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Abreviaturas

Abreviatura

Significado

113-HSD1 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1

113-HSD2 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2

HSDH Hidroxiesteroide deshidrogenasa

NADH Nicotinamida adenina dinucle6tido reducido

NADPH Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
reducido

AKR Aldo-ceto reductasa

SDR Deshidrogenasa/reductasa de cadena corta

GC Glucocorticoides

RE Reticulo endoplasmico

RG Receptor de glucocorticoides

RM Receptor de mineralocorticoides

H6PD Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

HPA Hipotalamo-pituitaria-adrenal

RMSD Desviacién cuadratica media

RMSF Fluctuacion cuadratica media

SSE Elementos estructurales secundarios

L-RMSF Fluctuacion cuadratica media del ligando




RESUMEN

Las 11pB-hidroxiesteroide deshidrogenasas de tipo 1 y 2 (11B-HSD1 y 11B-HSD2) son
enzimas que catalizan la interconversion del cortisol y la cortisona en el cuerpo humano, su
funcion bioldgica permite el control de los niveles de glucocorticoides a nivel local de manera
tejido-especifica, sobre todo en tejidos con alta expresion de receptores de
mineralocorticoides. Por esta razon, las deficiencias en la funcion de estas isoenzimas pueden
llevar a patologias como diabetes tipo 2, céncer, el sindrome de exceso de
mineralocorticoides aparente, enfermedades neurodegenerativas, sindrome de Cushing y
otros sintomas del sindrome metabolico. En este trabajo se estudiaron las interacciones a
nivel bioinformatico de los sustratos endégenos de ambas enzimas con la finalidad de
determinar los residuos clave en el acoplamiento. EI Docking Molecular se realiz6 con los
cristales 3QQP y 2BEL de la 11B-HSD1 para representar sus dos posibles actividades como
reductasa y oxidasa, respectivamente. Por otro lado, la 118-HSD2 no cuenta con un cristal,
por lo que el modelo 3D para el Docking Molecular fue elaborado utilizando redes neuronales
en el programa Alphafold. Adicionalmente, se realizo el acoplamiento molecular con la
carbenoxolona, la cual es un inhibidor no selectivo para ambas enzimas, También, se hizo la
dindmica molecular de la carbenoxolona con las tres estructuras proteicas, el tiempo de
simulacion fue de 100 nanosegundos en los cuales se pudo observar el acoplamiento
adecuado del ligando y la proteina reflejado en la disminucidon de la fluctuacion en el cambio
de la posicion de los atomos al final de la simulacidon. Finalmente, con base a estos resultados
se disefiaron una serie de criterios a considerar en el disefio de nuevos inhibidores con
capacidad dual en ambas direcciones de la 11B-HSD1 o selectivos hacia una de las
isoenzimas.



1.0 ANTECEDENTES

1.1 Enfermedades de alta prevalencia y mortalidad.

La salud y el bienestar de la poblacion es uno de los temas relevantes en la actualidad como
se puede ver reflejado en uno de los objetivos de desarrollo sostenible de la Agenda 2030
proyectados por la ONU, en concreto la reduccion de la mortalidad por enfermedades no
contagiosas [1]. En el &rea de las ciencias naturales, los esfuerzos para cumplir dicho objetivo
yacen en la basqueda de farmacos y el desarrollo de nuevos tratamientos, la investigacion
sobre los mecanismos moleculares y blancos terapéuticos involucrados en enfermedades con
altos indices de prevalencia y mortalidad. Con base a la informacion y base de datos de la
Institute for Health Metrics and Evaluation (Figura 1), la tendencia en muertes en las Ultimas
décadas cambi6 con respecto a 1990; actualmente prevalecen enfermedades no contagiosas
como causas lideres de deceso, destacando el cambio de muertes relacionadas a diabetes (del
puesto 10 al 5), asi como la permanencia de las enfermedades cardiovasculares y neoplasia,
en primer y segundo lugar respectivamente [2].
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Figura 1. Evolucion de las principales causas de muerte a nivel mundial en el periodo de 1990 y 2019. Tomado de [2]
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Por otro lado, segun datos de la OMS, en México durante el 2021 se reportd una tendencia
similar a la mundial donde prevalecen aquellas enfermedades no contagiosas, donde destacan
las cardiovasculares, diabetes mellitus, y neoplasia maligna (Figura 2) [3].
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Figura 2 Numero de muertes anuales en México durante el 2021 por distintas enfermedades. Tomado de [3]
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Las hidroxiesteroides deshidrogenasas (HSDHs) son una familia de enzimas involucradas en
la modificacion de compuestos esteroideos y que se encuentran relacionadas a varias de las
patologias mencionadas, en concreto las 11B-HSDs son un blanco terapéutico ideal para
enfermedades metabolicas [4,5].

1.2 Estructura y funcion de las HSDHs

Las hidroxiesteroide deshidrogenasas son oxidorreductasas dependientes de nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato (NAD(H)/NADP(H)) que catalizan la reduccion de un grupo
carbonilo a un hidroxilo dentro del esqueleto esteroidal con un alta regio y
estereoselectividad. ComUnmente existen como homodimeros u homotetrameros de 250 a
300 residuos, donde en el N-terminal se encuentra el sitio de unién al cofactor y en el C-
terminal se ubica el dominio catalitico [6]. Su distribucion en la naturaleza es ubicua, se han
identificado estas enzimas en microorganismos, plantas y animales, ademas que se han
utilizado en cultivos para la biocatalisis y como herramienta analitica, en la determinacion y
cuantificacion de &cidos biliares [7]. En animales, las HSDHSs estan involucradas en la
biosintesis de hormonas esteroides, en concreto se encargan de regular la concentracion de
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ligandos de receptores hormonales mediante la activacion y desactivacion de las hormonas
mediante reacciones de oxidorreduccion, por lo que controlan la transactivacion del receptor
esteroideo y ejercen una regulacién sobre la transduccién de sefiales genémicas y no
gendmicas [8,9]

Short-chain AKR1C4 Typel
dehydrogenase/reductase AKRIC3 Type 2
Source: Bacteria $ @ AKR1C2 Type 3

AKR1C1
Pathway: Secondary bile

acids biosynthesis AKR1C9

$ AKR1C1

$ AKR1C3 17B-HSD5
Source: 3B-HSD1, 2
Mammals }

3B-HSD3, 4 Source: Mammals
Pathway: 11B-HSD1 @AKRlCZl
Steroid } Pathway:
hormone 11B-HSD2 Steroid hormone
biosynthesis biosynthesis

17B-HSD1-14, Aldo-keto reductase
except 5 \ )

Figura 3 Clasificacién de las HSDH en la familia de las aldo-ceto reductasas (AKR) y las deshidrogenasas de cadena
corta (SDR), origen y via de biosintesis. Tomado de [10].
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Las HSDHs se pueden subclasificar en dos superfamilias dependiendo de su estructura
(Figura 3); las aldo-ceto reductasas (AKR) que estan constituidas por un promedio de 320
residuos plegados para formar un barril (a/B)s, y Se caracterizan por tener una amplia
selectividad por diferentes sustratos como aldehidos de azUcares, ceto-esteroides y ceto-
prostaglandinas. Por otro lado, las deshidrogenasas/reductasas de cadena corta (SDR) tienen
un nicleo compuesto por siete laminas B y o hélices envolviéndolo, formando dos
plegamientos de Rossman, los cuales son dominios estructurales que se unen a la coenzima
(Figura 4 A y B). La identidad entre las SDR es del 23-53% pero todas conservan un
plegamiento Rossman como nucleo. Ambas superfamilias difieren en el modo de unién a la
coenzimay en el mecanismo enzimatico de reaccion [10].



Figura 4 Comparacion de la estructura (A, C) y patron de plegamiento (B, D) de las HSDHSs de las superfamilias SDR 'y
AKR. Tomado de [10].

1.2.1 Mecanismo catalitico de las HSDHs AKR

Mediante estudios de cinética enzimatica, cristalografia y mutagénesis, se han determinado
los aminoacidos que participan en la tétrada catalitica de las AKR para la reduccién de grupos
hidroxilo en sus respectivos aldehidos o cetonas. La tétrada conservada estd compuesta por
ASP-TYR-LYS-HIS. La secuencia de formacién de los complejos inicia siempre con la
unién de la coenzima mediante el residuo de ASP y culmina con la liberacion del producto
de esta. Por otro lado, el residuo de TYR hace contacto con el sustrato y su pérdida deja a la
enzima sin actividad catalitica, la mutacion en ASP y LYS también impiden la catélisis, sin
embargo estos no interaccionan con el esteroide sino que su ausencia cambia la conformacién
anionica del sitio activo [10,11].

El mecanismo que se ha propuesto es el de “empuje y retiro” (Figura 5), en la reduccion la
TYR catalitica tiene un carécter acido, comienza con la transferencia de un hidruro al
carbonilo aceptor, seguido de la protonacion del carbonilo por Tyr mediante un relevo de
protones que involucra HIS. En la direccion de oxidacion la TYR es desprotonada por laLYS
y el anién fenolato remueve un proton del alcohol con la transferencia de un hidruro al
cofactor oxidado [12].
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Figura 5 Mecanismo catalitico de las HSDHs de la superfamilia AKR. El sentido de la reaccién depende del pH. Tomado
de [12]

1.2.2 Mecanismo catalitico de las HSDHs SDR

La funcion catalitica de esta superfamilia consiste en el patron TYR-X-X-X-LYS, donde en
la mayoria de las enzimas la triada catalitica se compone de SER-TYR-LYS. En la Figura 6,
la tirosina es un residuo catalitico y la lisina cumple dos roles, orientar al motivo de la
coenzima y disminuir el pKa de la TYR mediante una fuerte influencia electrostatica. El
residuo de serina juega un papel en la estabilizacion de las especies reactivas como un paso
de la catélisis [13]. En el mecanismo catalitico (Figura 6), primero la lisina se une a NAD(H)
y disminuye el valor de pKade la Tyr la cual se desprotona e interactta con el carbonilo del
sustrato, el intermediario se estabiliza por un puente de hidrdgeno de la serina, después la
tirosina desprotonada actlla como una base catalitica extrayendo el hidrogeno del C-OH vy al
mismo tiempo NAD* acepta un hidrégeno liberado por el carbono a reducirse [10].
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Figura 6 Mecanismo catalitico de las HSDHs de la superfamilia SDR. Tomado de [10]

1.3 Las 11p Hidroxiesteroide deshidrogenasas

Las 11 hidroxiesteroide deshidrogenasas son enzimas pertenecientes a la superfamilia del
alcohol deshidrogenasas de cadena corta, su funcion bioldgica es interconvertir la forma
activa de glucocorticoides enddgenos en sus derivados deshidrogenados. La isoenzima 2
(11B-HSD2) depende del cofactor NAD para realizar su actividad de deshidrogenasa, cataliza
la oxidacion de cortisol y corticosterona en cortisona y 11-dehidrocorticosterona,
respectivamente. Por otro lado, la isoenzima 1 (11B-HSD1) requiere de NADPH como
cofactor para llevar a cabo su actividad oxido-reductasa al reducir la cortisona y la 11-
dehidrocorticosterona (Figura 7) [14], sin embargo, esta isoforma tiene una capacidad
bidireccional, observandose su actividad deshidrogenasa en homogeneizados celulares y
cuando se ha purificado [15].

1.3.1 Receptores de glucocorticoides (RG) y mineralocorticoides (RM)

La expresion de las isoformas de 11B-HSD va de la mano con la expresion de receptores
nucleares de mineralocorticoides y glucocorticoides, la isoenzima 1 se distribuye en higado,
placenta, musculo esquelético, tejido adiposo y en las islas de Langerhans, en el pancreas
[16]. Mientras que la isoenzima 2 se expresa en rifion, colon, placenta y en la glandula
adrenal. Las enzimas modulan los niveles locales de glucocorticoides y por lo tanto su acceso
a los receptores, lo que los convierte en interruptores moleculares para la expresion (mediante
RM) o represion de genes (mediante RG), ademas estos receptores se encargan de regular
alrededor del 2% del genoma humano por accion de los glucocorticoides, aunque no de
manera exclusiva [16-18].
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Figura 7 Interconversion del glucocorticoide inactivo (cortisona y dehidrocorticosterona) en glucocorticoide activo
(cortisol y corticosterona) en los drganos donde la expresion de las 114-hidroxiesteroide deshidrogenasas es mayor.
Tomado de [14]

1.3.2 11B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1

En humanos y ratones esta proteina estd compuesta por 292 aminoacidos con una masa de
34 kDa, los aminoéacidos clave para su actividad catalitica son TYR 183, LYS 187 y SER
170 (Figura 8) [18]. Su ubicacién dentro de la célula es en la membrana del reticulo
endoplasmico (RE), orientado de tal forma que el dominio catalitico se encuentre dentro del
lumen del RE. Invivo se realiza la actividad de la oxidorreductasa; sin embargo, al purificarla
y obtener homogenizados celulares la direccionalidad se torna hacia la deshidrogenasa; este
fendmeno puede explicarse por la disponibilidad de la coenzima. La glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (H6PD) tiene un homélogo en el lumen del RE con la capacidad de catalizar
los dos primeros pasos de la via de las pentosas fosfato, por lo consiguiente puede suplir a la
11B-HSD1 de NADPH mediante sus sustratos, glucosa-6-fosfato y NADP™, la H6PD
mantiene una concentracion suficiente de NADPH para permitir la actividad catalitica de
cortisona a cortisol [19,20]



Figura 8 Sitio activo de la 71/4-HSD1, conformado por los residuos TYR 183, LYS 187 y SER 170

1.3.3 11BHidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2

La 11B-HSD2 es una proteina de 44 kDa constituida por 405 aminoacidos, tiene una identidad
de secuencia del 18% con respecto a la isoforma 1 [19]. Esta enzima es la fuente principal de
cortisona y glucocorticoides administrados de manera exdgena para la isoenzima 1, puesto
que primero deben ser deshidrogenados para ser activados, por lo que existe un reciclaje de
la hormona esteroidea en los tejidos [21]. La enzima es intrinseca a la membrana del RE, el
NH: terminal se encuentra dentro del lumen mientras que el COOH terminal se encuentra del
lado del citoplasma, con una orientaciéon opuesta a la de la 113-HSD1, por lo que el sitio
activo de la 11BHSD2 se orienta hacia el citoplasma [22]. Actualmente no se cuenta con un
cristal de la proteina por lo que para su estudio bioinformatico se opta con realizar modelos
3D con Alphafold [23].

1.4 Inhibidores de las 11BHSDs

La inhibicion de ambas isoformas de 113-HSD se ha estudiado desde el descubrimiento de
los metabolitos del regaliz, sin especificidad. Actualmente se han sintetizado varios
inhibidores selectivos para ambas enzimas con el propésito de aliviar enfermedades
metabolicas, sin embargo, la mayoria se encuentra en fases preclinicas [24,25]. También se
han identificado inhibidores enddgenos para la actividad deshidrogenasa de la 113-HSD2 y
para ambas actividades de la 11B-HSD1 [26].

1.4.1 Inhibidores de la 11BHSDI1

La inhibicion de 11B-HSD1 es un tema importante al estar involucrado en diversas
enfermedades, se considera que los inhibidores de esta enzima inhiben parcialmente la
conversion de cortisona a cortisol en tejidos sin afectar la concentracion normal de cortisol
en el plasma sanguineo [27]. La tabla 1 muestra algunos de los inhibidores reportados para
laisoenzima 1, la carbenoxolona es cominmente utilizada en estudios de inhibicion y ha sido
empleada como medicamento para mejorar la sensibilidad a insulina y la fluidez verbal en
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pacientes con diabetes tipo 2 [28]. En la Figura 9 se muestran las estructuras de algunos de
los inhibidores selectivos de la 11BHSDI1 reportados en la literatura, todos en fases
preclinicas como potenciales farmacos [15,24,29-31].
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Figura 9 Inhibidores selectivos de la 115-HSD1 encontrados en la literatura

1.4.2 Inhibidores de la 113-HSD2
La inhibicion de la isoenzima 2 tiene un efecto significativo sobre varios tejidos del cuerpo,

se puede destacar el aumento de la retencion de sodio y agua en el rifion, en la placenta puede
alterar su funcion y alterar el desarrollo del feto, en testiculos altera la esteroidogénesis, y en

el endotelio vascular estimula el proceso proinflamatorio [32].
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Los primeros inhibidores reportados de esta enzima provienen de extractos naturales como
el acido glicirretinico del regaliz, que es no especifico para ambas isoformas, y el gossypol,
de las semillas de algoddn cuya mezcla enantiomérica posee también un efecto de infertilidad
masculina. Algunos inhibidores de la 11BHSD2 son disruptores endocrinos son ftalatos,
organotinas, per y polifluoroalkilos, bifenilos policlorados y compuestos organoclorados
[32—-34]. Debido a los posibles efectos adversos, es necesario identificar sustancias exdgenas
que puedan inhibir a esta enzima y disefiar farmacos selectivos sobre la isoforma 1, algunos
estudios se han enfocado en realizar docking molecular de compuestos aprobados por la FDA
en la 11B-HSD2 para dilucidar posibles efectos adversos [35]. En la Figura 10 se presentan
algunos de los inhibidores selectivos para la 11p3-HSD2 reportados en la literatura [18,36,37].
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Figura 10 Inhibidores selectivos de la 115-HSD2
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1.4.3 Inhibidores no especificos de la 11-HSD1 y 11B3-HSD2

Acido Glicirretinico Carbenoxolona

HO l OH

Curcumina Bisfenol A

Figura 11 Inhibidores no selectivos de las 11-HSDs.

1.5 Patologias asociadas a glucocorticoides por la accion de las 113-HSDs

Los glucocorticoides cumplen un papel importante en la homeostasis del cuerpo, el balance
entre su forma inactiva e inactiva, de cortisona y cortisol respectivamente, influye en la
regulacion de procesos como el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, presion
arterial, modulacion de la respuesta inmune, y mantener el balance electrolitico. Los GC
pueden unirse a la membrana celular y mitocondrial, alterando las propiedades
fisicoquimicas de la membrana y la funcion de proteinas de membrana, en particular en la
mitocondria puede conllevar a cambios en la produccion de ATP y por ende impedimento en
la funcién celular [5]. El exceso de cortisol ha sido relacionado con el desarrollo de
componentes del sindrome metab6lico como dislipidemia, diabetes tipo 2, hipertension,
cancer y obesidad, a esta Ultima se le ha atribuido la 113-HSD1 como el principal factor
etioldgico debido a su papel en la diferenciacion de adipocitos [38]. Tanto un exceso como
decremento en el nivel de glucocorticoides por la accion o defecto de ambas enzimas puede
tener efectos adversos sobre tejidos especificos, viéndose reflejado en distintas
enfermedades. La Figura 12 resume las patologias asociadas a ambas enzimas.
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Figura 12 Enfermedades y condiciones relacionadas al malfuncionamiento de las 7//4-HSDs.

1.5.1 Enfermedades neurodegenerativas

El eje hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) es el sistema neuroendocrino encargado de
secretar cortisol, siguiendo un ritmo diurno y con un aumento en respuesta al estrés, su
liberacion cesa por un mecanismo de retroalimentacion negativa posiblemente mediado por
11B-HSD1 [39]. En el cerebro la expresion de la isoenzima 1 se localiza en el cerebelo, el
hipocampo y la corteza cerebral, siendo esta Gltima la de mayor concentracion. En el
hipocampo se expresan los receptores RM y RG, el primero se encuentra ocupado por
glucocorticoides durante el estado basal y permite la formacién de la memoria episddica,
mientras que RG por su menor afinidad permanece desocupado hasta que exista un aumento
de las hormonas esteroideas debido al estrés, lo que en su lugar provoca el condicionamiento
al miedo en la amigdala [27,40,41].

El decaimiento cognitivo que ocurre en el envejecimiento de mamiferos ha sido relacionado
con un aumento en la actividad de 113-HSD1 en el cerebro, el encogimiento del hipocampo
es un cambio estructural notable; en estudios con ratones knockout para el gen que codifica
a esta enzima muestran una proteccién ante la pérdida de memoria y funciones cognitivas.
Ademas, se han reportado polimorfismos del gen HSD11B1 en nativos americanos que se
correlacionan con un aumento a padecer Alzheimer [28,41].

En ratones de la cepa Tg2576, un modelo de la enfermedad de Alzheimer, se les suministro
un inhibidor potente de 11B-HSD1 (UE2316) y se observd una disminucion en la
acumulacion de placas B amiloides en la corteza cerebral y la amigdala, mejorando
habilidades cognitivas en pruebas de memoria, este efecto puede atribuirse a la disminucion
intracelular de glucocorticoides y su acceso a RM y RG. No obstante, la inhibicién de 11f3-
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HSD1 solo muestra resultados positivos en el tratamiento de la enfermedad en etapas
tempranas [42].

1.5.2 Diabetes mellitus tipo 2

La presencia de glucocorticoides puede oponerse a la accion de la insulina al contribuir a la
hiperglucemia, puesto que promueve la expresion de enzimas claves en la gluconeogénesis
como el fosfoenolpiruvato carboxiquinasa que fosforila piruvato en fosfoenolpiruvato, y a la
glucosa 6-fosfatasa que hidroliza glucosa-6-fosfato liberando glucosa [15]. La actividad de
11B-HSD1 en tejido adiposo se encuentra aumentada en roedores y humanos con obesidad,
resultando en dislipidemia, hipertension y diabetes tipo 2 [43]. EI compuesto BVT-116429
es un inhibidor de 11B-HSD1 en fase preclinica, ha demostrado una alta biodisponibilidad en
el tejido adiposo y selectividad por el mismo frente a las enzimas hepéticas [44].

En pacientes con diabetes tipo 2, la inhibicion de 113-HSD1 por administracion tépica en
heridas crénicas podria ser un tratamiento para la cicatrizacion, al tener niveles bajos de
glucocorticoides permite la proliferacion de queratinocitos [15]. Actualmente, el tratamiento
de la diabetes tipo 2 tiene distintas vias posibles; la 113-HSD1 como blanco terapéutico para
esta enfermedad tiene varios desafios, incluida la taquifilaxia y las dosis cronicas que pueden
tener un efecto sobre el eje HPA, ademas de que los mecanismos moleculares de varios
inhibidores como antidiabéticos no estdn completamente estudiados [15,43].

1.5.3 Sindrome de Cushing

El sindrome de Cushing es una enfermedad que afecta a mdltiples sistemas del cuerpo,
resultado de una secrecion excesiva de cortisol, esta puede ser causada por carcinoides en la
tiroides, timo y pulmon, o por la administracion cronica de GC. En particular, el tumor
pituitario secretor de hormona adrenocorticotropica es la causa mas comun de esta
enfermedad [45]. Algunos de los sintomas relacionados son similares a enfermedades
metabdlicas ademas de aumentar el riesgo de complicaciones cardiovasculares y mortalidad
[46]. En el modelo de rata obesa Zucker, que es representativa para el sindrome de Cushing,
se ha observado que los niveles altos de cortisol circundante tienen un efecto distinto en
diferentes tejidos, en el higado la actividad de la 11B-HSD1 se ve disminuida mientras que
en tejido adiposo aumenta y la acumulacién de grasa provoca obesidad central. La regulacién
tejido-especifica de glucocorticoides mediante la expresion de 11p3-HSD1 en el sindrome de
Cushing sigue siendo estudiada, y esta enzima como diana farmacologica para tratar la
sintomatologia de esta enfermedad aun se encuentra en debate [45,47].

1.5.4 Cancer

La mayoria de tipos de células cancerigenas tienen la capacidad de producir cortisol donde
las 11B-HSDs cominmente se encuentran desreguladas a la alta en la tipo 1 o reguladas a la
baja en la tipo 2, el resultado de este desbalance es el aumento de la biodisponibilidad local

15


https://www.zotero.org/google-docs/?8ZDNdb
https://www.zotero.org/google-docs/?g2NhMs
https://www.zotero.org/google-docs/?UcgkQb

de cortisol y su probable interaccion con el receptor de mineralocorticoides, que en este caso
puede desencadenar la inhibicion de la proliferacion de linfocitos citotdxicos CD8" [48].

El cancer de mama triple negativo es aquel donde las células malignas carecen de receptores
de estrogenos a, receptores de progesterona y perdida de la sobreexpresion del receptor de
factor de crecimiento epidérmico humano, al tener un numero reducido de dianas
farmacoldgicas estos tumores tienden a ser resistentes a quimioterapia. Los glucocorticoides
pueden ser una via alternativa de tratamiento ya que sus receptores se encuentran expresados
de forma abundante en este cancer, ademas de que estan involucrados en rutas relacionadas
al carcinoma como la supervivencia celular, la transicion epitelio-mesenquimal y la adhesion
celular [49]. En otras lesiones como carcinoma ductal mamario la proporcion 11pB-
HSD1/11B-HSD2 es mayor que tejidos sanos y juegan un papel importante en la progresion
de la tumorigénesis [50].

En el carcinoma colorrectal se expresa la 113-HSD2, su regulacion a la baja ha sido asociada
con la transformacion neoplasica de adenomas, se ha probado la inhibicion de esta enzima
con &cido glicirrinico para suprimir el crecimiento del tumor [34]. No obstante otros estudios
sugieren que la sobreexpresion de esta enzima no altera la proliferacion celular pero si puede
promover la progresion y metastasis a traves de la via Fgfbpl-AKT, siendo la primera una
chaperona con posibilidad de ser una diana farmacologica ademas de la 11p-HSD2 [51].

1.5.5 Exceso aparente de mineralocorticoides

El estudio de las 11B-HSDs y descubrimiento de sus isoformas comenzo a partir de las
observaciones realizadas sobre una enfermedad autosomal recesiva en infantes, quienes
presentaban hipertension, hipopotasemia, alcalosis metabdlica y dificultades para crecer
[17,52]. La etiologia de este sindrome se le atribuye a la nula o baja actividad 11p-HSD2
resultado del gen que la codifica, lo cual provoca un aumento en la activacién de los
receptores mineralocorticoides mediados por el cortisol como agonista, consecuentemente
provoca un aumento en el sodio renal y reabsorcion del agua [53]. Se teoriza que la accién
del cortisol como agonista de RM es debido a la ausencia de NADH producido durante la
inactivacion del cortisol por la 113-HSD2, el cofactor podria permitir que el cortisol ocupe
al receptor sin imitar la accion de la aldosterona [52]. La inhibicion de la 113-HSD2 con
acido glicirrinico puede llevar a sintomas similares a los del exceso aparente de
mineralocorticoides, por lo tanto se tiende a evitar a esta enzima como diana farmacoldgica
[54].

1.6 Bioinformatica de las 113-HSD1 y 11B3-HSD2

La aplicacion de la bioinformatica al estudio de estas enzimas se enfoca principalmente en la
obtencion de posibles nuevos farmacos selectivos hacia la 11B-HSD1 con baja o nula
actividad para la enzima tipo 2. En el caso de la isoenzima 1, los cristales disponibles de la
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proteina se encuentran cristalizados con ligandos que se encuentran en vecindad al cofactor
y al residuo catalitico TY187 ademas de una interaccion estabilizante con SER170 [55]. Se
ha realizado docking con varios inhibidores reportados por distintas empresas, todos siendo
especificos y con un mecanismo de union basado en imitar el carbonilo de la cortisona e
interactuar con SER170 y TYR183, sin embargo, otras investigaciones sefialan que en
algunos casos estas cetonas pueden ser sustratos. Las amidas, sulfonamidas y triazoles como
clase estructural, tienden a mejorar la interaccion con la 113-HSD1 [56]. También se ha
realizado docking con el cristal con PDB ID: 6NJ7 con terpenoides con la misma estructura
planar, el eufuano (mostrado en azul) y el lanostano (mostrado en verde) tenian una diferencia
de ocho veces en cuanto actividad, y tenian la misma estructura planar. Las interacciones
observadas para el sesterterpeno eufano (Figura 13) fueron puentes de hidrégeno con
THR124, SER170 y TYR183 dentro del bolsillo activo y en el exterior del mismo se acopl6
la cadena lateral de esta molécula [57].

Lanostano

Figura 13 Docking molecular en el cristal 6NJ7 de la 7/4-HSD1 de dos terpenoides. En azul el sesterterpenoide eufano y
en verde un triterpenoide lanostano. Tomado de [57].

Empleando moléculas con evidencia experimental con actividad inhibitoria de la 11p-HSD1
se puede realizar docking con estructuras similares para predecir su potencial biolégico,
derivados 1,24-triazol con un linker de adamantano (Figura 14) han sido disefiados bajo este
criterio y estudiados in silico como nuevos inhibidores de la isoenzima 1, los binding affinity
scores que obtuvieron rondaron entre -7.98 a -8.48 kcal/mol, y se destacaron interacciones
del triazol con los residuos de aminoacidos como puentes de hidrégeno con SER170 y
TYR183 tras incrementar en un carbono la longitud entre el triazol y el fenilo, adicionalmente
se mantuvieron interacciones hidrofébicas con TYR177 y TYR183 [58].
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Figura 14 Derivados de 1,2,4-triazoles con linkers de adamantano diseiiados como inhibidores de la 11HSDI.
Modificado de [58]

Un estudio de docking molecular realizado con el cristal con PDB 1D:2bel de la isoenzima 1
con una familia sintética de eufenoles, compararon el acoplamiento de un derivado sintético
eufenol sobre la enzima humana y de raton, los resultados bioinformaticos concordaron con
los bioensayos realizados donde el eufenol reportado inhibia con mayor diferencia a la
enzima de ratn [59].

En el caso de la 11B-HSD2, no se cuenta con alguna estructura cristalizada de la enzima por
lo que las metodologias para realizar estudios de docking se parte primero del modelado de
la proteina por homologia, en este sentido, es importante que los modelos mantengan los
dominios GXXXGXG el cual se asocia con el cofactor y YXXXK que constituye al centro
catalitico ademas de un residuo de serina que permite orientar al sustrato [60]. La mayoria
de los estudios emplean el cristal de la 11B3-HSD1 con codigo PDB: 3HFG por su resolucion
de cristal de 2.3A y utilizan el software Molecular Operating Environment (MOE) [61].

La union del cofactor es importante ya que a diferencia de la isoenzima 1, el NAD+ debe ser
acoplado dentro del modelo, debido a esto se debe realizar el docking del cofactor con la
11B-HSD2, en modelos creados por homologia la union de NAD+ tiene una conformacion
3D similar a la NADPH en los cristales de la 113-HSD1, segun estas predicciones NAD+
puede formar puentes de hidrogeno con ASP91, PHE94, ALA168, HIS170, TYR232 y
THR267 (Figura 15) [62].
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Figura 15 Interaccion del cofactor NAD+ con los residuos de la 775-HSD1 en raton (rojo) y humano (verde). Modificado
de [54]

Dada las patologias relacionadas a la 11B-HSD1, sobre todo las alteraciones en el
metabolismo, se puede considerar una diana farmacoldgica relevante, por lo que la
identificacion de criterios para el disefio inhibidores especificos y duales podria ser detallado
mediante estudios de bioinformética. En el caso de la 11B-HSD?2 la obtencion de inhibidores
especificos para el tratamiento de cancer sobre todo aquellos que provengan de células con
alta expresion en MR podria ser una alternativa, sin embargo, los efectos adversos de su
inhibicién la vuelven una antidiana. Estudiar la actividad de inhibidores duales podria dar
paso a la comprension de aquellas interacciones con las enzimas que puedan promover la
especificidad hacia una de las isoformas.
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2.0 OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar la relacion entre la interaccion de sustratos enddgenos y la carbenoxolona a nivel
bioinformatico en la 113-HSD1/2.

Objetivos particulares

e Analizar el docking de los sustratos enddégenos de la 118-HSD1 en su forma de
reductasa y de oxidasa

e Analizar el modelo de redes neuronales de 11--HSD2 como objeto de estudio de
docking molecular

e Detallar la dinamica molecular de la carbenoxolona de la 113-HSD1 y 11B3-HSD2.

e Disefiar criterios de inclusion para el disefio de inhibidores duales y selectivos.
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3.0 METODOLOGIA

3.1 Consulta y seleccion de cristales.

Las estructuras de las proteinas fueron obtenidas de la base de datos Protein Data Bank del
RCSB [63,64], bajo la busqueda de “11beta-Hydroxysteroid Dehydrogenase 1”. A la fecha
del trabajo se encontraron alrededor de 69,380 estructuras de la 11BHSD1 humana, dentro
de las cuales 56,321 cristales habian sido obtenidos por difraccion de rayos X, de estos se
selecciond el cristal 3QQP [63] que se encuentra cristalizado con NADPH por lo que
representa la actividad reductasa. Por otro lado, el cristal 2BEL [64] se seleccion0 para
representar la funcion oxidasa que puede realizar la enzima al estar cristalizado con NADP,
ademas esta proteina esta cristalizada con el inhibidor carbenoxolona, el cual fue utilizado
para el posterior docking molecular.

3.2 Alineamiento

El alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las proteinas 11BHSD1/2 se realiz6 con
la herramienta de Global Alignment del NCBI [65], el nimero de acceso de las secuencias
empleadas fueron NP_005516.1 con 292 residuos parala 113-HSD1y NP_000187.3 con 405
residuos para la 113-HSD2. La identidad entre ambas proteinas fue del 20%.

3.3 Preparacion de Proteinas

La preparacion de las proteinas se realizo utilizando el programa Protein Preparation Wizard
de la Suite de Schrodinger [66], la integridad estructural fue revisada y ajustada; se afiadieron
recurrencias faltantes, asi como segmentos de bucle cerca del sitio activo mediante Prime
[67,68]. Se afadieron los atomos de hidrdgeno a cada proteina para devolverla a su estado
original. Los estados de protonacion tautomérica de ASP, GLU, LYS e HIS se ajustaron a un
pH de 7.4. Las moléculas de agua que se encontraban dentro de una esfera a 5 A del sitio
activo fueron eliminadas. La orientacién de los puentes de hidrégeno se ajusté alrededor del
sitio activo usando PROPKA a un pH de 7.4 y se eliminaron las moléculas de agua con 1 o
2 puentes de hidrdgeno. Finalmente, el complejo proteina-ligando se minimiz6 utilizando el
campo de fuerzas OPLS4 [69], con un RMSD de 0.3 A.

3.4 Preparacion de Ligandos

Los ligandos, tanto sustratos como inhibidor, fueron obtenidos de los cristales seleccionados
previamente. Para el docking molecular, fueron preparados utilizando LigPrep [70] de la
Suite de Schrodinger, tras obtener las estructuras en 3D se prepararon y cargaron los campos
de fuerza OPLS4 [69]. Los centros protonados y estados de ionizacion posibles de la
estructura base se calcularon usando un ionizador a pH de 7.4. Los estereoisdbmeros se
conservaron segun las estructuras originales, con un limite de 32 isémeros para cada ligando.
Se generaron estados tautomeros y se seleccionaron los conférmeros con menor energia para
cada ligando.
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3.4 Docking Molecular

El docking molecular se llevé a cabo en el mddulo de Glide de Maestro [71]. Para la
flexibilidad, a los ligandos se les permitid rotaciones adicionales para los grupos hidroxilo
en THR, TYRy SER, asi como el grupo tiol de los residuos de CYS. Se mantuvo la posicion
de unién de menor energia de cada ligando. Los docking score fueron realizados de tres
maneras: cribado virtual de alto rendimiento (HTVS), precision estandar (SP) y precision
adicional (XP).

3.5 Dindmica Molecular

Los estudios de dinamica molecular se realizaron con Desmond [72] para evaluar la
estabilidad de la interaccion de las 113-HSD1/2 con la carbenoxolona. La simulacion se llevo
a cabo dentro de una caja ortorrémbica, situando al complejo proteina-ligando en el centro a
una distancia de 10 A. La caja se solvatd con moléculas de agua y con una concentracion de
150 nM de cloruro de sodio, simulando condiciones fisiologicas. La energia del sistema se
minimiz6 usando el campo de fuerza OPLS4 [69] con 2000 interacciones, con un criterio de
convergencia de 1 kcal/mol/A. Por Gltimo, la simulacion se hizo en un intervalo de 100 ns a
300K y presion de 1 bar.
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4.0 DISCUSION DE RESULTADOS
4.1 Docking molecular de sustratos e inhibidor de la 11B-HSD1 con el cristal 3QQP

En primera instancia para los estudios de acoplamiento y poder presentar un marco de
referencia se realizo el acoplamiento con los sustratos endogenos, particularmente para la
11B-HSD1, dada su dualidad de mecanismo, puede funcionar con la cortisona y el cortisol.
Especificamente, el cristal 3QQP, tiene como cofactor en su estructura al NADPH, por lo
tanto, este simula las condiciones de transformacion de cortisona a cortisol, es decir debera
presentar un acoplamiento preferente al primero, para facilitar la salida del producto en este
estado de la enzima. Estos sustratos se unen al sitio activo situado en medio del dominio de
plegamiento de Rossman donde ambas moléculas ocupan el mismo bolsillo. En la Figura 16
se puede observar que la cortisona mostrada en color morado y el cortisol mostrado en color
gris comparten el mismo espacio al momento de unirse a la enzima, con un docking score de
-8.025 y -7.275 kcal/mol respectivamente, con un ligero cambio en la posicion y rotacién de
los enlaces, esto concuerda con la naturaleza reversible de la actividad catalitica de
oxidoreductasa de la 113-HSD1 y sugiere que el transporte del hidruro del cofactor al sustrato
y viceversa, ocurre en el mismo sitio. Asi mismo el NADPH (azul claro) se encuentra
orientado de tal forma que el anillo dihidropiridinico se encuentra orientado al carbono 11 de
ambos glucocorticoides, hecho importante ya que se ha establecido que la formacion del
complejo enzima-sustrato es dirigido por el acoplamiento previo del cofactor en un
mecanismo donde primero ocurre el acoplamiento de NADPH seguido de la unién y
transformacion del sustrato y por Gltimo la salida del cofactor oxidado, por lo que su unién
de este en una posicion adecuada daria paso a la actividad catalitica tras la union del sustrato.
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Figura 16 Docking molecular de cortisona (morado) y cortisol (gris) en la 115-HSD1 con el cofactor NADPH (azul
claro) (PDB:3QQP)

Al realizar un acercamiento al sitio catalitico de la proteina (Figura 17) se aprecia la
interaccion los residuos aminoacidos SER 170, TYR 183 y LYS 187, involucrados en la
actividad catalitica de la 11B-HSDL1, el proton del oxigeno del anillo fendlico de la cadena
lateral de la TYR 183 se encuentra en paralelo al oxigeno del grupo carbonilo de la cortisona
(morado), a su vez el proton del hidroxilo de la serina se encuentra adyacente a la cetona del
carbono 11. Por otro lado, debido al pH del modelo, el grupo amino de la cadena lateral de
la lisina se encuentra protonada por lo que puede estabilizar a la lisina durante el
acarreamiento del protén. La disposicion espacial de los residuos aminoacidos de la triada
catalitica permiten la interaccion entre el NADPH y el sustrato, asi como consigo mismos.
La distancia entre los hidruros del anillo dihidropiridinico y el carbonilo es de 4.43 A.
Ademas, se puede observar en el diagrama 3D la interaccion de la cortisona con residuos del
bolsillo catalitico como ALA 223, VAL 180, TYR 177 y LEU 126 que permiten que el
sustrato se acomode en una pose adecuada para la reduccion del carbonilo.
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Figura 17 Disposicién en el espacio de los residuos de Ser 170, Tyr 183y Lys 187 como triada catalitica e
interaccion entre el NADPH (verde) y la cortisona (morado).

Paralelamente, la Figura 18 muestra el diagrama 2D de las interacciones de la cortisona,
principal sustrato de la 11B-HSD1 en su actividad reductasa, se pueden destacar las
interacciones hidrofdbicas en gran parte de la molécula con residuos de ILE, ALA, MET,
TYR, VAL, LEU y PRO. La alta presencia de residuos de aminoécidos con cadena
hidrofébica indica la naturaleza del pocket y la capacidad de la estructura esteroidea de la
cortisona para ingresar al mismo. No obstante, también interacciones polares son importantes
para el acoplamiento del sustrato, destacando SER 184, THR 220, THR 222, THR 124, SER
125, SER 229y el residuo del sitio catalitico SER 170, estas interacciones se pueden deber a
la presencia de grupos hidroxilo en el carbono 17 y 19, ademas de la cetona en 18. El residuo
de LYS 225 junto con la lisina catalitica 187 poseen interacciones de carga positiva con el
sustrato.
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Figura 18 Diagrama 2D de interacciones de la cortisona con la 115-HSD1 3QQP.

En contraste en el acercamiento al docking con el cortisol mostrado en rosa (Figura 19), se
puede observar que este tiene interacciones de puentes de hidrégeno con residuos no
cataliticos como LEU 126, VAL 180, TYR 177, ALA 223, a diferencia del docking con la
cortisona con VAL 227. Adicionalmente, el grupo hidroxilo en C11 establece un puente de
hidrégeno con la tirosina catalitica 187. En cambio, la distancia entre el metileno del anillo
dihidropiridinico del NADPH (verde) y el hidroxilo del C11 del cortisol es de 5.20 A. El
aumento en la distancia y diminucién en la afinidad del cortisol con respecto a la cortisona
hacia la 11p-HSD1 acoplada a NADPH justifica la imposibilidad de llevar a cabo la
oxidacion del hidroxilo en cetona con este cofactor.
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Figura 19 Disposicion en el espacio del cortisol (rosa) en el bolsillo catalitico, mostrando los residuos de aminoacidos
con los que interacciona ademas del centro catalitico y el cofactor NADPH (verde).
Paralelamente, en términos de residuos de interaccion podemos observar que el cortisol
presenta un caracter hidrofobico predominante en la molécula con algunas regiones polares
e interacciones con residuos cargados positivamente (Figura 20). En contraste con la
cortisona, los residuos de interaccion hidrofobica se conservan entre ambas moléculas, al
igual que las interacciones polares y las dos lisinas que interaccionan por carga positiva, no
obstante, al cortisol se le suma una interaccion de glicina mediante el residuo GLY 173 a

comparacion de la cortisona.
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Figura 20 Diagrama 2D de interacciones del cortisol en el cristal 3QQP

Finalmente, procediendo con el inhibidor de referencia dual seleccionado como modelo de
estudio, la carbenoxolona, se encontrd para esta isoforma en el estado de NADPH un docking
score de -8.559 kcal/mol, explicando asi un acoplamiento superior al sustrato endégeno de
este estado de la isoforma 1, el inhibidor se acopla al mismo sitio que los sustratos endogenos,
en el diagrama 3D (Figura 21) se pueden observar los aminoacidos de interaccion en el
bolsillo catalitico, compartiendo los residuos de ALA 223, LEU 126, TYR 177 y VAL 180
con la cortisona. No obstante, la carbenoxolona posee interacciones adicionales como LEU
217, LEU 171, THR 124 e ILE 121 lo que podria contribuir a su actividad inhibitoria hacia
la 11B-HSD1, al mantener un acoplamiento més estable que la cortisona.
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Figura 21 Docking molecular de la carbenoxolona con la 115-HSD1 de cristal 3QQP

En cuanto al diagrama de interaccion en dos dimensiones de la carbenoxolona (Figura 22)
podemos observar que predominan las interacciones de caracter hidrofobico con 20 residuos,
13 residuos interacciones polares, de carga positiva 2 residuos, y a diferencia de los sustratos
endogenos, la carbenoxolona tiene interacciones con residuos cargados negativamente tales
como ASP 259 y GLU 221. Asi mismo este inhibidor interacciona con los residuos de la
triada catalitica de la 11p-HSDL1.
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Figura 22 Diagrama 2D de interacciones de la carbenoxolona con la 7/74-HSD1 3QQP

4.2 Docking molecular de sustratos e inhibidor de la 113-HSD1 con el cristal 2BEL
En este trabajo se estudid 1a 113-HSD1 en la direccidn de oxidacién del cortisol en cortisona,
se empled el cristal de codigo de pdb 2BEL como modelo ya que este se encuentra
cristalizado con NADP™, este cofactor direcciona la actividad catalitica de la enzima, lo que
se ve reflejado en el docking score para el cortisol y la cortisona de -8.253 y -6.981 kcal/mol,
respectivamente. En la Figura 23a se observa el docking de la enzima mostrada en una
representacion de listones, el cofactor NADP se muestra de color morado y el anillo
piridinico se encuentra cercano a los sustratos enddgenos. La cortisona (rosa) y el cortisol
(gris) se encuentran superpuestos en la misma regién de la proteina, a pesar de esto no
presentan una pose similar a la que se pudo observar en el docking con el cristal 3QQP en la
direccion de reduccion del glucocorticoide, adicionalmente la distancia entre el hidruro y los
oxigenos unidos al carbono 11 de ambos glucocorticoides es menor a la obtenida en el
docking con 3QQP.
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Figura 23 Docking molecular de la 115-HSD1 de cristal 2BEL con sus sustratos enddgenos. A) Representacion de la
proteina como listones. B) Acercamiento al acoplamiento de los sustratos, la cortisona (rosa) y el cortisol (gris) se
encuentran superpuestos con distintas poses.

En la Figura 24 se observan las interacciones del cortisol (gris) en el docking con los residuos
de aminoécidos en el sitio de union, residuos como THR 222, LEU 217, ALA 223y VAL
180 estabilizan el acoplamiento del sustrato a la enzima, estos Ultimos dos también se
encuentran en los resultados del docking con 3QQP para la cortisona siendo asi residuos
importantes en la interaccion adecuada enzima-sustrato para ambas direcciones de la 11p-
HSD1. Adicionalmente los hidrégenos del anillo D y del metilo del carbono trece del cortisol,
interaccionan con el anillo aroméatico de la TYR 183. Ademés de interaccionar con el
sustrato, THR 222 tiene interaccion con el NADP, y considerando que la union del cofactor
ocurre antes que el sustrato, este residuo y la presencia de NADP en lugar de NADPH podrian
conllevar a la direccion de la 11BHSD1 como oxidante del cortisol.

Por otro lado, en el diagrama 2D de interacciones del cortisol con la 118-HSD1 de cristal
2BEL (Figura 25), se observa que las interacciones hidrofébicas seguidas por las
interacciones polares, con 20 y 9 residuos de aminoacidos respectivamente. También
podemos destacar la interaccion de carga positiva con LYS 187, solo en esta direccion una
interaccion de carga negativa con el residuo GLU 221 y finalmente dos interacciones de tipo
glicinacon GLY 45y GLY 216.
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Figura 25 Diagrama 2D de interacciones entre el cortisol y la 115-HSD1 2BEL.

La cortisona tuvo dos interacciones en el bolsillo catalitico (Figura 26) a comparacion de
cinco del cortisol, esto puede explicar a su vez su menor docking score, también la distancia
entre el oxigeno del carbono 11y el hidruro del anillo piridinico del NADP fue mayor que la
del cortisol. Aunado a esto, en el diagrama de dos dimensiones (Figura 27) se observan 22
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residuos con interaccion hidrofobica y 7 con interaccion polar, ademéas de un puente de
hidrégeno con la tirosina catalitica 183 y una interaccion de carga positiva con LY'S 187.
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& Charged (positive) 9 Unspecified residue -~ H-bond — Salt bridge
Glycine Water #  Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
o Metal X Hydration site (displaced) ®—e Pi-Pi stacking

Figura 27 Diagrama 2D de interacciones de la cortisona con /75-HSD1 2BEL

La carbenoxolona se acopl6 en el sitio activo de la enzima 113-HSD1 en direccion de oxidasa
(Figura 28) puesto que se encuentra en los mismos confines que los sustratos endogenos. El
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docking score fue de -9.382, mayor que en la direccion de reductasa lo que sugiere que la
carbenoxolona actia como inhibidor dual en ambas direcciones con una inclinacion hacia la
forma de oxidasa. Aunado a esto, se presentan las interacciones del acoplamiento de la
carbenoxolona (verde) en el bolsillo catalitico de la 113-HSD1 de cristal 2BEL, se destaca la
interaccion con VAL 180 la cual también se encuentra presente en ambos sustratos,
interacciones con residuos mas lejanos como ALA 226, VAL 227 y MET 233 se deben al
tamanio de la molécula por lo que bloquea la entrada de los sustratos, esto también se puede
observar en el diagrama 2D de interacciones de la carbenoxolona (Figura 29), donde gran
parte de la cadena lateral del terpenoide se encuentra expuesta al solvente. A su vez la
carbenoxolona presenta méas regiones polares en la molécula en comparacioén a la cortisona
y cortisol, establece interacciones hidrofobicas con 21, polares con 9 y 2 interacciones con
glicinas.

MET 233

Figura 28 Acoplamiento e interacciones de la carbenoxolona con la 115-HSD1 2BEL
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Figura 29 Diagrama de interacciones 2D de la carbenoxolona con la 715-HSD1 2BEL.

4.3 Docking molecular de sustrato e inhibidor de la 113-HSD2

La 11B-HSD2 no cuenta actualmente con un cristal registrado por lo que su estudio
bioinformatico puede ser limitado. En este trabajo se realizé el modelado por homologia
mediante modelado por Alphafold, a la enzima obtenida se le hizo docking molecular con su
sustrato enddgeno cortisol, la cortisonay el inhibidor no especifico carbenoxolona. La Figura
30 muestra el resultado del acoplamiento del cortisol (rosa), cortisona (amarillo) y la
carbenoxolona (azul), estos obtuvieron un docking score de -7.173, -7.073 y -8.248 kcal/mol
respectivamente, lo que coincide con la selectividad de la 11B3-HSD2 por el cortisol y la
capacidad de la carbenoxolona de inhibir la isoforma 2. Ademas, las tres moléculas se
acoplaron en el mismo sitio.
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Figura 30 Docking molecular de la 115-HSD2 modelada por Alphafold con cortisol (rosa), cortisona (amarillo) y
carbenoxolona (azul)

El cortisol, sustrato endégeno de la isoenzima 2, se muestra de color rosa acoplado al modelo
de la 11B-HSD2 (Figura 31), estableciendo interacciones con residuos como CYS 264, GLY
263, TYR 226, PRO 220 y LEU 229 para poder obtener una conformacion adecuada en el
sitio catalitico, que a su vez interacciona con la SER 219, que junto a LYS 236 y TYR 232
se representan de color gris y con palos gruesos en la figura para representar la triada
catalitica, la manera en la que estan dispuestos es similar a los acoplamientos con la isoforma
1 a pesar de no contar con el cofactor para este docking. La distancia entre el hidroxilo de la
tirosina catalitica y el carbono del alcohol en la posicion 11 del cortisol fue de 3.47 A.

De forma paralela, la interacciones en el diagrama 2D (Figura 32) del cortisol muestran que
esta molécula tiene en su mayoria regiones hidrofébicas, sin embargo, las regiones polares
son mayores que en la de los sustratos endégenos en la 113-HSD1. El sustrato interacciona
con 21 residuos de manera hidrofdbica y 8 con caracter polar, establece un mayor nimero de
interacciones con glicinas comparado con el cortisol y cortisona, con la GLY 263y TYR 226
forma puentes de hidrogeno. Adicionalmente, los tres residuos del centro catalitico se
encuentran en el diagrama de interaccion con LY'S 236 interactuando con carga positiva, SER
219 de manera polar y TYR 232 de forma hidrofobica.
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Figura 32 Diagrama 2D de interacciones del cortisol con la 115-HSD2 modelada por Alphafold

Aungue no es sustrato de esta enzima, se realizo el acoplamiento de la 113-HSD2 con la
cortisona, en la Figura 33 se observa el docking molecular realizado con el modelo generado
por Alphafold, la cortisona interactia con menos residuos en comparacion con el cortisol
siendo estos ASN 171 y SER 269, ademas de compartir interacciones como GLY 263 y la
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tirosina catalitica 232. No obstante, la distancia entre el C11 de la cortisona y el hidroxilo de
la cadena lateral de la tirosina fue mayor a la del cortisol, con 4.14 A. En cuanto al diagrama
de interacciones en dos dimensiones (Figura 34), se destaca que en el acoplamiento de la
cortisona esta presenta regiones hidrofébicas, interaccionando con 20 residuos, y polares,
con 8 residuos, principalmente pero también posee regiones de interaccion con glicinas como
GLY 93, 218, 169 y 263. También se presentan puentes de hidrogeno con TYR 232, ASN
171y SER 269.

LYS 236

ASN 171 \
/

SER 219

| SER269

Figura 33 Disposicion espacial del acoplamiento de la cortisona en el modelo de la 115-HSD2
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Figura 34 Diagrama 2D de interacciones de la cortisona con la 115-HSD2 modelada por Alphafold

En cuanto al acoplamiento de la carbenoxolona (Figura 35), esta interaccion6 con mas
residuos en el bolsillo catalitico comparado con el cortisol y la cortisona, coincidiendo con
el primero en la TYR 226, GLY 263 y CYS 264. Ademas de interacciones con residuos
lejanos al sitio catalitico como GLY 89, SER 92, ALA 128 y GLY 169 que interaccionan
con el anillo D y la cadena lateral de la carbenoxolona, THR 267, LYS 236 y ALA 221
también son exclusivos del inhibidor. Adicionalmente, el residuo de la triada catalitica TYR
232 interacciona con la carbenoxolona a diferencia del cortisol, lo que puede formar parte
del mecanismo por el cual este inhibe a la 11p-HSD2. Por lo que se refiere al diagrama de
interacciones 2D (Figura 36), la carbenoxolona presenta en su mayoria una region
hidrofobica con la que interacciona con 28 residuos de aminoacidos, también podemos
encontrar regiones polares en la molécula que interaccionan con 9 residuos, regiones de
interaccion de glicina que interactan con 8 de estos residuos, de igual forma se pueden
mencionar interacciones con cuatro y dos residuos cargados positiva y negativamente, de
manera respectiva. A diferencia del sustrato endogeno, la carbenoxolona establece puentes
de hidrogeno con SER 93 y GLY 169 por lo que dichas interacciones pueden ser clave para
la estabilidad de acoplamiento y eventual inhibicion de la 11B-HSD2.
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Figura 35 Disposicion espacial del acoplamiento de la carbenoxolona en el modelo de la 115-HSD2
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Figura 36 Diagrama 2D de interacciones de la carbenoxolona con la 115-HSD2 modelada por Alphafold

4.4 Dindmica molecular de la 11B-HSD1 cristal 2BEL con el inhibidor no selectivo:
carbenoxolona

Los resultados de la dindAmica molecular en la enzima 11B-HSD1 en su forma de oxidasa con
el inhibidor no especifico carbenoxolona se muestran a continuacion. En primera instancia
la desviacion cuadratica media (RMSD) mide el cambio promedio del desplazamiento de una
seleccién de &tomos en un marco o cuadro con respecto a otro de referencia, en el caso de la
proteina 2BEL el RMSD varia entre 1.6 A y 2 A después de que el esqueleto proteico se
estabilizara tras los 20 nanosegundos (en verde en la Figura 37). Asi mismo, la cadena lateral
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varia entre 2.8 A 'y 3 A debido a la libertad de movimiento de las cadenas laterales de los
residuos de aminodcidos. En el caso de la carbenoxolona le toma alrededor de 30
nanosegundos en alinearse con la proteina para posteriormente alinearse con una RMSD
similar a la de la cadena lateral, sugiriendo que la estabilidad del complejo enzima-ligando
es estable durante el tiempo simulado.
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Figura 37 Desviacion cuadratica media (RMSD) de la proteina 2BEL y del ligando

La fluctuacion cuadratica media (RMSF) permite caracterizar cambios locales a lo largo de
la cadena proteica, comunmente los extremos N- y C- terminal de las proteinas tienden a
fluctuar al no contener estructuras rigidas mientras que hélices alfa y laminas beta flucttan
menos en consecuencia. En la Figura 38 se muestran los resultados de RMSF para la 11p-
HSD1 2BEL, se pueden observar cuatro regiones de alta fluctuacion, particularmente la
region C- terminal seguida de la region compuesta por los residuos 100-125, 190~210 y
140~160. En este mismo grafico se pueden observar en barras verdes los puntos de contacto
del ligando con la enzima, los cuales coinciden con las regiones de alta RMSF.
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Figura 38 Fluctuacién cuadratica media (RMSF) de la proteina 2BEL y los contactos con el ligando carbenoxolona
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Los elementos estructurales secundarios (SSE) de la proteina como hélices alfa y laminas
beta pueden monitorearse a lo largo de la simulacion. La Figura 39 muestra la distribucién
de los SSE por residuo indexado a lo largo de la proteina, se observa que el mayor cambio
conformacional en la estructura secundaria ocurre entre los residuos 100 y 200 donde existe
un cambio prominente en las hélices alfa.
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Figura 39 Cambios en los elementos de la estructura secundaria (SSE) de la proteina 2BEL

42



La fluctuacion cuadratica media del ligando (L-RMSF) permite describir los cambios en la
posicion de los a&tomos del ligando, con base a la Figura 40, en la carbenoxolona los &tomos
del esqueleto triterpenoide de la carbenoxolona fluctian poco; esto se debe a la rigidez de los
anillos, mientras que los &tomos situados en los sustituyentes de los anillos tienen mayor
libertad para cambiar de posicién a lo largo de la simulacion, ejemplo son los dtomos de
oxigeno 36, 37, 38, 39 y 40 y los carbonos 30, 31, 32y 33.
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Figura 40 RMSF de la carbenoxolona en la dindmica molecular con 2BEL. Agrandar el dibujo de la carbenoxolona y que
los anillos A'y B estén horizontalmente

En la Figura 41 se muestran los contactos entre el ligando y la proteina 2BEL. Estas
interacciones cambian a lo largo de la simulacion, el histograma representa las fracciones en
las que un residuo establece algun tipo de interaccidn con la carbenoxolona, resaltando la
THR 124 que interacciona mediante puentes de agua al igual que la VAL 231 que mantiene
una interaccion por puentes de agua casi el 80% de las veces, pero también ocurre una
interaccion idnica, la MET 233 interacciona el 80% en el transcurso de la trayectoria.
Adicionalmente, la TYR 177 mantiene interacciones por puentes de hidrégeno, hidrofobicas
y puentes de agua, por otro lado, la TYR 183 del centro catalitico tiene la mayor cantidad de
fracciones de interaccion, contando con puentes de agua e hidrogeno, hidrofdbicas e idnicas.
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Figura 41 Histograma de contactos de la carbenoxolona con residuos de la proteina 2BEL

En concreto, los atomos del ligando que interaccionan con la proteina se muestran en la
Figura 42, este diagrama representa los aminoacidos que hacen contacto por mas del 10% de
ocasiones durante la trayectoria seleccionada de 0 a 100 nanosegundos. Podemos destacar al
residuo de MET 233 que se encuentra el 82% de las veces interaccionando con el atomo de
oxigeno carbonilico que forma parte de la cadena lateral del C3, esta misma contiene un acido
carboxilico cuyos a&tomos de oxigeno establecen puentes de hidrégeno con VAL 231 mas del
30% del tiempo. Paralelamente en el otro extremo de la molécula, el acido carboxilico del
C20 interacciona de manera polar con las treoninas 122, 124 y 222 el 15%, 20% y 30% del
tiempo, respectivamente mediante puentes de agua.
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Figura 42 Diagrama 2D de contactos proteina-ligando entre los atomos de la carbenoxolona y los residuos de 2BEL

El perfil de torsion del ligando describe la evolucion conformacional de cada enlace rotatorio
en la molécula durante la simulacion, el siguiente diagrama muestra los enlaces rotatorios de
la carbenoxolona con la 11B-HSD1 2BEL (Figura 43), cada uno esta representado por un
color distinto y por la naturaleza de la molécula solo los enlaces de las cadenas laterales en
C3y C20 tienen torsidn, dentro de estos destacan el enlace morado que presenta una rotacion
practicamente completa durante la trayectoria, del mismo modo el enlace rojo tiene libertad
de rotacion y varia durante la simulacion, otros enlaces como el verde claro y azul carecen
de movilidad y se mantienen a 180° y 90° respectivamente. Los enlaces verde y amarillo se
comportan de manera similar alternando entre 90° y -90°.
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Figura 43 Perfil de torsién de la carbenoxolona en la dindmica molecular con 2BEL

4.5 Dinamica molecular de la 11p-HSD1 cristal 3QQP con el inhibidor no selectivo:
carbenoxolona

Los resultados de la dindmica molecular en la enzima 113-HSD1 en su forma de reductasa
con el inhibidor no especifico carbenoxolona se muestran a continuacion. La grafica de la
RMSD de la proteina y ligando se presenta en la Figura 44, en esta se omitieron los valores
de las cadenas laterales, el esqueleto y los &tomos pesados de la enzima ya que no presentaban
cambios destacables para presentar. En la trayectoria se puede observar que durante los
primeros 35 nanosegundos los carbonos alfa y el ligando tienen un valor aproximado de 3A,
posteriormente la RMSD aumenta para ambos criterios y al terminar la simulacion el valor
esde 10.5 Ay 7 A, para los carbonos alfa y el ligando, respectivamente. Lo que indica una
inestabilidad en el acoplamiento de la proteina y ligando que podria resolverse con un tiempo
mas amplio en la simulacion.
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Figura 44 Grafica de la desviacion cuadratica media (RMSD) de la proteina 3QQP y del ligando carbenoxolona

En particular las regiones de residuos de aminoacidos cuyos carbonos alfa mas fluctdan se
encuentran resumidos en la Figura 45, donde las RMSF maés altas se encuentran en los
intervalos aproximados de 100-110, 150-165, 190-220 y 240-260 que corresponden a su vez
con los puntos de contacto con el ligando por lo que gran parte de los cambios
conformacionales se le atribuye a la interaccién de ambos elementos.
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Figura 45 Grafico de la RMSF de la proteina 3QQP y los contactos con el ligando carbenoxolona
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En cuanto al SSE en la simulacién con la proteina 3QQP (Figura 46), los cambios en la
estructura secundaria de la proteina ocurren a partir del residuo 150 y principalmente hacia
el C terminal de la enzima, los cambios se presentan sobre las hélices alfa de la proteina.
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Residue Index
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. : : : ,

0 20 40 60 80 100

Time (nsec)
Figura 46 Cambios en los elementos de la estructura secundaria (SSE) de la proteina 3QQP

En la Figura 47 se muestra la L-RMSF de la carbenoxolona con la proteina 3QQP.Los
cambios superiores a 3 A en la posicion de los atomos de la carbenoxolona son en su mayoria
de oxigenos, numerados 37, 38 y 39 pero no asi los oxigenos 40 y 41 cuya fluctuacion se
encuentra por debajo de carbonos que conforman los anillos de la molécula. Otros cambios
destacables son los carbonos 24 y 25 correspondientes a metilos, y los atomos de carbono
29, 30, 31 y 32 pertenecientes a la cadena lateral del C3. En general el L-RMSF de la
carbenoxolona con la 11B-HSD1 3QQP es mayor que su contraparte 2BEL reflejando la
diferencia en que este inhibidor interactta con la proteina dependiendo de la direccion de la
catalisis.
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Figura 47 RMSF de la carbenoxolona en la dinamica molecular con 3QQP

Los contactos proteina-ligando més destacables son los siguientes (Figura 48), la interaccion
con THR 124 que sucede mayormente como idnica seguida de puentes de agua y puentes de
hidrégeno, siendo este el residuo con mayor fraccidn de interaccién luego estd LEU 217 que
interacciona mediante puentes de hidrégeno y ocasionalmente de manera hidrofébica o
puentes de agua. Otro contacto importante es con el residuo catalitico TYR 183 que ocurre
casi completamente como puente de hidrégeno, por ultimo, la TYR 177 hace contacto con la
carbenoxolona en wuna fracciobn de 0.5 por interaccion hidrofébica. De manera
complementaria, el esquema de la Figura 49 muestra los &tomos de la carbenoxolona que
hacen contacto con los residuos mencionados, donde LEU 217 establece un puente de
hidrogeno el 65% del tiempo simulado y un 10% por puente de agua con el oxigeno carbonilo
del éster en C3, la TYR 183 presenta dos contactos sobre el ligando, un 77% del tiempo
entabla un puente de hidrégeno con el oxigeno de la cetona del C11 y paralelamente el 16%
del tiempo con un oxigeno del acido carboxilico del C20, esta misma region interactua con
THR 124 mediante puentes de agua y un ion de sodio.
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Figura 48 Histograma de contactos de la carbenoxolona con residuos de la proteina 3QQP
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Figura 49 Diagrama 2D de contactos proteina-ligando entre los atomos de la carbenoxolona y los residuos de 3QQP

En el perfil de torsion de la carbenoxolona durante la dindmica molecular con 3QQP (Figura
50) se obtuvieron resultados similares en los angulos de rotacion y en los enlaces rotatorios
comparado con el cristal 2BEL, a excepcion del enlace coloreado en rojo que presenta mayor
grado de rotacion en comparacion con este Gltimo.
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Figura 50 Perfil de torsién de la carbenoxolona en la dindmica molecular con 3QQP

4.6 Dinamica molecular de la 11-HSD2 modelada en Alphafold con el inhibidor no
selectivo: carbenoxolona

Los resultados de la dindmica molecular para la 113-HSD2, modelada mediante Alphafold,
y la carbenoxolona se desglosan a continuacién, en el RMSD (Figura 51) de los carbonos
alfa de la proteina se observa un cambio grande en el desplazamiento de los atomos de
carbono que termina estabilizandose en aproximadamente 12 A tras 100 nanosegundos, esta
variacion podria explicarse a la carencia de cofactor en el modelo y por ende en la simulacion.
Por otro lado, el ligando se mantuvo relativamente estable, presentando un RMSD de
aproximadamente 3.5 A lo que indicaria que la carbenoxolona se acopla al bolsillo de unién
sin sufrir grandes cambios conformacionales.
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Figura 51 Grafica de la RMSD de la 714-HSD2 modelada en Alphafold y del ligando carbenoxolona

Los cambios puntuales en los atomos de los residuos siguen un patrén esperado donde las
fluctuaciones mas altas se dan en los extremos terminales de la proteina, en la Figura 52 se
observa que los contactos de la carbenoxolona con la proteina ocurren entre los residuos 90
y 310 aproximadamente y a diferencia de las dinamicas realizadas con las 11B-HSD1, las
fluctuaciones de los carbonos alfa son iguales o menores a 3 A por lo que se puede sugerir
que la carbenoxolona se acopla de manera mas estable con la isoforma 2.
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Figura 52 Grafico de la RMSF de la proteina 11HSD2 modelada en Alphafold y los contactos con el ligando
carbenoxolona
Los elementos secundarios de la estructura proteica de la 113-HSD2, al igual que la isoforma
1, presenta principalmente cambios sobre las hélices alfa. En la Figura 53 se observa el
cambio de la estructura secundaria por residuo a lo largo de 100 nanosegundos, el mayor
namero de cambios ocurre en el intervalo de 150 hasta el residuo 350 con pocos cambios
sobre las laminas beta.
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Figura 53 Cambios en los elementos de la estructura secundaria (SSE) de la proteina 115-HSD2 modelada en Alphafold

La L-RMSF de la carbenoxolona para esta dinamica molecular (Figura 54) tiene una
variacion entre 1.2 'y 2 A en la posicion de los 4tomos, los &tomos de oxigeno numerados 38,
39, 40 y 41 fueron los que mas fluctuaron, mientras que en 4&tomos de carbono destacan 20,
21,22, 23,31, 32,33y 34.
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Figura 54 RMSF de la carbenoxolona en la dinamica molecular con la 115-HSD2
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Por otro lado, los contactos que se llevan a cabo entre la proteina y el ligando se muestran en
la Figura 55, la participacion de los puentes de agua permite el acoplamiento de la
carbenoxolona con los residuos PHE 265, GLY 263, PRO 262, LYS 236, TYR 226, SER219,
HIS 170, ASN 167, ASP 138 y ASP 91. Otros contactos importantes son el de la GLY 169
que puede interaccionar mediante puentes de hidrogeno o puentes de agua, la TYR 232 es
parte del centro catalitico y hace contacto con la carbenoxolona por interaccion hidrofobica
y puentes de agua. El esquema en la Figura 56 detalla los contactos proteina-ligando de cada
atomo de la carbenoxolona, podemos destacar las interacciones en la cadena lateral del
carbono tres, la GLY 169 interactla el 96% del tiempo con el &tomo de oxigeno del carbonilo
por un puente de hidrégeno, la HIS 170 y el ASP 91 pueden establecer varios puentes de
agua durante la simulacion, asi como el ASP 138 que establece puente de agua con los
oxigenos del &cido carboxilico. En el oxigeno del carbonilo en C11 se presenta el contacto
con la LYS 236 que forma parte del sitio catalitico e interactla el 46% del tiempo por puente
de un hidrogeno proveniente del agua, también existe un contacto con ASN 167 el 32% de
las veces por puente de hidrogeno. Al otro extremo de la molécula, en el acido carboxilico
del carbono veinte hace contacto con varios residuos, de los que se pueden destacar la SER
219y TYR 232 de la triada catalitica que interactian ambas por puentes de hidrdgeno.

1.4 A

1.2 A

1.0 A

0.8

0.6

Interactions Fraction

0.4 4 ]

0.2 A1 I I
N, . X
>

0.0 -

Figura 55 Histograma de contactos de la carbenoxolona con residuos de la proteina 118HSD2 modelada en Alphafold
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Figura 56 Diagrama 2D de contactos proteina-ligando entre los atomos de la carbenoxolona y los residuos de la 11-
HSD2 modelada en Alphafold
El perfil de torsion de la carbenoxolona en esta dindmica (Figura 57) presenta similitudes a
las dinamicas con las realizadas en 113-HSD1, en los enlaces azul, verde claro, amarillo y
rojo. Sin embargo, en el enlace morado se presenta en menor medida a 0°y en el enlace verde
oscuro la rotacion se favorece mas por 90° en lugar de -90°.
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5.0 CONCLUSIONES

En este trabajo, se realiz6 el analisis por docking molecular de los sustratos enddgenos de la
11B-HSD1 en ambas isoformas, como reductasa y oxidasa, empleando los cristales 3QQP y
2BEL, respectivamente. En el docking score de los sustratos cortisona y cortisol, para cada
actividad, se aprecia que la cortisona obtuvo un mejor valor de acoplamiento que el cortisol
en la 11p-HSD1 3QQP y de manera contraria en el cristal 2BEL. Ademas, de la triada
catalitica, los residuos clave en la union de los sustratos en el bolsillo catalitico son VAL 180
y ALA 223 para ambas direcciones, mientras que LEU 126 y TYR 177 son relevantes en la
interaccion de la cortisona con 3QQP, la LEU 217 participa en el acoplamiento del cortisol
con 2BEL. La carbenoxolona superd en docking score a los sustratos endégenos en ambas
actividades, siendo mejor en el acoplamiento con 2BEL, las interacciones con VAL 180 y
TYR 177 permiten que esta molécula inhiba ambas formas de la 11B-HSD1.

El modelado de la 113-HSD2 mediante redes neuronales con el programa de Alphafold
permitio la obtencidn de la estructura en 3D de esta enzima carente de un cristal reportado,
los docking realizados con dicha estructura fueron congruentes con base a los realizados con
laisoforma 1 ya que los ligandos se encontraron en el mismo bolsillo de interaccion cercanos
a los residuos cataliticos de la enzima, adicionalmente se encontré que en este modelo los
residuos de GLY 263 y TYR 226 interaccionan por puentes de hidrégeno con el cortisol
permitiendo su acoplamiento en el sitio activo, la glicina en particular forma un puente de
hidrogeno con el grupo hidroxilo en el carbono once. En el acoplamiento de la
carbenoxolona, esta interacciond de manera similar al cortisol compartiendo las interacciones
de GLY 236, TYR 226 y CYA 264 ademas de interaccionar con la TYR 232 del sitio activo
de forma hidrofobica, otras interacciones que favorecen un mayor docking score que el
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sustrato endogeno son los puentes de hidrogeno con SER 93 y GLY 169. En general el
modelo obtenido por Alphafold permitid estudiar a la 113-HSD2 a nivel bioinformatico en
el acoplamiento de sustratos enddgenos e inhibidor, sin embargo la ausencia del cofactor en
la estructura puede no representar completamente la forma en que se acoplan los tres
ligandos, esto se pudo observar en el docking score del cortisol y la cortisona, donde a
diferencia de los modelos de la 11B-HSD1, los valores para ambos sustratos fueron similares
por lo que la presencia del cofactor podria detallar con mas precision la especificidad de la
enzima por el cortisol.

Con base a la dinamica molecular de la carbenoxolona en la 118-HSD1 y 11BHSD2 se
pudieron detallar aquellas interacciones importantes para el acoplamiento estable de este
inhibidor. De forma consecuente, para disefiar un inhibidor dual para las dos actividades de
la 11B-HSD1 la molécula debe contener grupos funcionales capaces de formar puentes de
agua o interacciones ionicas con la THR 124 ya que es uno de los residuos que permanece
interaccionando durante las simulaciones, aunado a este se requiere que el inhibidor
interactie con la TYR 183 catalitica de manera hidrofobica, en el caso de la actividad
oxidasa, y a través de puentes de hidrégeno para inhibir a la forma reductasa. Si se pretende
disefiar un inhibidor selectivo a esta Ultima, se requiere que este interactde con TYR 183 Y
LEU 217 por puente de hidrégeno. Por otro lado, la inhibicidn selectiva hacia la 113-HSD2
requiere de la interaccidn por puentes de agua con los tres residuos cataliticos de la enzima,
SER 219, TYR 232 y LYS 236. Adicionalmente, se requiere interactuar con el ASP 91
mediante puentes de hidrogeno del aguay con la GLY 169 también por puentes de hidrogeno.

Las 11B-HSD1/2 cuyo papel en el metabolismo es clave, de tal modo que un mal
funcionamiento de estas se puede relacionar a algunas de las enfermedades mas frecuentes
en el mundo. Debido a esto el estudio de estas enzimas desde un enfoque bioinformatico
realizando docking y dinamica molecular permitié analizar el comportamiento de los
sustratos cortisol y cortisona, y el inhibidor carbenoxolona al interactuar con las isoenzimas.
Los resultados obtenidos permiten profundizar en las interacciones claves para la union y
posible inhibicion de las enzimas, y gracias a estos es posible generar criterios para el disefio
de nuevos farmacos con selectividad a la 113-HSD1 o a la 113-HSD2 segun sea el contexto
de la enfermedad.
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