiciones de la estructura espirostanica, p<0.05 Anova LSD-Fisher.

Descriptor  Diferencia

e Mayor EA Menor EA
estadistica

_ ) Diosgenina, hecogenina,
Botogenina, hecogenina, )
) ) L laxogenina, 3f-
laxogenina, 3B-hidroxiespirost- ; L
Origen Si hidroxiespirost-5-en-7-
5-en-7-ona, 3B,5a-
- - ona, 3f,5a-
dihidroxiespirost-6-ona.

dihidroxiespirost-6-ona.

Cs No -
Ceé No -
Cc7 No -
C12 Si (0] H

6.2.4 5Sa-reductasa

En el caso de los 22-oxocolestanos el partir de la laxogenina, asi como un hidrégeno en
posicion a en 5, una cetona en 6 y 27 presento una mayor EA, y un menor valor cuando se
parte de la diosgenina, con un doble enlace en 5 y un hidrégeno en 6, asi como una acetilacion
en 26 (tabla 20).

Tabla 20. Efecto de la molécula de origen y adicion de grupos funcionales en diferentes
posiciones de la estructura 22-oxocolestanico, p<0.05 Anova LSD-Fisher.

- Descriptor  Diferencia
Menor EA

estadistica

Hecogenina,
Origen Si Laxogenina 3B,5a- Botogenina | Diosgenina

dihidroxiespiro
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st-6-ona, 3f3-
hidroxiespirost
-5-en-7-ona

Cs Si aH oOH A
Co6 Si @) A H
Cc7 No -
C12 No -
C22 No -
C26 Si CHO O OH, NOH OAc

Para los espirostanos (tabla 21) el partir de la diosgenina, asi como un hidroxilo en C5
presentd una mayor EA mientras que un hidrégeno en posicion o y partir de la laxogenina
disminuyo este valor. Modificaciones en las posiciones 6, 7 y 12 no tuvieron un efecto

significativo.

Tabla 21. Efecto de la molécula de origen y adicion de grupos funcionales en diferentes
posiciones de la estructura espirostanica, p<0.05 Anova LSD-Fisher.

Descriptor  Diferencia

estadistica Mayor EA Menor EA
3pB-
Diosgenina, 3B,5a- | hidroxiespiros
Origen Si dihidroxiespirost-6- t-5-en-7-ona, Laxogenina
ona. hecogenina,
botogenina.
Cs Si aOH, A aH
Coé6 No -
C7 No -
C12 No -
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6.2.5 CYP21A2

Para 22-oxocolestanos (tabla 22) el partir del derivado 3B-hidroxiespirost-5-en-7-ona, asi
como tener una cetona o doble enlace en las posiciones 6 y una cetona en 7 aumento la EA
con esta enzima. Mientras que el partir de hecogenina, asi como un doble enlace en el carbono
5 e hidrégenos en 6 y 7 disminuyo la EA. Modificaciones en los carbonos 12, 22 y 26 no
tuvieron un efecto significativo sobre la afinidad con la CYP21A2..

Tabla 22. Efecto de la molécula de origen y adicion de grupos funcionales en diferentes
posiciones de la estructura 22-oxocolestanico, p<0.05 Anova LSD-Fisher.

Descriptor  Diferencia

. Mayor EA Menor EA
estadistica
3p- : :
) - Hecogenina, Hecogenina,
hidroxiespirost-5-
. 38,50~ 3B,5a-
Origen Si en-7-ona, - - . -
. dihidroxiespirost- | dihidroxiespirost-
laxogenina,
. 6-ona. 6-ona.
hecogenina
C5 No aOH, aH A®
Co Si O, A>S H
Cc7 Si O, NOH H, NOH
C12 No -
C22 No -
C26 No -

Para espirostanos como se observa en la tabla 23 el partir de hecogenina, asi como tener un
hidrogeno en posicion a 5 presento una mayor EA. Modificaciones en los carbonos 6, 7y 12

no tuvo un efecto significativo.
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Tabla 23. Efecto de la molécula de origen y adicion de grupos funcionales en diferentes
posiciones de la estructura espirostanica, p<0.05 Anova LSD-Fisher.

Descriptor  Diferencia Mayor

] Menor EA
estadistica EA

3B,5a-dihidroxiespirost-

. - 6-ona, 3p-
hidroxiespirost-5-en-7-ona, ) -
Origen Si ; ; hidroxiespirost-5-en-7-
laxogenina, botogenina,

Hecogenina, 3p-

ona, laxogenina,

diosgenina
Botogenina, Diosgenina
C5 Si aH, A° A®, aOH
Co6 No -
C7 No -
C12 No -
6.2.6 11B-HSD

Para 22-oxocolestanos (tabla 24) el partir del derivado 3p-hidroxiespirost-5-en-7-ona, asi
como presentar una cetona o doble enlace en la posicion 6, asi como NOH en 7 0 NOH en

22 tuvo una mayor EA. Modificaciones en los carbonos 5, 12 y 26 no tuvieron efecto
significativo.

Tabla 24. Efecto de la molécula de origen y adicion de grupos funcionales en diferentes
posiciones de la estructura 22-oxocolestanico, p<0.05 Anova LSD-Fisher.

Descriptor Diferencia
. Mayor EA Menor EA
estadistica
3p-
: L 3B,5a- .
hidroxiespirost- Laxogenina
dihidroxiespirost- . )
5-en-7-ona, , Diosgenina
Origen 6-ona, )
3B,5a- ) hecogenina,
- L laxogenina, .
dihidroxiespirost- ; botogenina
) hecogenina
6-ona, laxogenina
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Cs -

Ceé O, A® H
C7 NOH O,H
C12 -

C22 NOH, OAc O, OAc
C26 -

De las modificaciones tabuladas para derivados espirostanicos ningun descriptor tuvo un
efecto significativo sobre la EA.

6.2.7 CYP19A1

Para derivados 22-oxocolestanicos el partir como molécula base de la laxogenina presento
una mayor EA, y un menor valor para la 3,5a-dihidroxiespirost-6-ona, sin embargo, solo
modificaciones en el carbono 5 tuvieron un efecto significativo, donde el tener un hidrégeno
en posicion a presentd la mayor afinidad (tabla 25). Modificaciones en las posiciones 6, 7 'y

12 no tuvieron un efecto significativo.

Tabla 25. Efecto de la molécula de origen y adicion de grupos funcionales en diferentes
posiciones de la estructura 22-oxocolestanico, p<0.05 Anova LSD-Fisher.

Descriptor  Diferencia Mayor

L. Menor EA
estadistica EA

) ) 3B,5a-dihidroxiespirost-
Laxogenina, botogenina, _
; 6-ona, botogenina,
) hecogenina, 3p- )
Origen Si ) - hecogenina, 3p-

hidroxiespirost-5-en-7-ona,
hidroxiespirost-5-en-7-

diosgenina
ona, diosgenina
Cs Si aH, A® aOH, A®
Co No -
C7 No -
C12 No -
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Para derivados espirostanicos (tabla 26) partir de hecogenina, 3,5a.-dihidroxiespirost-6-ona
o0 laxogenina, asi como tener un hidrégeno en posicién o en el carbono 5, hidroxiimino en 7
y 26 tuvo una mayor EA. Mientras que el partir de la botogenina como molécula de origen,
asi como tener un doble enlace en el carbono 5, hidroxilo, hidrogeno o cetona en 7 y
cetona/hidroxilo en 27 disminuyen la EA con esta enzima. Modificaciones en las posiciones
6, 12 y 22 no tuvieron efecto directo sobre la EA.

Tabla 26. Efecto de la molécula de origen y adicion de grupos funcionales en diferentes
posiciones de la estructura espirostanica, p<0.05 Anova LSD-Fisher.

Descriptor Diferencia
. Mayor EA Menor EA
estadistica
Hecogenina, 3p,5a.- .
- L Botogenina,
dihidroxiespirost-6-ona, . .
_ diosgenina, 3p-
Origen Si laxogenina, 3p3- . L
- hidroxiespirost-5-en-
hidroxiespirost-5-en-7-ona,
) _ 7-ona
diosgenina
Cs Si aH, aOH aOH, A®
Co6 No -
Cc7 Si NOH, H O,H
C12 No -
C22 No -
C26 Si NOH, O, OAc OAc, OH CHO, OH
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El andlisis estadistico nos permitié subdividir el total de moléculas en grupos de importancia
para el estudio, y disefio selectivo, el primero es el esteroide materia prima para el subgrupo
y si es 22-oxocolestano o espirostanos, asi como determinar si existen falsos positivos dado
que una buena energia de acoplamiento no es completamente discriminante, dado que puede

estar acoplado en un sitio secundario.

6.3.1 Derivados de diosgenina

=
Z
Z o
e

a)

44b R,: NH,CH,COO

49a R1: CHon

R 44¢ R:FINCH,COO AcO
1 ) 43 N Acg 2C 49b R,: CH,0Ac
1.

49¢ R,: CHO
44e R;: Phe

49d R,: CHNOH
44fR,: Trp 1: CHNO
44g R: Try

Figura 30. Derivados; a) espirostanicos; b) 22-oxocolestanicos.

Para la seleccion de compuestos como posibles inhibidores se tomaron como referencia
inhibidores y ligandos naturales, donde aquellos compuestos que presentaron una menor EA
que los ligandos naturales fueron considerados como compuestos candidatos a inhibidores.
Posteriormente, se determind si dicha inhibicidn era verdadera o falsa (dentro o fuera del sitio
activo), para esto se realiz6 un analisis tridimensional mediante el software DiscoveryStudio
2021 determinando la posicion e interaccion del compuesto con la enzima. Como se observa
en la figura 31, en el caso de la CYP11Al se observa que el inhibidor de referencia
(finasterida) asi como el sustrato (colesterol) y una de las moléculas con posible actividad
inhibitoria (44a), se encuentran en el sitio activo y tienen interaccion con el grupo hemo de
esta enzima, cabe resaltar que los inhibidores fueron elegidos al ser inhibidores competitivos

y mediante una investigacion bibliogréfica para cada una de las enzimas.
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Figura 31. Interacciones mostradas (morado: alkyl/r-alkyl) entre CYP11A1 con los compuestos; a)
finasterida; b) colesterol; c) 44a; mediante DiscoveryStudio 2021.

De los derivados de diosgenina (tabla 27) se encontraron que todos los derivados
espirostanicos analizados presentaron una inhibicion especifica hacia la CYP11A1, mientras
que los derivados 22-oxocolestanicos no presentaron inhibicion con ninguna de las enzimas
analizadas.

Tabla 27. Compuestos con inhibicion verdadera (dentro del sitio activo, color rojo) o falsa
(fuera del sitio activo, verde) con las enzimas analizadas.

Moléculas | CYP17Al [ CYP21A2 | CYP19A1 |CYP11Al| 5a-reductasa |11B-HSD |17B-HSD
F

44a
44b
44c
44d
44e
44f
449
49a
49b
49c
49d

<
M
m
<
m

n| m| mf nf M| m| nf N M| 7™
n| | mf nf m| m| nf N M| ™
n| m| mf nf M| M| nf N M| T
<| <| <[ <| <] <| <[ <] <] <
n| m| mf nf m| m| nf N M| 7
n| | mf |l M| W] nf N M| ™
m| m| m| n|f m| m| nf " M| W[ ™
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Al analizar las interacciones (figura 32) se observa que el afiadir en el carbono 3 una glicina
(44b) asi como un ftalamidato de glicina (44c) genera un cambio en la posicion de la
molécula en el sitio catalitico, de forma que al presentar una glicina (44b) el grupo hemo
tiene interacciones de alquilo con los anillos B, C, D, mientras que en el ftalamidato de glicina
(44c) tiene interaccion con los anillos D y F. A su vez pueden observarse interacciones de
diferentes tipos, como lo son de van der Waals, puentes de hidrégeno, alkyl y pi-alkyl, asi
como pi-sigma, donde la intensidad del color refleja el orden de interacciones de mayor o
menor fuerza, por ejemplo los puentes de hidrégeno convencionales tienen mayor fuerza que

las de van der Waals, por lo que van a tener una mayor contribucion a la interaccion molécula-

VAL ASN
: ; TYR
@ & LEU ;{YllEsTe ARG 439
MET ARG A:49 : A:76 PHE
A:196 A:76 LEU e &23 GLN
A:204p.453 * GLY TRP GLN LEU 372
LEU R A:282 A:82 2 A:204 :
AS36 20 b VAL GLN ; ] ALA A351
: TRP A: 3484 i A:281
A A:348A:351 s K o
0= 7 A:226
J oo / \
4 / " N — HID
\/ — — W—rv ) N, ke N/ \ A:34
A GLH 4 e /N [ °
HID —\ N~ St \—"d =il /X NS
A86 — 7 /N /S /\ / SN W2z / 2 7 THR
5 ! AT';;‘S A:372 LEU A349 VAL
GLH ILE : A:96 A30
A278 A79 e 5 PHE
ALA A77 ILE HEM ILE A453 AL
A:281 PHE G ILE SER LEU 3 A456 A0 A:79 LEU A'348
A:197 A:282 A:456  A347  A455 A:455
SER
JTHR = PHE THR  A:347
A A197  A:286
Interactions Interactions
) I van der Waals 7 Alkyl
van der Waals Alkyl = Conventional Hydrogen Bond =1 Pi-Alkyl
B Conventional Hydrogen Bond Pi-Alkyl W Pi-Sigma

Figura 32. Diagrama 2D de interacciones entre la CYP11ALl y; a) 44c; b) 44b; obtenida mediante
DiscoveryStudio 2021.

Como se observa en la figura 33, al tener en el carbono 3 un acetato (44d) o fenilalanina
(44e), ambos tienen una orientacion espacial similar, lo cual se observa en la interaccion con
el grupo hemo en los anillos C, D y F, asi como con la fenilalanina-77 y valina-52 por parte
de grupos funcionales en el carbono 3 de ambas moléculas, sin embargo, existen diferencias
de interaccion en posiciones donde no se realizaron modificaciones como es el caso de
interacciones entre el carbono 27 con la leucina-96 y triptéfano-82 en 44d y alanina-281,
triptéfano-226 ademas de leucina-96 en 44c, esto se debe a que modificaciones en carbonos

alejados puede generar cambios de posicion que pueden afectar este tipo de interacciones, a
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pesar de que ambas moléculas se encuentran en el mismo sitio activo. Por parte de los grupos
en el carbono 3, el anillo aromatico de la fenilalanina (44e) presenta interacciones de alquilo
o w-alquilo con la valina-52 y fenilalanina-77 de la enzima, mientras que el grupo acetato
(44c) solo presenta interacciones de van der Waals con estos mismos aminoécidos, este tipo
de interacciones van a aumentar la afinidad del compuesto con la enzima, donde si se busca
una posible actividad inhibitoria, se busca incrementar las interacciones que aumenten la
afinidad como son las interacciones de van der Waals, de puentes de hidrogeno, pi-sigmay
pi-pi en forma T que se presenta para el 44e, donde estas Ultimas 2, son las de mayor fuerza,

lo cual se refleja por la intensidad de su color en el diagrama 2D.

a) b)

PHE MET ARG A:S6
oo A7 &L A6 ) ASN

y TRP
A281 A2 A:351 A:204 GLN

A:226 <
p
LEU
A:204 6L
A:281 LEU APE A278

A:96 SER :453 LEU VAL
TRP HEM A:347 A6 &

A:82 A0 ILE LE

THR 7o) 458 VAL
A:278 GLY A:286 ILE A:348
A:282 A:346 THR
:349
ILE
A:456 PHE
:197
Interactions Interactions
= = pipi T
1 van der Waals 1 Alkyl - ;.a?) der V\ﬁiz\s o = :ulkpulT shaped
P . I-Donor Rydrogen bon i
= proigma = Ak ' Pi-Sigma 7 Pi-Alkyl

Figura 33. Diagrama 2D de interacciones entre la CYP11A1l y; a) 44d; b) 44e; obtenida mediante
DiscoveryStudio 2021.
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6.3.2 Derivados de laxogenina

S o

b)

50a R;: O; R,: CH,OH

50b R;: NOH; R,: CH,OH
50c R;: O; R,: CH,0Ac
50d R;: NOH; R,: CH,OAc

47aR: OH; R,: O
47b R;: NH,CH,COO; R,: O
Ry 47¢ R;: Ft(NCH,COO); R,: O
47d R;: OAc; R,: O 50e Ry: O; Ry: CHO
47e R;: Phe; R,: O 50f R;: NOH; R,: CHO
47fR|: Trp; R,: O 50g R;: O; R,: CHNOH
47g R,: Try; Ry: O 50h R;: NOH; R,: CHNOH
47h R;: NH,CH,COO; R,: NOH
47i R:Ft(NCH,COO); R,: NOH
47j R;: OAc; R,: NOH
47k R;: OH; R,: NOH
471R;: Phe; R,: NOH
47m R: Trp; R,: NOH
47n R,: Try; R,: NOH

R{

T

AcO

Figura 34. Derivados; a) espirostanicos; b) 22-oxocolestanicos.

En el caso de la 5a-reductasa (figura 35) se observa que el inhibidor de referencia
(finasterida) asi como el sustrato (colesterol) y una de las moléculas con posible actividad

inhibitoria (50a), se encuentran en el sitio activo y tienen interaccién con el cofactor NADP.

......

‘ \ iy
Figura 35. Interacciones mostradas (verde: puentes de hidrégeno; morado: alkyl/z-alkyl) entre 5o-
reductasa con los compuestos; a) finasterida; b) colesterol; c) 50a; mediante DiscoveryStudio 2021.
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Para la 17p-HSD (figura 36) el inhibidor de referencia (PBRM) asi como el sustrato
(Androstenediona) y una de las moléculas con posible actividad inhibitoria (47i), se

encuentran en el sitio activo, ademas de tener interaccion con el cofactor NADP.

Figura 36. Interacciones mostradas (verde: puetes de hidrégeno; morado: alkyl/z-alkyl) entre 178-
HSD con los compuestos; a) PBRM; b) Androstenediona; c) 47i; mediante DiscoveryStudio 2021.

De los derivados 22-oxocolestanicos solo el 50d no tuvo un efecto potencial inhibitorio con
la Sa-reductasa, donde los deméas compuestos tuvieron una posible actividad inhibitoria
especifica para esta enzima, por parte de los derivados espirostanicos todos presentaron un
posible efecto inhibitorio hacia la CYP11A1, donde los compuestos 47e (fenilalaninaen 3y
cetona en 6), 47f (triptéfano en 3 y cetona en 6), 47i (ftalamidato de glicina en 3 y oxima en
6); 471 (fenilalanina en 3 y NOH en 6); 47m (tript6fano en 3 y NOH en 6); 47n (Tirosina en
3y NOH en 6), presentaron a su vez una inhibicion conjunta hacia la 173-HSD, mientras que
47a, 47K y 47n tuvieron una posible inhibicion conjunta para la 5a-reductasa.

Como se observa en la tabla 28, el presentar un triptéfano (47m, 47f) o fenilalanina (47e,
471) en el carbono 3 aumento la afinidad por la enzima 173—-HSD para los derivados
cetonicos e hidroxiiminicos, por otro lado, de los 2 derivados con fenilalanina en el carbono

3 (47e, 471) solamente el derivado hidroxiiminico tuvo una posible inhibicién para 173-HSD.
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Tabla 28. Compuestos con inhibicion verdadera (dentro del sitio activo, color rojo) o falsa
(fuera del sitio activo, verde) con las enzimas analizadas.

Moléculas | CYP17A1| CYP21A2 [ CYP19A1 |CYP11Al| 5a-reductasa | 11B-HSD | 17B-HSD
47a
47b
47c
47d
47e
47f
479
47h
47i
47j
47k
471
47m
47n
50a
50b
50c
50d
50e
50f
509
50h

Para la 5a-reductasa, la presencia de un hidroxiimino (50c) o cetona (50d) en el carbono 6
generé una pérdida de su potencial actividad inhibitoria, en ambos casos se tiene una
interaccion con la NADP en la cadena lateral, diferenciandose en el tipo de interaccion, se
tiene en el carbono 26 una interaccion alquilo para 50d y de van der Waals para 50c, cabe
resaltar que en ambos casos en la posicién 26 se tiene un grupo acetato, esto se debe a
cambios de interaccidn al tener un grupo aceptor de hidrogenos en el caso de la cetona (50d)
lo que permite generar puentes de hidrogeno con aminoacidos como la prolina-31, por otro
lado el contar con un grupo donador de hidrégenos como es el hidroxiimino, en lugar de este

puente solo se generan interacciones de van der Waals, perdiendo su potencial actividad
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inhibitoria y reafirmando la importancia de estas modificaciones puntuales para su actividad

. s - .
bioldgica (figura 37).
a) ARG b)
HID A:90
A:86
GLU ASN
A:196 A:117 NDP
/ PHE  A:0 GLN GLY
_ A:116 A:36 A:33
TRP o { GLY
- A:101 ARG
A:200 o\ ASN g o G A:37
PHE TyR A:ZZZEVLU E = g \ ) PRO
Ai215 p:87 234 A177 A0z /o A:38 K5
PHE TYR )
LEU - A:32
LEU SER A:112A:218 0N ALA ARG
A:25A:21 PHE A:113 A:170 X \ TRP
ALA A:17 O [ Y- Ao o A:40
A:30 BN THR g ok J
] —Q A:175 - 5 18
\ ¢ o oo
, «* T 1L 6
. . A% od
- ARG i
T it 1 GLN A:237 o
R o A:53 S |
o C A%y Al a0
ALA
PRO A:110
A:31
A2
: TRP
A:40 Interactions
van der Waals Alkyl
Interactions = Cenventional Hydrogen Bond =1 Pi-Alkyl

[ van der Waals
I Conventional Hydrogen Bond

1 Carbon Hydrogen Bond
1 Alkyl

Figura 37. Diagrama 2D de interacciones entre la 5o-reductasa y; a) 50c; b) 50d; obtenida mediante
DiscoveryStudio 2021.

Por parte de las moléculas 50e y 509 (figura 38), ambas moléculas tienen una cetona en la
posicion 6, con la diferencia de una cetona (50e) o hidroxiimino (50g) en la posicion 27, uno
de los aspectos mas importantes a resaltar en este caso es un cambio en la interaccion con el
cofactor NADP, la presencia de la cetona permite generar un puente de hidrégeno con el
cofactor, mientras que el hidroxiimino genera una interaccién de repulsién con la NADP
disminuyendo la EA, asi como la perdida de interaccion w-sigma con el grupo acetato, lo que

genera un cambio en la posicion de la molécula respecto a la proteina.
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7 Carbon Hydrogen Bond [ Carbon Hydrogen Bond

Figura 38. Diagrama 2D de interacciones entre la 5a-reductasa y; a) 50e; b) 50g; obtenida mediante
DiscoveryStudio 2021.

Como se observa en la figura 39, la laxogenina (47a) que no tuvo un posible efecto inhibitorio
con la 17B-HSD presento solamente interacciones del tipo alquilo y de van der Waals,
mientras que el derivado con fenilalanina en la posicion 3 y cetona en 6 (47¢) present6 una
posible actividad inhibitoria, este aumento de la EA puede atribuirse a la presencia de puentes
de hidrégeno con la cetona en el carbono 6 con la serina-141 y tirosina-155, esto a pesar de
que la fenilalanina solo presenta interacciones de van der Waals, por lo que se puede atribuir
este cambio en actividad bioldgica a la orientacion de la molécula respecto a la proteina'y no
a la posicidon dentro del sitio activo, ya que el NADP presenta interacciones en ambos casos

proximos al anillo A de la molécula.
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Figura 39. Diagrama 2D de interacciones entre la 173-HSD y; a) 47a; b) 47e; obtenida mediante
DiscoveryStudio 2021.

En el caso de los compuestos 47i y 47f (figura 40), ambos presentaron actividad bioldgica
con la enzima 17B-HSD, diferenciandose en el tipo de interaccién, con la cetona en posicién
6 en el caso de 47f presenta puentes de hidrégeno con serina-142 y tirosina-155, y solo
interacciones de van der Waals al tener un hidroxiimino (47i) en el mismo carbono, a pesar
de poseer de igual forma un oxigeno al tener una diferente hibridacion (sp® para el
hidroxiimino y sp? para la cetona) asi como la proximidad de un nitrégeno con hibridacion
sp? lo cual imposibilita la posibilidad de este oxigeno de generar puentes de hidrégeno.

Por parte de las modificaciones en la posicion 3, el ftalamidato de glicina (47i) presenta
puentes de hidrdgeno con el cofactor NADP mientras que el triptofano (47f) presento una
interaccion r-anion entre los electrones = del indol, y uno de los oxigenos del NADP (figura
40), en ambos se conserva la interaccion de van der Waals de la cetona del éster con la
glicina-94, lo que nos permite observar la similitud de posicion de ambas moléculas respecto

a la enzima.
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Figura 40. Diagrama 2D de interacciones y; a) 47f; b) 47i; c) interaccion 3D 47f-173-HSD obtenida
mediante DiscoveryStudio 2021.
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6.3.3 Derivados de 3B,5a-dihidroxiespirost-6-ona.

a é’é O
) = o b) 53aR,: O; R,: CH,0H

53b R;: NOH; R,: CH,0H
53¢ R;: O; Ry: CH,OAc
53d R;: NOH; R,: CH,0Ac
53e R;: O; R,: CHO
53fR;: NOH; R,: CHO
53g R;: O; R,: CHNOH
53h R;: NOH; R,: CHNOH

51aR;: OH; R,: O

51b R;: NH,CH,COO; R,: O
51c¢ R;: F(NCH,COO); R,: O
H 51d R;: OAc; Ry: O AcO
OHg, 51e R;: Phe; R,: O

51fR;: Trp; R,: O

51gR;: Try; R,: O

51h R,: NH,CH,COO; R,: NOH

51i Ry:Ft(NCH,COO); R,: NOH

51j Ry: OAc; R,: NOH

51k R;: OH; R,: NOH

511 R;: Phe; R,: NOH

51m Ry: Trp; R,: NOH

51n R;: Try; Ry: NOH

R{

Figura 41. Derivados; a) espirostanicos; b) 22-oxocolestanicos.

En este caso los derivados espirostanicos como se observa en la tabla 29; 51b (glicinaen 3y
cetona en 6); 51e (fenilalanina en 3 y cetona en 6), 51f (triptéfano en 3 y cetona en 6); 51¢g
(tirosina en 3y cetona en 6); 51h (glicina en 3 y NOH en 6); 51j (acetato en 3 y NOH en 6);
51k (OH en 3y NOH en 6) y 51n (tirosina en 3 y NOH en 6) tuvieron inhibicion selectiva
hacia la CYP11ALl. 51i (ftalamidato de glicina en 3 y NOH en 6) tuvo selectividad hacia la
17B-HSD. 511 (fenilalanina en 3 y NOH en 6) y 51m (triptéfano en 3 y NOH en 6) tuvieron
inhibicion en conjunto para la 17p-HSD, mientras que el 51a (OH en 3y cetona en 6) inhibe
de manera conjunta a la CYP11A1 y la 5a-reductasa. Como se observa en la tabla 29, el
presentar un ftalamidato de glicina en 3 y una cetona en 6 (51b), asi como un acetato en 3 y
cetona en 6 (51d) disminuye la afinidad por la CYP11A1l. Mientras que el tener el mismo
ftalamidato de glicina en 3y NOH en 6 (51i) genera una selectividad hacia la 173-HSD. Por
parte de los derivados 22-oxocolestanicos 53c (cetona en 6 y OH en 26), 53d (NOH en 6y
OH en 26) y 53f (NOH en 3y cetona en 26) fueron los Unicos que no presentaron una posible
actividad inhibitoria especifica hacia la 5a.-reductasa.

Tabla 29. Energias de acoplamiento de las moléculas (kcal/mol) con sus respectivos

cristales.
Moléculas|CYP17A1| CYP21A2 [CYP19A1|CYP11Al| 5a-reductasa [11B-HSD|17B-HSD
5la
51b
51c
51d
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51e
51f
51g
51h
51i
51j
51k
511
51m
51n
53a
53b
53c
53d
53e
53f
539
53h

Como se observa en la figura 42, los compuestos 51c y 51i, con ftalamidato de glicina en el
carbono 3 y cetona (51c¢) o hidroxiimino (51i) en la posicion 6, no tuvieron un efecto
inhibitorio para la CYP11A1l, sin embargo, el derivado hidroxiiminico (51i) presento una
posible actividad inhibitoria especifica para la 173-HSD, al analizar las interacciones de estas
moléculas con la CYP11Al, se observan interacciones no favorables por parte del hidroxilo
en el carbono 5 de ambas moléculas con el residuo de glutamina-351 (figura 42), sin
embargo, la molécula 51m con la misma interaccion de repulsion con la glutamina-351
presenta una presunta inhibicion con CYP11A1, esto podria explicarse por la capacidad de
los electrones =t del indol del triptéfano para deslocalizarse y generar interacciones nt-sigma
con la leucina-96 y una interaccion n—mn con el grupo hemo, una capacidad que no tiene el
ftalamidato por la presencia de carbonilos que se encuentran retirando densidad electrdnica.
Se observa algo similar para la molécula 51n ya que el fenilo de la tirosina presenta a su vez

una interaccion n—m, en este caso con la fenilalanina-77.
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Figura 42. Diagramas 2D de interacciones entre la CYP11Aly; a) 51c; b) 51i; ¢) 51m; d) 51n
obtenidos mediante DiscoveryStudio 2021.

Para las moléculas 51d y 51j (figura 43) donde la Unica diferencia es la presencia de una
cetona (51d) o un hidroxiimino o en 6 (51j) se observa que la molécula con el hidroxiimino
presenta una posible inhibicién de la CYP11A1, a pesar de tener una interaccion de repulsién
con la glutamina-351, y no contar con interacciones t—n 0 puentes de hidrégeno, como en
el caso anterior que estabilicen la unién molécula-enzima, por lo que las interacciones de van
der Waals asi como las de alquilo fueron suficientes para generar una posible actividad
inhibitoria con esta enzima, por otro lado el tener una cetona en el carbono 6 (51d) genera la

perdida de esta actividad, a pesar del puente de hidrogeno entre el hidroxilo en 5y la serina-
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147 asi como no contar con interacciones de repulsion. Las interacciones de repulsion van a

disminuir la afinidad compuesto-enzima, mientras que las otras interacciones van a tener un

incrementar esta afinidad.
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Figura 43. Diagramas 2D de interacciones entre la CYP11Aly; a) 51d; b) 51j; obtenidos mediante
DiscoveryStudio 2021.

Para la 5a-reductasa (figura 44) los compuestos 53¢ y 53d no tuvieron posible actividad

inhibitoria con esta enzima a pesar de generar diversos puentes de hidrégeno e interacciones

de van der Waals, esto debido a que no se encuentran dentro del sitio activo, lo cual puede
observarse al no haber interaccion con el cofactor NADP.
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Figura 44. Diagramas 2D de interacciones entre la 5a.-reductasa y; a) 53c; b) 53d; obtenidos
mediante DiscoveryStudio 2021.

De igual forma al comparar los compuestos 53e y 53f (figura 45) que se diferencian entre si
al tener en la posicién 6 una cetona (53e) o un grupo hidroxiimino (53f), se encontré que el
compuesto 53e tiene un posible efecto inhibitorio especifico hacia la 5a-reductasa, por otro
lado, su contraparte hidroxiiminica (53f) no tiene actividad contra ninguna de las enzimas, a
pesar de encontrarse en una similar orientacion espacial, lo cual se observa al presentar la
misma interaccion del cofactor NADP con la cetona en el carbono 27, por lo que este cambio
en su posible actividad bioldgica podria explicarse por la interaccidn de repulsion que tiene
el hidroxiimino de 53f con la treonina-24.
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Figura 45. Diagramas 2D de interacciones 5o-reductasa y; a) 53e; b) 53f; obtenidos mediante
DiscoveryStudio 2021.

Para 17B-HSD (figura 46) se encontrd que el derivado hidroxiiminico con ftalamidato de
glicina en la posicion 3 (51i) presento una inhibicién especifica a esta enzima, mientras que
su contraparte hidroxiiminica (51c) no presento actividad contra las enzimas analizadas.
Analizando especificamente los cambios de interaccion con esta enzima, se observa que la
cetona en 6 (51i) presenta 2 puentes de hidrogeno (con serina-142 y tirosina-155) mientras
que el hidroxiimino (51c) presenta no solo 3 puentes de hidrogeno (con glicina-186, cisteina-
185 y serina-142), sino 1 interaccion w-anion y 1 puente de hidrogeno entre el NADP vy el

ftalamidato, lo cual explica esta diferencia en actividad entre los 2 derivados.
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Figura 46. Diagramas 2D de interacciones entre la 173-HSD y; a) 51c; b) 51i; obtenidos mediante
DiscoveryStudio 2021.

Entre los 2 derivados espirostanicos (figura 47) con fenilalanina en la posicién 3, ambos
tuvieron una posible inhibicion de la CYP11A1, sin embargo se encontré que al contar con
un hidroxiimino en el carbono 6 (511) presenta una actividad inhibitoria dual para la 17(-
HSD, al contrario que su contraparte hidroxiiminica (51e), esto puede explicarse por una
interaccion de repulsion entre el hidroxilo en la posicion 5a y la valina-188, mientras que el
511 presenta una interaccion n-azufre con la cisteina-185, asi como un puente de hidrégeno
entre el hidroxilo en 5o y la misma valina-, lo cual resalta la importancia de estas

modificaciones puntuales para la interaccion molécula-proteina.
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6.3.4 Derivados del 3B-hidroxiespirost-5-en-7-ona.

a)

R{

b)

52aR;: OH; R,: O

52b R: NH,CH,COO; R,: O
52¢ R;: F{(NCH,COO); R,: O
52d R;: OAc; R,: O

52e Ry: Phe; R,: O

52fR;: Trp; Ry: O

52g R;: Try; R,: O

52h R: NH,CH,COO; R,: NOH
52i Ry:Ft(NCH,COO); R,: NOH
52j R;: OAc; R,: NOH

52k R;: OH; R,: NOH

521 R;: Phe; R,: NOH

52m R,: Trp; R,: NOH

52n R;: Try; R,: NOH

54a R: O; R,: CH,OH

54b R: NOH; R,: CH,OH
54¢ R;: O; R,: CH,0Ac
54d R;: NOH; R,: CH,0Ac
54e Ry: O; R,: CHO

54f R: NOH; R,: CHO
54g R: O; R,: CHNOH
54h R;: NOH; R,: CHNOH

AcO' R,

Figura 48. Derivados; a) espirostanicos; b) 22-oxocolestanicos.

Todos los derivados espirostanicos presentaron una posible actividad inhibitoria con la
CYP11ALl (tabla 30), donde la molécula 52¢ (ftalamidato de glicina en 3 y cetona en 6), 52d
(acetato en 3 y cetona en 6); 52f (triptofano en 3 y cetona en 6) y 521 (fenilalanina en 3 y
NOH en 6) inhibieron también la 17p3-HSD, mientras la 52k (OH en 3 y NOH en 6) inhibio
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la CYP17A1y 52a la 5a-reductasa, por otro lado, la 52h inhibi6 estas 2 enzimas, asi como
la 17B8-HSD y la 5a-reductasa.

Cuando se tiene un ftalamidato de glicina (52c, 52i), triptéfano (52f, 52m), o acetato en 3
(52d, 52j), la presencia de una cetona u oxima genera una presunta inhibicién selectiva hacia
la CYP11Al cuando se tiene una cetona en 7, mientras que el derivado hidroxiiminico
present6 también una inhibicion conjunta hacia 173-HSD. Por otro lado, en el caso de la
glicina, y fenilalanina en 3, sus derivados hidroxiiminicos (52h, 52I) tuvieron una inhibicion
conjunta hacia la CYP11A1/17B3-HSD, donde la 52h tuvo a su vez un posible efecto
inhibitorio hacia la 5a-reductasa, mientras los derivados cetonicos (52b, 52e) presentaron
una inhibicion selectiva hacia las mismas enzimas. Los derivados con OH en 3 tuvieron un
efecto inhibitorio especifico hacia la CYP11A1 en el caso del derivado ceténico (52a) y una
inhibicién dual hacia la CYP17A1 por parte del derivado hidroxiiminico (52k).

Tabla 30. Energias de acoplamiento de las moléculas (kcal/mol) con sus respectivos
cristales.

Moléculas [CYP17A1| CYP21A2 |CYP19A1|CYP11Al| 5a-reductasa |11B-HSD |17B-HSD
52a
52b
52¢
52d
52e
52f
52¢g
52h
52i
52j
52k
52l
52m
52n
54a
54b
54c
54d
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54e
54f
54¢g
54h
Los compuestos 52a y 52k (OH en posicion 3) presentaron una actividad inhibitoria dual

hacia la CYP11Aly CYP17ALl (figura 49) en el caso del derivado hidroxiiminico (52k), y

para el derivado cetonico 5a-reductasa/CYP11A1, esta diferencia de actividad para la
CYP17AL1 puede explicarse por el puente de hidrégeno que se genera entre el hidroxilo en el
carbono 3y la tirosina-201 debido a la orientacion espacial del derivado hidroxiiminico 52k
en comparacion al cetonico debido a la presencia de un grupo mas voluminoso en el carbono
1.
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Figura 49. Diagramas 2D de interacciones entre la CYP17ALly; a) 52k; b) 52a; obtenidos mediante
DiscoveryStudio 2021.

Para estos mismos compuestos en el caso de la 5a-reductasa se tiene una actividad inhibitoria
por parte del derivado cetonico 52a y una inactividad por parte del derivado hidroxiiminico
52k (figura 50). Esto puede explicarse por la mayor cantidad de interacciones de van der

Waals y alquilo por parte del derivado cetonico 52a.
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Figura 50. Diagramas 2D de interacciones entre la 5a-reductasa y; a) 52k; b) 52a; obtenidos

mediante Discove

ryStudio 2021.

Los derivados 22-oxocolestanicos (figura 51) con un hidroxilo en la posicion 26, presentaron
posible actividad inhibitoria por parte del derivado hidroxiiminico 54b e inactividad por parte
del derivado cetdnico 54a. Esto se explica por presentar una mayor cantidad de interacciones
de van der Waals, alquilo, asi como una interaccién w-alquilo, a pesar de que la contraparte
cetonica (54a) presenta una mayor cantidad de puentes de hidrégeno en comparacién al
derivado hidroxiiminico, estas no tuvieron un efecto sobre la afinidad suficiente como para

Ilegar a un posible efecto inhibitorio.
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Figura 51. Diagramas 2D de interacciones entre la 5a.-reductasa y; a) 54a; b) 54b; obtenidos
mediante DiscoveryStudio 2021.

Los derivados espirostanicos 52¢ y 52d presentaron una actividad inhibitoria hacia la 17-
HSD (figura 52) y CYP11A1, a pesar de contar con ya sea un grupo voluminoso (52c con
ftalamidato de glicina) o un grupo relativamente pequefio (52d con un grupo acetato), donde
su contraparte hidroxiiminica (52i y 52j) no tiene esta actividad bioldgica, lo cual puede
explicarse por la falta de estabilizacion del puente de hidrogeno que puede generar la cetona

en 7 con la serina-147.
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Figura 52. Diagramas 2D de interacciones entre la 178-HSD y; a) 52c; b) 52d; obtenidos mediante
DiscoveryStudio 2021.

Por otra parte al tener una glicina en el carbono 3, el derivado hidroxiiminico (52h) presenta
la actividad inhibitoria hacia la 17p3-HSD, mientras que su contraparte cetonica (52b) no tiene
esta actividad, a pesar de tener una estabilizacion por puente de hidrégeno con la tirosina-
211 (figura 53), esto puede explicarse por la orientacidn espacial del derivado hidroxiiminico
(52h), ya que esta permite la generacion de un puente de hidrégeno con el cofactor NADP
asi como una interaccion polar hacia la cetona del éster del grupo acetato, asi como una mayor
cantidad de interacciones de van der Waals, lo cual confiere una mayor EA a pesar de

presentar una interaccion de repulsion hacia la asparagina-90.
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Figura 53. Diagramas 2D de interacciones entre la 173-HSD y; a) 52b; b) 52h; obtenidos mediante
DiscoveryStudio 2021.

6.3.5 Derivados de botogenina

a) o

48a R: OH
48b R;: NH,CH,COO
48¢ R :Ft(NCH,COO)
48d R;: OAc

48e R;: Phe

48f R: Trp

48g R;: Try

R4

Figura 54.

b)

55a R;: CH,OH
55b R;: CH,0Ac
55¢ R;: CHO
55d R;: CHNOH

AcO

Derivados; a) espirostanicos; b) 22-oxocolestanicos.

Los derivados 48b (glicina en 3), 48e (fenilalanina en 3) y 48f (triptéfano en 3) inhibieron
simultaneamente la CYP11Aly 17B-HSD (tabla 31), 48a (OH en 3) inhibid selectivamente

la CYP11A1, asi como el compuesto 48c (ftalamidato de glicina en 3) inhibio de forma

selectiva la enzimal7p3-HSD.
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Tabla 31. Energias de acoplamiento de las moléculas (kcal/mol) con sus respectivos
cristales.

Moléculas | CYP17A1 | CYP21A2 | CYP19A1 |CYP11Al| 5a-reductasa | 11B-HSD | 17B-HSD
48a
48b
48c
48d
48e
48f
489
55a
55b
55¢c
55d

Se encontraron 2 derivados 22oxocolestanicos con una posible actividad inhibitoria selectiva
hacia la 5a-reductasa, el derivado 55a con un hidroxilo en la posicion 26 y 55c con una
cetona en la posicion 26.

En la figura 55 por parte del derivado 22-oxocolestanico 55a se observa una estabilizacion
por 2 puentes de hidrogeno del hidroxilo en la posicion 26 con el glutamato-196 asi como el
cofactor NADP, una interaccion w-alquilo con la tirosina-32 y el acetato en el carbono 16,

asi como mayores interacciones de van der Waals y de alquilo.
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A:32 N— p—"
NDP b b /
5 ASN \ o £ d
GLY AOT A7 0 o —o /\
A:196 / TRP 3 & \ T
—A )—=o A:23
s / p 4 A:43
A5t i & Vo ARG
48 - 6 A37 AL77 ARG
GLY GLN A:104
PHE PHE A:101
TRP TYR Ai116  PHE ALY A7 Ao A:36
k A:34
A:200 A:87 A218 pgN LEU GLY
PHE A222 a:25 A:33
A:215 g_Ele
- Interactions
Interactions 1 van der Waals 1 Carbon Hydrogen Bond
B Conventional Hydrogen Bond 7 Alkyl
7 van der Waals 7 Alkyl
B Conventional Hydrogen Bond [ Pi-Alkyl
B Pi-Sigma

Figura 55. Diagramas 2D de interacciones entre la 5a-reductasa y; a) 55a; b) 55b; obtenidos
mediante DiscoveryStudio 2021.

Como se observa en la figura 56, el derivado 22-oxocolestanico con una cetona en la posicién
26 (55c) presento una posible inhibicion selectiva para la Sa-reductasa en comparacion al
derivado hidroxiiminico 55d, lo cual puede explicarse por la mayor cantidad de puentes de
hidrégeno (4) por parte del derivado hidroxiiminico (55d) en comparacion al cetonico (55¢
con 2 puentes) sin embargo para el 55c se tiene una interaccion r-alquilo con el acetato en el
carbono 16, asi como una mayor cantidad de interacciones de alquilo, lo cual sugiere que la
presencia de grupos funcionales aceptores de puentes de hidrdgeno tiene un efecto positivo

sobre la actividad bioldgica hacia esta enzima.
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ALA
A:110
ARG
PRO VAL A:176
GLN A:31 A:28 N
TRP A:53
A:50 ALA THR
A:113 LEU THR oo ARG) A:175 THR
THR  Al12 A4 TRP A0 Sl A:237 s A:43
GLU o A:109 A40 : A:33 A103
A:54 N i : GLN
i VAL : ARG
TYR 4 YR o & A:36 oy
a32 A R \ b @ 3 &
ARG ASN iR o
A:90 A:117 a | N\ 7T\ =
\\ Py 4 Y ARG
7 7 0
« AN TN AN V4 A:170 y
S T \ X r GLY A
& N \ Y/ A:101 £
A:196 \ o
PHE ARG .
A:116 PHE ALA A:34
HID P:ll_)g TYR A:218 A:30 LEU
A:86 b A:87 (30 £ 4z TRP ARG 2102
o ; ALT A:233 A:37 :
A:215
Interactions Interactions
1 van der Waals = Pi-Sigma [ van der Waals 3 Alkyl
B Conventional Hydrogen Bond 3 Alkyl I Conventional Hydrogen Bond

1 Carbon Hydrogen Bond

Figura 56. Diagramas 2D de interacciones entre la 5a-reductasa y; a) 55c; b) 55d; obtenidos
mediante DiscoveryStudio 2021.

Para la enzima 17B-HSD (figura 57) se encontrd que los derivados espirostanicos 48c
(ftalamidato de glicina en 3) junto con 48f (triptéfano) y 48e (fenilalanina) presentan una
actividad inhibidora en comparacién a derivados con grupos menos voluminosos en la
posicion 3. Al analizar las interacciones se observa que estos grupos funcionales generan
puentes de hidrégeno con el cofactor NADP por parte del triptéfano (48f) y ftalamidato de
glicina (48c), asi como una interaccion w-anion por parte de los electrones & del triptéfano,

lo cual va a incrementar la estabilidad de esta interaccién y por lo tanto la EA con esta enzima.
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VAL R (oL VAL GLY VAL
A4 5 A186 Lys : SER :
3 L4 AU %9 THR Al43  A86  STA A8 P
- A:140 A279
A5 PHEY  (FRO) Gy ' THR
A219 A AS4 VAL oy
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; \ o, GLU
= ILE d
Ald A275
GLU Q AN
A275 N/ N
Vi ; V4 \ PHE
e, . : A:252 | RHE
5 VAL N
s VAL e e A218 LEU  PRO
il A218 _ ‘279 3 A:187
: e A . LEU  MET L= ’TV"b
M amt
T & : R VAL ASN
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Interactions Interactions
[ van der Waals B Pi-Sigma 1 van der Waals = pisigma
i Conventional Hydrogen Bond =1 Alkyl m Conventional Hydrogen Bond 3 Alkyl
= Unfavorable Acceptor-Acceptor 1 Pi-Alkyl == Unfavorable Acceptor-Acceptor 3 Pi-Alkyl

c) d)

GLY

s A:141 HID
A'139 A_SN A:214
THR THR 2 oo
] ILE A é MET  GLU
S5 A0 Aia A e A0 asn LEU  A272  A275
g R A: A4 7 A:149
LEY & S Al3e VAL TWR
A255 SER &2 ;
Avﬂ'a : '}37 <@ ] 1
; ! ! 5 NAP. — .
NAP: A:279 e S
27 il
GLU '( j ‘
3 JY \( s LEU
, (e A255
S A:95 &5 X U
PHE E AR PRO oy
4 VAL R a4
W7 Qo A1ss 6Ly Kisr
4 A:94 TYR VAL
MET A:155 A:143
A:272 GLY
VAL :
A:276 iy
Interactions
I van der Waals i piSigma  Interactions
™ Conventional Hydrogen Bond 7 Alkyl [ van der Waals 7 Alkyl
= Unfavorable Donor-Donor =3 Pi-Alkyl [ Carbon Hydrogen Bond [ Pi-Alkyl
mm Unfavorable Acceptor-Acceptor 0 Pi-Anion

Figura 57. Diagramas 2D de interacciones entre la 178-HSD y; a)48c c; b) 48d; c) 48e; d) 48f
obtenidos mediante DiscoveryStudio 2021.
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6.3.6 Derivados de hecogenina

45a R;: OH
45b Ry: NH,CH,COO
45¢ R:Ft(NCH,COO)
45d Ry: OAc

45¢ R;: Phe

45f R: Trp

45g R: Try

R{

56a R,: CH,OH
56b R,: CH,0Ac
56¢ R,: CHO

56d R,: CHNOH

Figura 58. Derivados; a) espirostanicos; b) 22-oxocolestanicos.

Todos los derivados espirostanicos presentaron una posible inhibicién de la CYP11A1 (tabla

32), los 22-oxocolestanicos presentaron una posible inhibicion para la 5a-reductasa con

excepcién del derivado hidroxiiminico 56d. Los compuestos 45a (hidroxilo en 3), 45b

(glicina en 3), 45c (ftalamidato de glicina en 3) y 45f (triptéfano en 3) inhibieron

simultaneamente la CYP11Al y la 173-HSD, ademés de la 5a-reductasa por parte del

derivado 45a.

Tabla 32. Energias de acoplamiento de las moléculas (kcal/mol) con sus respectivos

cristales.

45a
45b
45c
45d
45¢
45f
459
56a
56b
56¢
56d

Moléculas [ CYP17A1 [ CYP21A2 | CYP19A1 |CYP11Al| 5a-reductasa | 11B-HSD | 17B-HSD

Al realizar un andlisis de interacciones (figura 59), se observa por parte del compuesto 56a

una mayor cantidad de interacciones de van der Waals y alquilo, asi como una interaccion de

n-alquilo con la tirosina-32 en comparacion al derivado hidroxiiminico (56d), lo cual explica
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la inactividad de 56d hacia esta enzima, a pesar de contar con 2 puentes de hidrégeno con la

arginina-167 y glutamina-89 en comparacién a 1 con la glutamina-53 por parte del derivado
56a.

a) b)
HID
75 A:161 ARG ASE,
A50 i W 2@
GLN
PRO :
A:53 A i A:164
TRP ‘
ALA A:40 N [/
A:113 LEU A b %y
GLU HR A112
ARG A:54 o A:109 H N
A:90 Ve
TYR
o A:32 X i y
A:200 PHE \ A A
aag €y = S i - PHE
:'SDa d J | J A:94
; e \ // THR 7 o N
GLU \ 9 &2 A ALA
A'1% o TR e R
PHE ALA A:17 A:28
o (BN @Y A:30 LEU A:160
2y (8 Gy sy A28 LEU TRP
m A:85 A:156
A:21 LEU
A:88
Interactions Interactions
[ van der Waals [ Pi-Sigma 7 van der Waals 7 Alkyl
B Conventional Hydrogen Bond 1 Alkyl B Conventional Hydrogen Bond 7 Pi-Alkyl

] Carbon Hydrogen Bond

Figura 59. Diagramas 2D de interacciones entre la Sa-reductasa y; a) 56a c; b) 56d; obtenidos
mediante DiscoveryStudio 2021.

Por parte de los compuestos 56b y 56¢ (figura 60) ambos presentaron una actividad
inhibitoria especifica hacia la enzima 5a-reductasa, lo cual puede explicarse por las
interacciones alquilo, van der Waals, asi como los puentes de hidrégeno generados por las

cetonas del éster del grupo acetato en la posicion 16, asi como en el carbono 26 por parte del
56c.
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TRP
A:50

ALA
A:113

ASN  pHE
A:117 A:116
PHE
THR N 3 A:215
TRP
A:40

A:196 o
GLY &
A:33
HID o
A:86
NDP
A:0 ARG
A:90 THR
A:24
MET
A:98
Interactions Interactions
= van der Waals [ Carbon Hydrogen Bond ‘D‘ van der WBEI‘S . y = C:b\m Hydrogen Bond
= Unfavorable Bump 1 Alkyl Conventional Hydrogen Boni = Alkyl

8 Conventional Hydrogen Bond 3 Pi-Alkyl

Figura 60. Diagramas 2D de interacciones entre la 5a-reductasa y; a) 56b c; b) 56c¢; obtenidos
mediante DiscoveryStudio 2021.

Para la 173-HSD los derivados espirostanicos, 45a, 45b y 45c tuvieron una posible actividad
inhibitoria para 17p8-HSD (figura 61), mientras que el derivado 45d con un acetato en el
carbono 3 no presento esta actividad. Esto puede explicarse mediante la presencia de puentes
de hidrégeno con el cofactor NADP por parte del hidroxilo (45a), hidroxiimino (45b), y
ftalamidato de glicina (45c) donde este Gltimo también generé una interaccion m-anion,
mientras que el compuesto 45d presento solo interacciones de van der Waals, alquilo, asi

como r-alquilo.
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Figura 61. Diagramas 2D de interacciones entre la 178-HSD y; a) 45a c; b) 45b; c¢) 45c; d) 45d
obtenidos mediante DiscoveryStudio 2021.

Por parte de los derivados 45e (fenilalanina), 45f (triptéfano) y 45g (tirosina) como se
observa en la figura 62, estos presentaron una inhibicion hacia la CYP11A1, por parte del
derivado 45f ademas de esta actividad, tuvo una inhibicidn conjunta hacia la enzima 17§-
HSD. Esta diferencia de actividad entre estos 3 compuestos puede explicarse por la presencia
de una interaccion w-anion con el cofactor NADP por parte del derivado con triptofano en la
posicién 3 (45f), lo cual incremento la EA lo suficiente para generar una posible actividad
inhibitoria, por parte del 459 el contar con 1 puente de hidrogeno y 1 interaccion m-sigma
con la valina-218 no fue suficiente para presentar actividad inhibitoria, y por ultimo el 45e
no tiene interacciones que estabilicen esta union enzima-molécula por la fenilalanina en la
posicion 3.
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Figura 62. Diagrama 2D de interacciones entre la 173-HSD y; a) 45f; b) 45g; c) 45e; obtenidos

mediante DiscoveryStudio 2021.

6.3.7 Inhibidores selectivos

HSD y 21 para la 5a-reductasa (tabla 33).
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Tabla 33. Moléculas encontradas con un posible efecto inhibitorio con su
correspondiente(s) enzima(s) inhibida(s).

51b, 51e, 51f, 51g, 51h, 51j, 51k, 51n, 52b, 52¢, 529, 52i, 52j,
52m, 48a, 489, 45d, 45e, 45¢
51i, 48¢ 17B-HSD|
50a, 50b, 50c, 50e, 50f, 50g, 50h, 53a, 53b, 53¢, 53¢, 53h, 54b, 5a.-reductasa
54e, 54f, 54q, 55a, 55¢, 56a, 56b, 56¢

Para la CYP11A1l (figura 63) aquellos compuestos que presentaron posible actividad
inhibitoria fueron de naturaleza espirostanica. Dentro de los cuales se encuentran, todos los
derivados de diosgenina (44a), laxogenina (47b), 3B,5a-dihidroxiespirost-6-ona (51a), 3p-
hidroxiespirost-5-en-7-ona (52b), botogenina (48a) y hecogenina (45d).

Para la diosgenina (45a) todos los derivados presentaron posible actividad contra esta
enzima, para derivados de laxogenina (47a), en su mayoria fueron los derivados cetonicos
los que tuvieron posible actividad inhibitoria, y 2 hidroxiiminicos; para la 3p,5a-
dihidroxiespirost-6-ona (51a) y 3p-hidroxiespirost-5-en-7-ona (52a), las moléculas base no
presentaron actividad, por otro lado, principalmente los derivados cetdnicos tuvieron una
actividad inhibitoria. Por Gltimo, 2 derivados de botogenina (48a) y 3 de hecogenina (45a)

presentaron esta actividad.
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44a R,: OH
44b R,: NH,CH,COO
44c R:Ft(NCH,COO)

47b R: NH,CH,COO; R,: O
47¢ Ry: F(NCH,COO); R,: O
47d R;: OAc; R,: O

44d R;: OAc 47g R;: Try; R,: O
44e R;: Phe 47h R;: (NH,CH,COO); R,: NOH
44fR}: Trp 47j R;: OAc; R,: NOH

44g R;: Try R4

51b R,;: NH,CH,COO; R,: O PR
51e Ry: Phe; Ry: O a—
S1IfRy: Trp; Ry: O

S1gR;: Try; Ry: O

51h R;: NH,CH,COO; R,: NOH
51j Ry: OAc; R,: NOH

51k R;: OH; R,: NOH Rf
51n R;: Try; R,: NOH R,

52b Ry: NH,CH,COO; R,: O
52e R;: Phe; Ry: O

52g R;: Try; Ry: O

52i R|:Ft(NCH,COO); R,: NOH
52j R;: OAc; Ry: NOH

52m R;: Trp; R,: NOH

45d R;: OAc
48a R,: OH !

45e Ry: Phe
48g R;: Try

45g Ry: Try

R{

T

Ry
Figura 63. Compuestos con posible actividad inhibitoria selectiva hacia la CYP11ALl.

Para la enzima 17B-HSD (figura 64), s6lo el derivado hidroxiiminico 51i de la 3p,5a-

dihidroxiespirost-6-onay 48c de botogenina presentaron posible actividad inhibitoria, ambos

compuestos son derivados espirostanicos, con un ftalamidato de glicina en el carbono 3, con

la diferencia de la cetona en la posicion 12 para el 48c, en el caso del 51i un hidroxilo en la

posicion 5a, asi como un hidroxiimino en el carbono 6, lo cual reafirma la importancia de

modificaciones puntuales en la busqueda de moduladores de la esteroidogénesis.

0

o NOH
51i o 48¢

Figura 64. Compuestos con posible actividad inhibitoria selectiva hacia la 173-HSD.
En el caso de la 5a.-reductasa (figura 65), todos los derivados 22-oxocolestanicos presentaron

una posible actividad inhibitoria, siendo en su mayoria derivados cetdnicos (11) en

comparacion a los derivados hidroxiiminicos (7) para la posicién 3.
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50a R,: O; R,: CH,OH
+—"2 50b R: NOH; R,: CH,0H
= 50c¢ R;: O; Ry: CH,0Ac
50e R;: O; R,: CHO

50f R,: NOH; R,: CHO
50g R;: O; R,: CHNOH
50h R,: NOH; R,: CHNOH

[o}

53a R;: O; R,: CH,OH
53b R;: NOH; R,: CH,OH
53e R;: O; R,: CHO

53g R;: O; R,: CHNOH
53h R;: NOH; R,: CHNOH

54b R,: NOH; Ry: CH,OH
Y™ 54eR;: 0; Ry: CHO
54fR;: NOH; R,: CHO
54g R;: O; R,: CHNOH
AcO

oH
Ry

X R1
55a R,: CH,OH

56a R,: CH,0H
55¢ Ry: CHO

56b R;: CH,OAc
56¢ R;: CHO

OAc §

A

AcO'

Figura 65. Compuestos con posible actividad inhibitoria selectiva hacia la 5a.-reductasa.
6.3.8 Inhibidores no selectivos
19 compuestos inhibieron de manera conjunta la CYP11Aly 17B-HSD, solo 1 inhibi0 a las
CYP11Al y CYP17Al1 de forma conjunta, 5 compuestos las enzimas CYP11Al/5a-
reductasa, y se encontraron que 3 compuestos presentan posible capacidad inhibitoria de para

la CYP11Al, 5a-reductasa y 173-HSD (tabla 34).

Tabla 34. Moléculas encontradas con un posible efecto inhibitorio con su
correspondiente(s) enzima(s) inhibida(s).

Molécula Enzima inhibida

52k CYP11A1/CYP17A1
47e, 471, 471, 471, 47m, 47n, 511, 51m, 52c, 52d, 52f, 52h, 52I,
48b, 48e, 48f, 45b, 45c, 45f

CYP11A1/17B8-HSD

CYP11Al/5a-
reductasa
CYP11Al/5a-
reductasa/17B-HSD

47a, 47K, 47n, 51a, 52a,

47n, 52h, 45a

En este caso, los inhibidores de algunas de estas enzimas conjuntas pueden resultar Utiles
cuando existe una sobreexpresién de estas 2 enzimas, ya que se ha reportado que en ciertos

casos de cRPC (cancer de prostata resistente a castracion), es necesario inhibir de forma
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simultanea sea la CYP11A1 junto con la CYP17Al, [27], o la 17B-HSD junto con la
CYP17A1. [130]

El derivado hidroxiiminico 52k de 3B-hidroxiespirost-5-en-7-ona (figura 66) presentd una
posible inhibicion simultanea de la CYP11Aly CYP17ALl.

HO' NOH

52K

Figura 66. Compuesto con posible actividad inhibitoria para las CYP11A1/CYP17AL.

Para las CYP11A1/17B-HSD (figura 67), de los derivados espirostanicos tabulados, al menos
2 compuestos de cada estructura presentaron una posible actividad bioldgica, siendo una
mayor cantidad para los derivados de laxogenina (47a), en este caso una mayor cantidad de
derivados hidroxiiminicos (8) que los cetonicos (5) tuvieron esta actividad, y de los

aminoéacidos tabulados, solo la tirosina no presento una posible actividad inhibitoria.

& 47e R;: Phe; R,: O

47f Ry: Trp; Ry: O

47i R :Ft(NCH,COO); R,: NOH
471 R;: Phe; R,: NOH

47m R,: Trp; R): NOH

47n R;: Try; Ry: NOH

Ry

= ST

Ry

52¢ Ry: Ft(NCH,COO); R,: O
52d Ry: OAc; R,: O

52fR;: Trp; Ry: O

52h R;: NH,CH,COO; R,: NOH
521 R;: Phe; R,: NOH

511 R;: Phe; R,: NOH
51m R: Trp; Ry: NOH

48b R,: NH,CH,COO
48e R;: Phe
48f R ;: Trp

45b R,: NH,CH,COO
45¢ R:Ft(NCH,COO)
45fR,: Trp

R{

Figura 67. Compuestos con posible actividad inhibitoria hacia las CYP11A1/173-HSD.
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Para las enzimas CYP11Al/5a-reductasa (figura 68), los derivados espirostanicos de
laxogenina (47a), 3B,5a-dihidroxiespirost-6-ona (51a) y 3p-hidroxiespirost-5-en-7-ona
(52a) presentaron posible actividad, estos fueron: 2 derivados hidroxiiminicos de laxogenina
(47k, 47n), la laxogenina (47a), 3pB,5a-dihidroxiespirost-6-ona (51a) y el derivado 3p-
hidroxiespirost-5-en-7-ona (52a). Estos compuestos tienen en comdn la presencia de
hidroxilos en el carbono 3, asi como 1 hidroxilo en la tirosina para 47n, asi como una cetona
en las posiciones 6 0 7.
47aR,: OH; R,: O

47k R,: OH; R,: NOH
47n R;: Try; R,: NOH

R4

Figura 68. Compuestos con posible actividad inhibitoria hacia las CYP11Al/5a-reductasa.

Se encontrd a su vez que 3 compuestos tienen una posible actividad para 3 enzimas de forma
simultanea, las CYP11Al/5a-reductasa/17p-HSD (figura 69). Estos compuestos son: la
hecogenina (52a), el derivado hidroxiiminico de laxogenina 47n con una tirosina en la
posicion 3, asi como el derivado hidroxiiminico 52h de 3B-hidroxiespirost-5-en-7-ona con

una glicina en el carbono 3.
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HO

45a 52h

T

Figura 69. Compuestos con posible actividad inhibitoria hacia las CYP11Al/5a-reductasa/17f3-
HSD.

De estos 3 compuestos, dos presentan un grupo hidroxiiminico en las posiciones 5 (47n) y 6
(52h), estos 2 a su vez tienen un amino&cido en el carbono 3 (tirosina para 47n y glicina para
52h), sin embargo 45a, no tiene similitud con estos 2, esto reafirma la necesidad de esta clase
de estudios para la prediccién de posibles interacciones cruzadas, ya que un analisis
comparativo de grupos funcionales o propiedades quimica como polaridad, no arrojaria estos
mismos resultados, lo cual podria a llevar a posibles efectos secundarios por la inhibicion de

estas 3 enzimas.

Como se observa en la tabla 35, todos los compuestos seleccionados inhiben la CYP11A1,
difiriendo en una actividad especifica por parte de la diosgenina (44a), botogenina (48a) y
acetato de hecogenina (45d), mientras que la laxogenina inhibi6 a su vez a la 17p-HSD, y
por ultimo la 3pB,5a-dihidroxiespirost-6-ona (51a) y el derivado 3B-hidroxiespirost-5-en-7-

ona (52a) presentaron una inhibicién dual hacia la CYP11A1l y 5a-reductasa.
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Tabla 35. Actividad inhibitoria por parte de los compuestos seleccionadas hacia las
enzimas CYP11A1, 17B-HSD y 5a-reductasa, donde el color rojo indica inhibicién y verde
actividad no inhibitoria.

Compuesto CYP11Al1 17B-HSD 5a-reductasa

Diosgenina (44a)

GO R R
-

3B,5a-dihidroxiespirost-6-ona (51a)

Botogenina (48a)
3p-hidroxiespirost-5-en-7-ona (52a) - _
Aeetato de hecogenina (45d)

Los compuestos seleccionados para sintesis (figura 70) fueron la diosgenina (44a),
laxogenina (47a), la 3B,5a-dihidroxiespirost-6-ona (51a), la botogenina (48a), derivado 3[3-
hidroxiespirost-5-en-7-ona (52a), acetato de hecogenina (45d). Cabe resaltar que la ventaja
de seleccionar las moléculas base y no aquellas con modificaciones para su sintesis y/o
obtencion, es su utilizacion para (posterior al trabajo presentado) posteriores analisis in vitro
para comprobar y robustecer el estudio realizado, asi como partiendo de estas moléculas es
posible sintetizar algunos de los inhibidores especificos encontrados en el estudio, a su vez
no se seleccionaron derivados hidroxiiminicos debido a que en el andlisis estadistico se
encontré que derivados espirostanicos asi como 22-oxocolestanicos no tenian un efecto
relevante sobre la EA con las enzimas analizadas, al solo tener efecto sobre la enzima

CYP19AL por parte de los derivados 22-oxocolestanicos.
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45d

AcO :
A

Figura 70. Derivados seleccionados para su sintesis.

6.5.1 Diosgenina (44a).

La diosgenina (44a) fue obtenida mediante extracciones de barbasco (dioscorea composita),
obteniendo primero una mezcla de saponinas como la dioscina, y posteriormente la
diosgenina (44a) mediante una hidrolisis acida quimica (esquema 13) asi como procesos de

purificacion (separacion por cromatografia) [131]

OH OH

Esquema 13. Hidrolisis &cida de la dioscina para obtencion de la diosgenina (44a).
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Una vez obtenida la diosgenina pura se obtuvieron espectros de resonancia magnetica nuclear
(RMN) donde se localizaron las sefiales caracteristicas de este compuesto, y se compararon
con lo reportado en la bibliografia. [131] Al analizar el espectro (figura 71), puede observarse
la sefial méas desplazada a frecuencias mas altas (5.35 ppm) por parte del protén vinilico del
carbono 6, siguiendo a menor frecuencia la sefial del proton en posicion 16. Por otra parte,
las sefiales de los 2 protones en posicion 26, entre 3.3 y 3.6 ppm. Se asigno la sefal
perteneciente al proton del carbono 7 para posterior comparacion al obtener el compuesto

3B-hidroxiespirost-5-en-7-ona (52a).

Z O _c26 A
o

o
8\
) 5.[5’175 I\S.é65 ‘ 5.é55 ' 5.‘345 ‘ 5.I335 ‘ 5.‘325

H O 7' (m) 21 (m)

2.02 0.97
6 (dt) 16 (m)! 26ax (t) 7" (dd) 19 (s) 18 (1)
5.35 4.41 3.38 1.99 1.03 0.79
19 18
27

21
26eq
3 7
_A ly el Jnh" MM J«M‘w’“\vﬁh WA

54 5.2 5.0 4.8 46 44 4.2 40 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8
f1 (ppm)

Figura 71. Espectro de *H de diosgenina (44a) pura a 500 MHz.
En el espectro de °C (figura 72) se observa un desplazamiento a mayor frecuencia por parte
del carbono vinilico 5 unido al carbono 10y 4, siguiendo el otro carbono vinilico 6, siguiendo
el carbono 22 unido a 2 grupos éter, lo que explica este desplazamiento, siguiendo 16 por
tener de igual forma estar unido a un éter, posteriormente se encuentra 3 que presenta un

hidroxilo, 26 (unido a otro éter).
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Figura 72. Espectro de *C de diosgenina.

6.5.2 Acetato de hecogenina (45d).

Para la obtencién de este compuesto se partio de una mezcla comercial de acetato de
hecogenina y se realiz6 una purificacion mediante columna cromatografica, para proceder a
obtener su espectro de RMN, donde se buscaron las sefiales caracteristicas de este compuesto
y se compararon con lo reportado en la bibliografia. [131] En este espectro (figura 73) se
observa que la sefial a mayor frecuencia es la del hidrégeno en la posicion 3 debido a la
desproteccidn que confiere el grupo éster del acetato en el carbono 3, siguiendo la sefial del
proton en el carbono 16 por la presencia del éter, los hidrogenos ecuatorial y axial de la
posicién 26, por dltimo, el desplazamiento de la sefial del protdén en 11 es debido a la
presencia de la cetona en el carbono 12. El proton en la posicion 17 se encuentra desplazado
a una mayor frecuencia que los protones en la posicion 11 por la cercania al oxigeno unido
al carbono 16, mientras el desplazamiento de los protones en la posicion 11 es causada por
el carbonilo 12.
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Figura 73. Espectro *H de acetato de hecogenina (45d).
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Como se observa en la figura 74, el carbono con mayor desplazamiento es el carbonilo 12,

siguiendo el carbonilo de éster del grupo acetilo en la posicion 3, siguiendo el carbono 22

unido a 2 grupos éter, posteriormente los carbonos 16, 3 y 26 correspondientes que estan

unidos a 1 oxigeno, siguiendo los carbonos 13, 5y 17, y por ultimo los metilos 27, 18, 21y

19.
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Figura 74. Espectro de 13C de acetato de hecogenina (45d).

6.5.3 Botogenina (48a).

Para la obtencion de la botogenina (48a) se partié de una mezcla de botogenina y hecogenina,
los cuales no tienen una diferencia de polaridad suficiente para su separacion directa en
columna cromatogréfica, por lo cual se realizd una derivatizacion (esquema 14) haciendo
reaccionar el doble enlace de la botogenina en los carbonos 5 y 6 para generar un epoxido el
cual aumenta la diferencia de polaridad, permitiendo su separacion, y posteriormente
mediante una hidrdlisis basica se recupera este doble enlace, la ventaja de esta secuencia de
reacciones es que nos permite obtener el acetato de hecogenina (45d) que fue seleccionado
para sintesis, asi como la botogenina (48a). Se obtuvo un rendimiento final del 35% de la

botogenina 48a.
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o

Esquema 14. Derivatizacion de botogenina (48a) a partir de una mezcla de hecogenina (45a) y
botogenina (48a).

En el caso del espectro de H (figura 75) de botogenina (48a), se observa la sefial del protdn
vinilico en 6 con un mayor desplazamiento debido a presentar una mayor desproteccion,
siguiendo los protones en el carbono 16 unidos al grupo éter, siguiendo el protén en el
carbono 3 donde se tiene un hidroxilo, siguiendo los protones de 26 que a su vez estan unidos
a un grupo éter, posteriormente se tiene los protones de los carbonos 11 (vecino a un

carbonilo), 4 y 7 (carbonos alilicos).
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Figura 75. Espectro 'H de botogenina.

6.5.4 3B-hidroxiespirost-5-en-7-ona (52a).

Para la obtencion del derivado 3B-hidroxiespirost-5-en-7-ona (52a), este va a sintetizarse a
partir de la diosgenina (esquema 15), como primera reaccion se va a realizar una acetilacion
en la posicion 3 para proteger el hidroxilo del acetato y asi, posteriormente mediante el
reactivo de jones va a realizarse una oxidacion en el carbono 7 obteniendo una cetona, y por
ultimo mediante una hidrolisis basica va a liberarse el acetato en el carbono 3 para obtener el

derivado 3pB-hidroxiespirost-5-en-7-ona (52a).

1) Ac,0:100°C

AcO

2) R.Jones; T. ambiente

Z =
= =
Z o B
3 E
~ =

3) KOH/EtOH; 60°C
-—

HO (o} AcO o

Esquema 15. Sintesis del derivado 3p-hidroxiespirost-5-en-7-ona (52a) a partir de diosgenina (44a).
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Se obtuvieron los espectros de RMN de los compuestos 57, 58 y 52a. Una vez purificado el
compuesto 57, mediante RMN se comprobd la presencia de este compuesto, comparando las
sefiales con lo reportado en la bibliografia (figura 76), se observa la sefial del protdn vinilico
en la posicion 6 con un mayor desplazamiento por contar con una mayor desproteccion por
el doble enlace, a lo cual le sigue la sefial del proton en 3 debido a la desproteccion otorgada
por la presencia del acetato, siguiéndole la sefial del carbono 16 , asi como los hidrégenos de
la posicidn 26, estas 2 sefiales presentan este desplazamiento por la presencia de un éter
vecino, de igual forma se localizaron las sefiales de los metilos 19 y 21, donde 19 presenta
una sefial simple por estar unido a un carbono cuaternario y 21 presenta una sefial doble por

tener como vecino a un carbono terciario. [131]

3”
19
16 (ddd 26ax (t
4.41 3.38
6 (dt) 3 (m) 26eq (ddd) 3! (s) 19 (s
5.38 4.60 3.47 2103 1,04
21
26eq
26ax 4'
6 3 16 | N“
A I \
o oo _QPULLW___ __ﬂ“\q___)w | MW’“ WWJ"‘M’MIW L

5I.6 5I.4 5I.2 5I.0 4I.8 4I.6 4‘.4 4‘.2 4‘.0 3‘.8 3‘.6 3‘.4 3‘.2 3I.0 2I.8 2I.6 2‘.4 2‘.2 2‘.0 1‘.8 1‘.6 1‘.4 1‘.2 1‘.0
f1 (ppm)
Figura 76. Espectro *H de acetato de diosgenina (57).
Como se observa en la figura 77, el carbono que presenta un mayor desplazamiento es el 3',
que es el carbonilo del éster, siguiendo los carbonos vinilicos 5 y 6, posteriormente los
carbonos 22 y 16 que estan unidos a un grupo éter, encontrandose el 22 a mayores frecuencias
debido a la presencia de 2 oxigenos vecinos, mientras que 16 s6lo esta unido a 1, a esto le

siguen el carbono 3 (unido a un éster) y 26 (unido a un éter).
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Figura 77. Espectro de 13C de acetato de diosgenina (57)
Por parte del compuesto 58 (figura 78), se observa a mayor frecuencia la sefial la del proton
vinilico en el carbono 6, si se compara con el acetato de diosgenina (57) esta sefial presenta
un desplazamiento a una mayor frecuencia (5.71 ppm en comparacion a 5.38 ppm), esto
debido a la presencia de una cetona a—f insaturada, otro cambio que se observo fue en el
desplazamiento de las sefiales de los protones en la posicion 4, donde se observa una mayor
separacién de los protones ecuatoriales y axiales, debido a la proximidad de la cetona en el
carbono 7 lo que genera una mayor desproteccion y por ende un desplazamiento a mayores

frecuencias, por parte de las demas sefiales no se observo otro cambio de desplazamiento.
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Figura 78. Espectro de *H de 3p-hidroxiespirost-5-en-7-ona (58).
En el espectro de *C (figura 79), la sefial con mayor desplazamiento fue la del carbonilo en
la posicion 7, siguiendo el carbonilo del éster del acetilo en el carbono 3, siguiendo el carbono
vinilico 5, al cual le sigue el carbono vinilico 6, posteriormente el carbono 22 que esta unido
a 2 éteres lo cual le confiere este desplazamiento a una mayor frecuencia, siguiendo el

carbono 16 (1 éter vecino), 3 (grupo acetato vecino) y 26 (1 éter vecino), siguiendo este

mismo principio de desproteccion. [131]
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Figura 78. Espectro de *3C de acetato de diosgenina (57).

Por ultimo para el derivado 52a (figura 80) se comparo el espectro de RMN con las sefiales
de la diosgenina observando un cambio en la sefial del proton vinilico en la posicion 6, el
cual presento un desplazamiento a mayores frecuencias de 0.28 ppm debido a la
desproteccidn que confiere la cetona en el carbono 7 asi como la presencia de un carbonilo
con hibridacion sp? como vecino, de igual forma se observa el cambio de una sefial doble de
triples a una sefial simple debido a la desaparicion de los hidrégenos del carbono 7 con los
cuales acoplarse, a su vez se observa la perdida de la sefial de los protones en la posicion 7

al volverse este carbono cuaternario y no tener estos mismos hidrogenos.
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Figura 79. Espectro de 'H del 3B-hidroxiespirost-5-en-7-ona (52a)
Como se observa en la figura 81, para el derivado 52a, el carbono con mayor desplazamiento
fue el carbonilo de la cetona a,p-insaturada en la posicion 7, esto debido a la deslocalizacion
de electrones =, donde la deslocalizacion va a ser favorecida hacia la cetona, generando una
mayor desproteccion, posteriormente se tiene el carbono vinilico 5y 6, donde el 5 se presenta
a mayor frecuencia debido al mismo fenomeno de deslocalizacion presentando un mayor

cardcter electrofilico, contrario al 6 que se encuentra a menores frecuencia, el carbono 22 y
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16 estan unidos a un éter, mientras que 3 esta unido a un hidroxilo, y por altimo se tienen los

carbonos 17,9y 14.

26 9

22 16] 3 17 14

7 5 ‘ \[
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50
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Figura 80. Espectro de *C del derivado 3B-hidroxiespirost-5-en-7-ona (52a).
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7 Conclusiones

Mediante el uso de docking molecular y analizando las energias de activacion de 99
derivados hidroxiiminicos y cetonicos de estructuras espirostanicas y 22-oxocolestanicas, se
encontraron posibles inhibidores especificos y no especificos de enzimas asociadas a la

esteroidogénesis (tabla 36), donde aquellos con inhibicidon no especifica, podrian por esta

interaccion, presentar posibles efectos secundarios.

Tabla 36. Compuestos con posible actividad inhibitoria.

Molécula Enzima(s) inhibida(s)

A4a, 44, 44c, 44d, 4de, 44F, 44g, 4Th, 4Tc, 47d, 47g, 47h,

47j, 51b, 51, 51f, 51g, 51h, 51j, 51k, 51n, 52b, 52e, 529, CYP11A1l
52i, 52j, 52m, 48a, 48g, 45d, 45¢, 45¢
51, 48c 17B-HSD|

50a, 50b, 50c, 50e, 50f, 50g, 50h, 53a, 53b, 53¢, 53g, 53h,
54b, 54e, 54f, 549, 55a, 55c, 56a, 56b, 56¢

5a-reductasa

52k

CYP11A1/CYP17A1

47e, 471, 471, 471, 47m, 47n, 511, 51m, 52c, 52d, 52f, 52h,
52l, 48b, 48e, 48f, 45b, 45c, 45f

CYP11A1/17B8-HSD

47a, 47k, 47n, 51a, 52a

CYP11Al/5a-

reductasa

47n, 52h, 45a

CYP11Al/5a-
reductasa/17p3-HSD

Analizando estos resultados, se seleccionaron 4 compuestos de 99 (figura 82) evaluados con
potencial actividad moduladora de la esteroidogénesis. De estos 4 compuestos, la diosgenina
(44a) fue obtenida mediante extracciones de dioscorea composita y una posterior de
hidrolisis acida, para el acetato de hecogenina (45d) y botogenina (48a), estas fueron

obtenidos a través de un proceso de derivatizacion, por altimo, el cuarto compuesto fue

sintetizado a partir de diosgenina.
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AcO 45d

Figura 81. Compuestos aislados, sintetizados y caracterizados.

Con los crecientes costos del desarrollo de farmacos, asi como la gran cantidad de
medicamentos a la venta con efectos secundarios por interaccion cruzada, el uso de estudios
interaccionales in silico es una herramienta con una alta viabilidad y utilidad. Las
modificaciones puntuales realizadas a estructuras espirostanicas y 22-oxocolestanicas en
algunos casos modificaron la posible actividad biolégica, esto debido al cambio de
electronegatividad y por consecuente las interacciones polares con las enzimas, asi como los
diferentes tamafios de esto grupos funcionales al generar un impedimento estérico con las
mismas.

Con base en los resultados anteriores, de acuerdo a la hipétesis planteada, se encontré que
algunos de los compuestos espirostanicos tienen un efecto inhibitorio sobre las enzimas de
la esteroidogeénesis, y por parte de los derivados 22-oxocolestanicos se encontro que contrario
a lo que se planteo, algunos derivados analizados, presentan actividad inhibitoria hacia

algunas de las enzimas de la esteroidogenesis.
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