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Abreviaturas

aa: aminoacido
Aminoacidos:
Ala: Alanina
Arg: Arginina
Asn: Asparagina
Asp: Aspartato
Cys: Cisteina
Gln: Glutamina
Glu: Glutamato
Gly: Glicina
His: Histidina
Ile: Isoleucina
Leu: Leucina
Lys: Lisina
Met: Metionina
Phe: Fenilalanina
Pro: Prolina
Ser: Serina
Thr: Treonina
Trp: Triptofano
Tyr: Tirosina
Val: Valina
Enzimas:
5aR: 3-Oxo-5a-esteroide-4-deshidro-
genasa
CYP11A1: Enzima de escision de la
cadena del colesterol
CYP17A1: 17a-hidroxilasa/17, 20 liasa
CYP19A1: Aromatasa
CYP21A2: 21-Hidroxilasa
Receptores:
AR: Receptor de andrégenos
ER, ER: Receptor de estrégenos, receptor
de estrégenos
PR: Receptor de estrégenos
VDR: Receptor de vitamina D

MR: Receptor de mineralocorticoides
GR: Receptor de glucocorticoides
MARRS: Receptor de esteroides asociado
a membrana de respuesta rapida
VGEFR2: Receptor del factor de
crecimiento endotelial tipo 2

Globulinas:
VDB: Globulina de unién a vitamina D
SHBG: Globulina de unién a hormonas
sexuales

Software
AD4: AutoDock 4
ADV: AutoDock Vina

AOC: Anticonceptivo oral combinado
AUC: Area bajo la curva

DUL: Dominio de Unién a Ligando
ADMET: Administracién, Distribucion,
Metabolizacién, Excrecion, Toxicidad
Dg: Diosgenina

DHT: Dihidrotestosterona

DUL: Dominio de unién a ligando

EA: Energia de acoplamiento (kcal/mol)
EDA: Esteres de diosgenina con
aminoacido

FSH: Hormona foliculoestimulante
Phth: Grupo ftalamidato

NADPH:
dinucleétido fosfato reducido

Nicotinamida adenina
RNE: Receptor nuclear esteroidal

ROC: Curva caracteristica operativa del
receptor

SOP: Sindrome de ovario poliquistico
SNP: Polimorfismo de nucleétido tnico
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Resumen

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es una enfermedad con alta prevalencia en la
poblacién femenina mundial (6 al 20%), de sintomatologia heterogénea y gravedad
variable agrupando manifestaciones metabdlicas y enddcrinas que han sido agrupadas
segin los Criterios de Rotterdam en 3 fenotipos identificables, para los cuales existen
dianas bioldgicas asociadas y cuyo tratamiento no las engloba como una enfermedad
sistémica sino como enfermedades individuales. Se estudié el efecto de bioconjugados
esteroidales a nivel 772 s7lico en dianas asociadas al SOP a nivel enddcrino e indirectamente
a nivel metabdlico del SOP utilizando 3 de los softwares mas importantes de docking
molecular: AutoDock Vina, AutoDock 4 y Glide. Se concluyd que Glide (software
comercial) asocia mejor la energia de acoplamiento con la interaccién proteina-ligando;
obteniendo resultados similares con los software Open-Source AutoDock Vina vy
AutoDock 4 4 derivados presentaron las mejores probabilidades de interaccién en contra
del fenotipo clasico (Trp-Dg y Tyr-Dg) y no hiperandrogénico de SOP (Leu-Dg y Asn-
Dg), la prediccion de propiedades farmacocinéticas no los considera aptos para su
administracion oral y prediciendo potencial actividad en contra de CYP50 siendo focos de

atencion para posteriores estudios 77 vzvo.
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1. Antecedentes

Hipdcrates (460-377 a. c.) describié en “de las enfermedades de las mujeres” a algunas
mujeres con la presencia de caracteristicas masculinas, infertilidad y periodos de
menstruacién breves o irregulares (1). Por su parte, Sorano de Efeso (98-138 a. c.) reportd
que la falta de menstruacién se presentaba en su mayoria en mujeres con “cuerpos
masculinos, robustos y estériles” (2) y Maiménides (1135-1204 e. c.), oriundo de Asia
Occidental refirié que “hay mujeres cuya piel es seca y dura, cuya naturaleza recuerda a la
naturaleza del hombre... no resultado de medicaciones sino de una actividad menstrual
intensa”. Ambroise Paré (1510-1590), observé que “...muchas mujeres, cuando sus flores
o ldgrimas se detienen, degeneran de una manera en naturaleza varonil de donde se les
llama “Viragines”, es decir, robustas o varoniles, con voz fuerte y gruesa recordando a la
del hombre, también desarrollan barba” (3). Todas estas caracteristicas masculinas en
mujeres durante mucho tiempo fueron percibidas como “curiosidades”, aberraciones de la
naturaleza femenina, y hasta la publicacién de Stein y Leventhal en 1935 (Figura 1) en
mujeres con ciclos menstruales perturbados, hirsutimo y ovarios agrandados,
caracteristicas que fueron formalmente reconocidas como sintomas de una enfermedad y

no manifestaciones clinicas aisladas (4).

i

74 e . g 5 W .-(/‘;.’ ¥ § - \
AMENORRHEA ASSOCIATED WITH BILATERAL
POLYCYSTIC OVARIES*

Irving F. StEIN, M.D., AND M1cHAEL L. LEVENTHAL, M.D..
CHIcago, ILL.
(From Michael Reese Hospital and@ Northwestern University Medical School)

Figura 1. De izquierda a derecha: Hipdcrates, Maiménides, Ambroise Paré. Publicacién original de Stein y
Leventhal de 1935 (5).
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No es, hasta 1992 que la enfermedad fue formalmente reconocida como sindrome de
ovario poliquistico (SOP) la cual en la actualidad ha sido ampliamente estudiada a distintos
niveles, desde la etiologia de la enfermedad, manifestaciones clinicas y potenciales
tratamientos para la misma (6-8). Se caracteriza por presentar sintomatologia heterogénea
entre las pacientes, con una prevalencia mundial de alrededor del 6 al 20% en mujeres en
edad premenopdusica en la que usualmente es diagnosticada. A pesar de su alta incidencia
y debido a la heterogeneidad de la enfermedad, no se cuenta con un sistema de diagnéstico
confiable, por lo que han surgido debates respecto a la sintomatologia y la definicion del
SOP, lo que condujo a la sociedad americana para la medicina reproductiva (ASRM) y a
su homologa europea (ESHRE) a establecer en 2003, el acuerdo conocido como los

Criterios de Rotterdam (9,10).

Tabla 1. Fenotipos y manifestaciones clinicas del SOP

Fenotipo de SOP Clasico Ovulatorio No Hiper
androgénico

Hiperandrogenismo v v X

(hirsutismo, acné, alopecia, seborrea)

Oligo-ovulacién
(disfuncién menstrual, fertilidad reducida, v X v

hiperplasia endometrial)

Morfologia Ovarica Poliquistica (MOP) Vv v N4

(Sindrome de Hiperestimulacion oviérico)

V' Presente X No presente * Presente en la variante mds agresiva

En éste acuerdo, se propuso que el diagnéstico del SOP se puede establecer si la paciente
presenta al menos 2 de 3 sintomas: hiperandrogenismo (clinico o bioquimico), disfuncién
ovulatoria y morfologia ovarica poliquistica (MOP, Tabla 1), siendo el Criterio de
Rotterdam el mas ampliamente utilizado en la clasificacion y diagndstico del SOP vy
respaldado por la mayoria de las autoridades de salud y organizaciones cientificas a pesar

de las controversias con respecto a su relevancia y aplicacion (11,12).

Los diferentes fenotipos de SOP estdn asociados a diferentes cascadas bioquimicas y rutas

esteroidogénicas (Figura 2) que han sido estudiadas intensivamente en los tltimos afos con
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el propdsito de entender mejor la relacion entre las manifestaciones clinicas, los diferentes

niveles de expresion, funciones aberrantes o desregulaciones de estas proteinas (13).

( Pituitaria
CYP11A1 CYP17A1
Colesterol —> Pregnenolona —>  170H- LHR @
Pregnenolona
HSD3B2 l, o )

o \LHSDQ’BZ Hiperinsulemia

3 8 Progesterona Androstenediona

(]

b ! l

‘8 HSD3B2

170H- Testosterona
K Progesterona j
( ! lFSHRg Higado
SRD5AR y

K s DHT <— Testosterona Reducci6 ‘/

= CYP19A1 SHBG

2= _ L

= § Esiregiial <_| 3 Aumento}producmon

30 HSD17B1 W androgenos
k Estrona <€—— Androstenediona

Aumento biodisponibilidad
de andrégenos

Figura 2. Vias endécrinas y metabdlicas en el SOP.

1.1 Biologia molecular del SOP

Para los investigadores, el estudio del SOP ha representado un reto por anos ya el
desarrollo de esta enfermedad depende de proteinas, cascadas de activacion,
manifestaciones clinicas o el papel de agentes ambientales que se presentan en un grupo
de pacientes y que en en otras pueden no presentarse de la misma forma, lo que ha llevado
a que muchos estudios resulten aparentemente contradictorios (14—17). Por esta razon, la
revision exhaustiva del papel que tienen las proteinas asociadas a las rutas metabdlicas y
enddcrinas con mayor robustez en el SOP es indispensable para considerar si las proteinas
asociadas son candidatas a dianas bioldgicas o, por el contrario, proteinas cuya interaccion
con resulte en efectos adversos indeseables en el sujeto de estudio, para lo cual se han
seleccionado aquellas cuya regulacion farmacoldgica sea mediada principalmente por

moléculas pequenas.
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1.1.1 Receptor de andrégenos

El receptor de andrdgenos (AR, del inglés androgen receptor) es una proteina de 919 aa
codificada por el gen AR en el cromosoma Xql1-12. Pertenece a la superfamilia de
receptores nucleares esteroidales (RNEs) y esta compuesto por 3 dominios funcionales, el
N-terminal correspondiente a la region regulatoria transcripcional, el dominio de unién a
ADN y el dominio C-terminal donde ocurre la unién al ligando (Figura 3), principalmente

testosterona y DHT (18).

Dominio de unién

a ADN
Dominio de
regulacion de 712+ 712+ Dominio de unién
transcripcion a ligando

.| [ |
N-terminal AA 537 AA 626 l l C-terminal

Figura 3. Organizacién estructural de AR.

El dominio de union a ligando (DUL) se encuentra altamente conservado en 12 hélices a
que forman un “pocket” de unién para encerrar al ligando (Figura 4)., interaccionando
con los residuos GIn711, Met745 y Arg752 del anillo A esteroidal y Leu704 y Asn705 del
anillo C en las hélices 4, 5 y 10 (18).

R 2
rg752

Figura 4. Interacciones proteina-ligando y estructura del DUL de AR (PDB: 2AMA).
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El AR ejerce un papel importante en el desarrollo y gravedad del SOP ya que esta
involucrado en el desarrollo del fenotipo hiperandrogénico asi como en la anovulacion y
en la foliculogénesis (19). Las pacientes con este fenotipo presentan niveles elevados de
andrégenos como testosterona y pro-androgenos como la androstenediona y la
dehidroepiandrosterona que ejercen su efecto directamente por este receptor, el cual estd
correlacionado con el aumento de tejido adiposo abdominal, funcién aberrante de los

adipocitos y resistencia a la insulina (20).

1.1.2 Receptores a y B de estrogenos

Los receptores a y B de estrégenos (ERa y ERB) codificados por el gen ESR1 y ESR2
respectivamente, pertenecen a la familia de receptores nucleares esteroidales (RNEs) y de
manera similar a esta familia se encuentran altamente conservados en el sitio de unién a
ADN vy en el DUL; el dominio NH, terminal no estd conservado presentando variabilidad
en su secuencia y longitud. Es activado principalmente por estrdgenos como el estradiol,

estriol y estrona (21).

Ademis de estar crucialmente relacionados con procesos reproductivos, estd involucrado
en el sistema inmunoldgico, esquelético, cardiovascular, sistema nervioso central y
morfogénesis del Gtero, ovario, glandulas mamarias, cerebro y pulmones (22). Dentro del
SOP, los diferentes niveles de estrégenos y expresién de estos receptores estin
involucrados en anomalias de la funcién ovarica, proliferacion endometrial derivando en
hiperplasia y diferenciacién celular aberrante con potencial cancerigeno dependiendo del

sitio y nivel de expresién en los tejidos (23), como se expresa en la Figura 5.



20

Ovarios Utero
Delecion Delecion Sobreexpresion Polimorfismo
ERa ERB ERa ERB
l v v l
Aumento Endometriosis
concentracion LH . Fert|I|Fjad .« Cancer
reducida endometrial p
v + Desarrollo - Hiperplasia Efectos mas
+ Infertilidad folicular endometrial - importantes
+ Quistes anorma!, + Pérdida de en SOP
OVvaricos . Reduccm_n de embarazo
« Hemorragia la ovulacion
folicular

Figura 5. Efectos fisiolégicos de diferentes niveles de expresién en SOP de ERa y ERB.

1.1.3 Receptor de progestagenos

El receptor de progestdgenos (PR, del inglés progesterone receptor) es miembro de la
familia de RNEs y es codificado por el gen PGR, se encuentra expresado principalmente
en tejidos reproductivos femeninos y en el sistema nervioso central el cual al unirse a su
ligando enddgeno progesterona lleva a cabo la regulacion de una red génica involucrada
en el desarrollo, diferenciaciéon y proliferacion de tejidos especificos asi en procesos
patoldgicos en algunos tipos de cincer. La variabilidad de las acciones bioldgicas de la
progesterona es altamente dependiente del entorno como el tipo de tejido o de células, asi
como de la disponibilidad de otras proteinas correguladoras y factores de transcripcién
cooperativos; de manera similar a los RNEs presenta 3 dominios definidos: El extremo
NH, terminal intrinsecamente desestructurado, el dominio globular central de unién a
ADN y el extremo C terminal (DUL), la unién de un ligando en el DUL induce un cambio
conformacional en las hélices a del sitio, especificamente la 12 formando un “pocket”

involucrado en la activacion transcripcional (24). Los antagonistas conocidos de PR se
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unen al sitio activo desplazando a la hélice 12 y modificando el sitio conocido como AF2,

tal y como se muestra en la Figura 6 (25).

La progesterona es indispensable para la implantacién uterina, decidualizacién y
conservacion del embarazo actuando directamente sobre el endometrio y, dependiendo
del estado menstrual, actuando en conjunto o contrario a los estrogenos ya que se afecta a
una gran cantidad de células como las epiteliales, inmunitarias, vasculares y estromales. En
el SOP se reconoce un estado conocido como resistencia a la progesterona que involucra
una respuesta decrecida del tejido objetivo a la progesterona biodisponible observindose
sus efectos en el endometrio de las pacientes. La menstruaciéon anormal y anovulacién es
resultado de la produccién minima o ausencia de progesterona como se evidencia en el
esquema comparativo (Figura 6) de grosor del endometrio (hiperplasia) en mujeres
enfermas vs sanas y que, sin tratamiento puede derivar en cancer (26). Debido a que esta
relacionado con los receptores de estrégenos, se busca tratamientos en conjunto. La
administracion de progestagenos ha dado buenos resultados para revertir la hiperplasia

endometrial aunque hasta el 30% de las pacientes no responden a estos tratamientos (27).

Hiperplasia Endometrio
endometrial normal

Normal - Hiperplasia - Displasia - Cancer

Figura 6. Estructura del DUL de PR (PDB: 3HQ5). Tejido endometrial normal e hiperplasico.
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1.1.4 Receptor de vitamina D

El receptor de vitamina D (VDR, del inglés vitamin D receptor) pertenece a la familia de
RNEs y es codificado por el gen VDR, estd altamente conservado entre especies, a
excepcion del domino NH, terminal; el DUL estd conformado por 250-300 aminoacidos
en las hélices 11 a 13, y al momento de unirse a su ligando, la vitamina Ds (1a, 25(OH),D;)
ocurre un cambio conformacional para encerrar a la molécula. El VDR es encargado de la
homeostasis e integridad esquelética por la regulacion de enzimas y proteinas de transporte
asociadas a Ca?*, ademads de estar relacionado con efectos anti proliferativos contra cancer
de mama (28). La alteracién de rutas metabdlicas en el SOP se encuentra afectada por la
vitamina D como en la senalizacién de insulina y la produccién de hormonas sexuales
mediante la regulacion de la expresion de CYP19A1. La presencia de polimorfismos en el
gen puede afectar su expresion y afectar a la capacidad de secrecion de insulina asi como

una mayor probabilidad de presentar hiperandrogenismo (29,30).

1.1.5 Globulina de unién a vitamina D

El componente especifico del grupo del suero, conocida como proteina o globulina de
unién a vitamina D (VDB, del inglés vitamin D binding globulin) es el principal acarreador
de la vitamina D y de sus metabolitos. Es codificada por el gen GC y es miembro de la
familia de las albaminas y a-fetoproteinas séricas, altamente polimdrfica, con un peso
molecular de 52 a 59 kDa formado por una cadena tnica de 458 aminoacidos organizados
en 3 dominios, uno de unién a vitamina D entre los residuos 35 a 49 y otro de unién a
actina entre los residuos 373 a 403 (Figura 7); es sintetizada por el higado y la expresion es
dependiente de estrogenos. A diferencia de otras proteinas de su clase, se encuentra en
concentraciones relativamente altas, posiblemente como mecanismo de proteccién contra
la intoxicacién de vitamina D (31). Se ha encontrado que la reduccién de la concentracién
de la globulina puede afectar a la gravedad del SOP debido a los efectos sobre la

senalizacion de insulina y de desarrollo de sindrome metabdlico (32,33).
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Figura 7. Estructura de la VDB (PDB: 1J7E). En azul el DUL con su ligando endégeno y en rojo el
dominio de unién a actina

1.1.6 Receptores de mineralocorticoides y glucocorticoides

Los receptores de mineralocorticoides (MR, del inglés mineralocorticoid receptor) y de
glucocorticoides (GR, del inglés glucocorticoid receptor) pertenecen a la familia de RNEs
y son codificados por los genes NR3C2 y NR3C1 respectivamente que inician o suprimen
la transcripcion de gran diversidad de proteinas y de regulaciéon de eventos fuera del
ndcleo. Ambos receptores pueden competir por los mismos ligandos, siendo expresados
ubicuamente y en la misma célula para la modulacién del transporte de fluidos,
concentracion de iones y homeostasis hemodindmica en el SNC vy sistema inmunolégico.
La aldosterona, el cortisol y la corticosterona ejercen efectos rapidos mediados tanto por
MR como por GR, aunque la activacion inapropiada de MR en los centros de control
hemodindmicos pueden generar especies reactivas de oxigeno derivando en inflamacién,

enfermedades neurodegenerativas cronicas y enfermedades cardiovasculares (34).

Diferentes variaciones de GR se han relacionado con la resistencia a la insulina y cambios
en los niveles de colesterol debido a su efecto sobre el metabolismo de lipidos en tejido
adiposo visceral contribuyendo a la patogénesis de los sintomas metabdlicos presentes en
SOP. Algunos tratamientos contra el SOP como la espironolactona pueden afectar a MR,

ademas, los progestdgenos son agonistas débiles de este receptor, por lo que el aumento de
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estas hormonas puede activar a estos receptores siendo esencial en los potenciales

tratamientos de SOP el no modificar la actividad de estos receptores (35-37).

1.1.7 Enzima de escision de la cadena lateral del colesterol (CYP11A1)

La enzima de escision de la cadena lateral del colesterol (CYP11A1), también conocida
como citocromo P450 de ruptura de la cadena lateral, es una enzima mitocondrial
codificada por el gen CYP11AT que cataliza la ruptura de la cadena lateral del colesterol
para producir pregnenolona, el precursor bésico de las hormonas esteroideas, en donde
lleva a cabo diversas hidroxilaciones y ruptura entre Cy y Cz mediante la coordinacion
directa de un dtomo de oxigeno con el atomo de hierro del grupo hemo. A pesar de que
tiene una alta afinidad por el colesterol, se ha determinado que también puede actuar sobre
otros esteroides, sobre todo con cadenas laterales con grupos funcionales polares mientras
mantengan una estructura planar en la fusion de los anillos A y B como dobles enlaces
entre Cs-Cq 0 C4-Cs (38). El sitio activo estd conformado por 12 residuos formando un tdnel
largo con diferencias en su potencial electrostitico cerca del anillo A, reduciendo su
polaridad cuando se acerca los anillos C y D. La cadena lateral se encuentra centrada sobre
el grupo hemo y con Ile351, Thr291, Phe203 Y Met202 de las hélices I 'y F; el hidroxilo de
C-3 del colesterol se orienta hacia una cavidad polar, tal y como se muestra en la figura 8

(39).

Figura 8. Interaccién ligando-proteina del colesterol en CYP11A1.
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Se han encontrado que las células de la teca en los ovarios de pacientes con SOP presentan
sobreexpresion o polimorfismos de la CYP11A1l. A pesar de ser clave en la
esteroidogénesis ovirica, directamente se relaciona con hiperandrogenemia por accién de

la hormona luteinizante (40,41).

1.1.8 17a-hidroxilasa/17, 20 liasa

La 17a-hidroxilasa/17, 20 liasa (CYP17A1) es una enzima perteneciente a la superfamilia
de citocromo P450 encargada de la produccién de glucocorticoides y andrégenos por
hidroxilacion y ruptura de enlaces C-C, respectivamente. Codificada por el gen CYP17A1
se expresa principalmente en las glindulas adrenales y en las gonadas, con expresién menor
en cerebro, placenta y corazén. En las células de estos Organos cataliza diferentes
reacciones para la formacion de la androsterona la cual posteriormente puede
transformarse en DHT (Esquema 1), el andrégeno enddgeno mas potente (42). Es por ello,
que la CYP17A1 es una de las dianas terapéuticas mds promisorias para el tratamiento de
fenotipos androgénicos ya que es la enzima que regula la velocidad de la biosintesis de
andrégenos. Se han asociado diferentes polimorfismos de un sélo nucleétido que puede
llevar al desarrollo de hiperandrogenismo adrenal en pacientes con SOP, ademas de que el
aumento de andrdgenos y la regulacion incorrecta de estrégenos estd asociado con un

aumento en la resistencia a la insulina (41,43).
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Esquema 1. Reacciones de biotransformacién de esteroides mediados por CYP17A1.

1.1.9 Aromatasa (CYP19A1)
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La biosintesis de estrdgenos es regulada principalmente por la aromatasa (CYP19A1),
enzima perteneciente a la familia del citocromo P450 codificada por el gen CYP19A1, la
cual utiliza para catalizar las diferentes reacciones de 6xido-reduccién un grupo hemo. En
la aromatasa, se lleva a cabo la coordinacién del Cis del sustrato esteroidal hacia el centro
del grupo hemo para catalizar las diferentes reacciones que llevan a la aromatizaciéon del
anillo A utilizando 3 moles de oxigeno y del agente reductor NADPH por cada mol de
sustrato transformado (Esquema 2). Se encuentra expresado en los foliculos preovulatorios
y en el cuerpo luteo en los ovarios de las mujeres en la ovulacién. La expresion de
CYP19A1 en las células de la granulosa del ovario estd bajo el control de la hormona
estimulante de los foliculos (FSH) y también es expresada en tejido adiposo controlado
principalmente por glucocorticoides, por lo que un aumento en el tejido y la produccién

de citoquinas proinflamatorias puede inhibir la expresion de la aromatasa (44).
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Esquema 2. Biosintesis de esteroides en las células del ovario.
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El efecto de esta enzima en personas con SOP es variable con respecto al fenotipo.
Diferentes estudios han reportado actividad disfuncional de la aromatasa en pacientes con
SOP, en donde se ha correlacionado que conforme aumenta el indice de masa corporal
(IMC), la actividad de la aromatasa disminuye, asi como en pacientes con
hiperandrogenismo. En los ovarios poliquisticos, las células de la teca sintetizan mas
andrdgenos de los niveles basales y contrariamente, las células de la granulosa, tienen
menor actividad de aromatasa, lo que genera desbalance en la produccion de estrogenos y
andrdgenos (45). Por otro lado, se ha propuesto el uso de inhibidores de la aromatasa como
farmacos inductores de la ovulaciéon en mujeres anovulatorias que no han respondido al
tratamiento con citrato de ciclofeno, el farmaco de primera eleccién para mejorar la
fertilidad inhibiendo la biosintesis de estrdgenos y favoreciendo la secrecién de FSH
permitiendo el crecimiento y desarrollo folicular. Este resultado es til en fenotipos en
donde no exista ninguna alteracion de los niveles de andrégenos, eventualmente se

generara acumulacion de estrogenos en los ovarios (46).

1.1.10 21-Hidroxilasa

La enzima 21-Hidroxilasa (CYP21A2) pertenece a la familia de enzimas del citocromo
P450 codificado en el gen CYP21A2 del cromosoma 5 en el locus 6p21.3 junto a otro gen,
el CYP21AIP. Ambos genes comparten un 98% de homologia en los exones pero este
ultimo es inactivo debido a diferentes mutaciones deletéreas (47). Esta expresada
exclusivamente en la corteza adrenal y es esencial en la biosintesis de aldosterona y cortisol
al convertir la progesterona y 17a-OH progesterona a deoxicorticosterona y 11-
deoxicortisol (48). Estructuralmente, el sitio activo de esta enzima orienta a C,; del sustrato
en el grupo hemo coordindndose con el dtomo de Fe?*. El carbonilo de C; interactta
mediante un puente de hidrégeno con Arg234; el resto de la cara B esteroidal interactia
con una hélice hidrofébica, especificamente con los residuos Val287, 1le291 y Gly292. Se
han reportado que existen mutaciones heterocigotas en el gen que codifica para CYP21A2
y aunque los datos no son concluyentes se considera que podria haber una correlacién con

el desarrollo de las manifestaciones clinicas de SOP (49,50).
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Esquema 3. Biosintesis de precursores de mineralcorticoides y glucocorticoides por CYP21A2.

1.1.11 Globulina de unién a hormonas sexuales

La globulina plasmatica de unién a hormonas sexuales (SHBG, del inglés sexual hormone
binding globulin) es una glicoproteina homodimérica de 373 residuos, producto del gen
SHGB localizado en el cromosoma 17 p12-13 que también codifica para la proteina de
union de andrégenos testicular (difiriendo Unicamente en el patrén y tipo de
oligosacaridos) la cual se une a andrdgenos y estrégenos con alta afinidad y regulando su
biodisponibilidad. Esta region cromosémica se considera como un “hotspot” para la
recombinaciéon e integracion de genomas exdgenos por lo que es susceptible de
mutaciones. El sitio de unién estd formado por diferentes residuos, en donde Met139
interactia con el anillo B esteroidal; los residuos anteriores a este se encuentran muy poco
conservados y son de naturaleza principalmente hidrofilica. Por otro lado, hacia el extremo
carboxilo terminal, los residuos hidrofdbicos estdn altamente conservados. La enzima
SHBG estd expresada de manera ubicua en varios érganos del cuerpo, incluyendo el

higado, placenta, cerebro y endometrio (51).

Varios estudios han indicado que el IMC y la hiperinsulinemia afectan directamente la
concentracion de SHBG reduciendo sus niveles, y es un biomarcador para la deteccion del
sindrome metabdlico y predictor de enfermedades cardiovasculares y de diabetes tipo 2,
por lo cual, su papel en SOP es crucial tanto por su asociacién con el desarrollo de estas
enfermedades ya que la hiperinsulinemia aumenta la produccién de andrdgenos, la
expresion de SHBG se reduce y la biodisponibilidad de andrégenos aumenta en un ciclo

repetitivo que aumenta la gravedad sobre todo de fenotipos hiperandrogénicos (52-54).
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1.1.12 Receptor de esteroides asociado a membrana de respuesta rapida

El receptor ERp57/GRp58/1,25D3-MARRS o simplemente MARRS (del inglés,
membrane associated, rapid response steroid-binding) es una tiol-disulfuro
oxidorreductasa que ha sido dltimamente estudiada como una proteina chaperona y como
receptor de membrana de la vitamina D 1,25(OH),Ds. El receptor MARRS pertenece a la
familia de las disulfuro-isomerasas y esta altamente relacionada con el receptor clasico de
vitamina D (Figura 9). Esta expresado en el epitelio intestinal en donde media la absorcion
rapida de fosfatos y calcio, siendo esencial para el transporte de estos minerales; ademas,
modula la actividad de canales idnicos tanto en el sistema nervioso como en el sistema

cardiovascular (55).

En diversos estudios se ha mostrado que la diosgenina, una sapogenina espirostanica puede
activar al receptor MARRS con respuesta antitumoral y antiinflamatoria, una reaccién
mediada por la citoquina proinflamatoria TNF-a, en donde se ha mostrado que SOP es
una enfermedad donde también ocurre inflamacion. La activacion de MARRS por
1,25(0OH),D;, media a los segundos mensajeros RAF y MAPK que incrementan la
liberacion de insulina de las células B del pancreas (Figura 12) (56,57).

1,25(0H).D;

= MARRS

% Segundos y

mensajeros
(RAF/MAPK)

@ VDR

:D geﬁfﬁﬁ}gzs-- Transcripcion

Cross talk

Figura 9. Efectos de la vitamina D mediado por VDR y MARRS con efectos genémicos directos e
indirectos (57).
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1.1.13 Receptor del factor de crecimiento endotelial vascular

Los receptores del factor de crecimiento vascular (VEGFR, del inglés vascular endotelial
growth factor receptor) pertenecen a una familia de proteinas que median diferentes
respuestas bioldgicas en el organismo. Dependiendo de la isoforma de VEGF y del tipo de
receptor, promueven la vasculogénesis y angiogénesis, procesos esenciales en la
embriogénesis, desarrollo de 6rganos, regeneracion de tejidos y procesos de cicatrizacion.
No obstante, la angiogénesis anormal esta asociada al desarrollo de una gran diversidad de
enfermedades como en la retinopatia diabética, artritis reumatoide y neovascularizacion

tumoral (58,59).

Estructuralmente, el VGEFR tiene 3 dominios. El primero de ellos es extracelular y esta
conformado por 7 dominios similares a inmunoglobulinas, el cual directamente interactta
con las diferentes isoformas de VGEF y favorece la dimerizacién del receptor. El segundo
dominio a-helicoidal se encuentra en la regién transmembranal oligomerizado dentro de
la capa lipidica y cuya orientacion de las hélices es esencial para la activacion del receptor.
Finalmente, el tercer dominio corresponde a una tirosina quinasa de tipo citoplasmatica
que regula directamente las rutas de transduccién de senales asociadas a proliferacion
celular, migraciéon, metabolismo, vasodilatacion y formacién y remodelado de vasos
sanguineos mediando la fosforilacién de Tyr utilizando ATP. Este sitio activo se encuentra
entre la union de dos I6bulos del amino y carboxilo terminal de la proteina; el primer [6bulo
estd formado principalmente por una hélice a y 5 liminas B antiparalelas en donde se
encuentra una region rica en Gly (841 a 846) y Phe845 que interactan directamente con
el ATP. El otro I6bulo es mucho mas grande en donde la asa catalitica esta formada (Figura
13) por una serie de residuos altamente conservados: His1046, Phe1047, Gly1048,
Ala1073, Pro1074 y Asp1075 (58).
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Figura 10. Vias de sefalizacién e interacciones ligando-proteina de inhibidor comercial sunitinib con el
receptor VGEF.

El papel del receptor VGEF en el SOP se ha estudiado extensivamente, su principal papel
estd en el desarrollo del sindrome de hiperestimulacion severo (SHS), una respuesta
excesiva hormonal de gravedad, ya que el receptor VGEF se encuentra expresado en las
células de la granulosa y de la teca por igual. Ademas, en el SHS, la regulacion vascular y
angiogénesis son criticos en la foliculogénesis ovarica, por lo que las anormalidades
también desembocan en desordenes de la ovulacion, fertilidad reducida y endometriosis

(60).
1.1.14 3-Oxo-5a-esteroide-4-deshidrogenasa tipo 2

La 3-Oxo-5a-reductasa (5aR) codificada por el gen SRD5A2 es una proteina de membrana
con 259 aminodcidos y 29.5 kDa, existen dos isoformas, 5a-reductasa tipo 1 y 2 que, a
pesar de catalizar la misma reaccién, tienen un bajo grado de homologia y se encuentran
localizados en diferentes cromosomas, compartiendo una identidad en la secuencia de tan
solo el 47%. Pertenece a la familia de las 5a-reductasas cuyo sustrato son esteroides con
cetonas en C; y A* para llevar a cabo la ruptura del doble enlace y la insercién de un anién
hidruro en la cara a en Cs y un protén B en Cs (Esquema 4). Ejemplo de ello son la
progesterona, androstenediona, cortisol, aldosterona, deoxicorticosterona, epitestosterona
y finalmente testosterona, la cual genera al potente andrégeno enddgeno DHT. Esta

enzima esta involucrada en la N-glicosilacion de algunas proteinas relacionadas a defectos
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neurolégicos y oftalmolégicos. También este tipo de esteroides 5a-H se relaciona al

proceso de eritropoyesis (61).

OH OH

NADPH NADP*

O O

=
Esquema 4. Conversion de testosterona a 5-dehidrotestosterona por la 5a-reductasa

En el SOP, la enzima 5aR estd muy relacionada con el desarrollo de hiperandrogenismo e
hirsutismo, se ha encontrado sobreexpresiéon de 5a-reductasa en células de la granulosa y
fibroblastos de pacientes con SOP, ademas de modificacion en el metabolismo del cortisol,

lo que puede derivar en el desarrollo de resistencia a la insulina (62).

Todas estas dianas presentan dos particularidades esenciales para este trabajo: su relacion
con uno o miés fenotipos de SOP y su capacidad para ser reguladas por moléculas
pequenas, esto es importante ya que practicamente para todas las proteinas antes expuestas
ya existen farmacos, pero enfocados al tratamiento de otras enfermedades, no de un
tratamiento integral ni especifico para el SOP (63) y algunos de ellos atin no reciben

autorizacion para el tratamiento de SOP (64)..

1.2 Tratamientos contra SOP

Ademis de los efectos endécrinos, las pacientes con SOP presentan riesgo aumentado de
enfermedades cardio-metabdlicas y diabetes siendo el tratamiento principal un cambio en
el estilo de vida del paciente incluyendo dieta y ejercicio (65-68). No obstante,
dependiendo de la severidad de las manifestaciones clinicas se puede complementar el
tratamiento con agentes sensibilizadores de insulina y estatinas, asi como antiandrégenos y

anticonceptivos.
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1.2.1 Sensibilizadores de insulina

La resistencia a la insulina es una de las principales causas de los sintomas clinicos y
metabdlicos del SOP, se presenta en la mayoria de las pacientes con la enfermedad ya sea
por predisposicion genética y/o por obesidad. Las pacientes tienen produccion elevada de
insulina, la cual a su vez estimula la produccién de andrégenos en los ovarios
(hiperandrogenemia) por lo que el control de la hiperandrogenemia con farmacos ha sido
una opcion para el tratamiento del SOP (69). Entre los agentes mds usados estd la
metformina, la cual reduce la secrecion de glucosa y pueden mejorar la frecuencia
menstrual, aunque también se ha demostrado que tiene efectos sobre el ovario por
inhibicién indirecta de la aromatasa (70). El inositol, un polihidroxialcano ha mostrado
tener actividad como segundo mensajero de la insulina y sugerido en el tratamiento de SOP
para la regulacion de la tirotropina y de la FSH (71). Otros sensibilizadores utilizados como
la exenatida que pertenecen a la familia de agonistas del GLP-1R usados sobre todo con
pacientes intolerantes a la metformina (Figura 15) (72). Estos farmacos podrian ser ttiles
ya que al aumentar la sensibilidad, se reduce la produccién de insulina aumentando la
produccion de SHBG y reduciendo los niveles de testosterona libre aunque su uso

principal solamente se ha limitado a reducir los efectos metabdlicos en las pacientes con

SOP (73).

NH NH
OH OH }
\NJ\H)LNHQ HO%OH 655590

Metformina Inositol Exenatida

Figura 11. Estructuras de sensibilizadores de la insulina usados en SOP

1.2.2 Farmacos antidislipidémicos

Las afecciones cardiovasculares son los principales riesgos més prevalentes en las pacientes
con SOP comparadas con pacientes sanas. Los principales sintomas son la calcificacion de

arterias coronarias, aumento en el tamano y rigidez del ventriculo izquierdo, aumento en



34

la homocisteina (marcador de inflamacion y dafo endotelial asociado a aterogénesis), asi
como niveles altos de colesteroles totales y triglicéridos. Otro enfoque para tratar SOP se
enfoca en este aspecto metabdlico (74). Los principales firmacos utilizados para el
tratamiento son las estatinas, inhibidoras selectivas de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
reductasa involucrada en los primeros pasos de la biosintesis del colesterol, permitiendo
reducir colesteroles totales y lipoproteinas de baja densidad aumentando la sensibilidad de
los receptores que conlleva a la reduccion en la produccion, ademas de posibles efectos
antiinflamatorios siendo la simvastatina, atorvastatina y rosuvastatina, las moléculas mas

utilizadas para estos fines (Figura 16) (74,75).

\\\\\\\\“

Simvastatina Atorvastatina Rosuvastatina

Figura 12. Estructuras de estatinas usadas en SOP

1.2.3 Farmacos anti androgénicos

La hiperandrogenemia es probablemente la manifestacion clinica mds frecuente e
importante en el SOP por lo que el tratamiento anti androgénico estd enfocado en la
reduccion de 3 aspectos: la biosintesis de andrdgenos, el porcentaje de andrégenos libres
circulantes y la actividad androgénica mediante el bloqueo de su receptor o su regulacion
mediante inhibidores de la 5aR siendo los principales tratamientos empleados la flutamida
y el acetato de ciproterona los mas utilizados (Figura 17). La abiraterona (Figura 14), un
inhibidor de la CYP17A1 ha sido dtil en la reduccién de la actividad androgénica sin

embargo su inclusién en el tratamiento del PCOS no es comun (76).



35

O
O o)
H
FsC N
Acetato de ©
ciproterona O2N Flutamida

(¢]]
Figura 13. Estructura de farmacos antiandrogénicos contra SOP

La flutamida (Figura 14) es un antiandrégeno potente que actia como bloqueador del
receptor de andrégenos reduciendo la hiperandrogenemia y el hirsutismo. También se ha
mostrado efectivo contra el acné, sin embargo, su uso es discrecional debido a su
teratogenicidad; de manera similar, se utiliza el acetato de ciproterona en combinacién con
el etinilestradiol, un anticonceptivo de tipo progestageno. La finasterida por su parte, es
un inhibidor de la 5a-reductasa y que se ha utilizado para moderar el hirsutismo y la

alopecia androgénica en combinacidn con anticonceptivos (77).

HO

Figura 14. Estructura de la abiraterona y la finasterida

Uno de los problemas mas importantes en el uso de antiandrégenos es la hepatotoxicidad
lo cual supone mas riesgo que los beneficios obtenidos en una enfermad considerada “no
letal” ademds que el tratamiento no es restaurativo, tnicamente paliativo ademas de las

graves alteraciones en el metabolismo y perturbaciones en la regulacién hormonal (20).
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1.2.4 Anticonceptivos

El uso de anticonceptivos orales combinados (AOC) representa el principal tratamiento en
pacientes que no buscan embarazarse para regular la menstruacion y reducir el
hiperandrogenismo (78). Los AOC son combinacién de progestagenos y estrogenos en
bajas dosis, su mecanismo de accién consiste en inhibir (por progestagenos) la secrecion
de la hormona liberadora de gonadotropina suprimiendo a la hormona luteinizante que
lleva a la reduccién de estradiol y en la produccién oviérica de andrégenos. El componente
estrogénico es sinérgico a los progestdgenos, reduciendo los niveles de andrdgenos libres

mediante el aumento en la producciéon de SHBG (Tabla 2).

Tabla 2. Generaciones de AOC y sus efectos metabélicos y androgénicos

i i Efectos Efectos
Progestagenos Estrogenos Metabdlicos  Androgénicos

[ Noretindrona ]

Etinilestradiol ° °
[ Diacetato de Etinodiol ]

Norgestrel
2da . Etinilestradiol o o
Generacion Levonorgestrel
y 4

3ra
Generacion

Etinilestradiol e =

Valerato de
Estradiol

Gestodeno

Desogestrel

[ ]
[ J
[ Norgestimato ]
[ ]
[ J

[ Drospirenona ]

[ Acetato de Ciproterona ] Etinilestradiol

- Anti-
[ Dienogest ] Valerato de androgénico

Estradiol

[ Trimegestona ]

[ Nestorona ]
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Las primeras generaciones de AOCs se caracterizaron por presentar altas tasas de
tromboembolismo por lo que las consiguientes mejoras se enfocaron en la evolucion de
progestdgenos, no obstante, al ser una enfermedad crénica el uso prolongado de estos
farmacos siguen siendo de preocupacién debido a que aumenta el riesgo de
tromboembolismo venoso vy arterial, derrame cerebral asi como aumento en los niveles
séricos de triglicéridos y colesterol LDL y HDL implicando no solo su inherente

hepatotoxicidad sino su efecto integral en el metabolismo (79,80).

En resumen, hasta ahora no existe tratamientos especificos para el SOP; sélo se utilizan
farmacos dirigidos a las manifestaciones clinicas, lo que ha dificultado el establecimiento
de un tratamiento altamente exitoso, y debiéndose establecerse con base en las necesidades
especificas de los grupos de pacientes y de los fenotipos de la enfermedad (81). Por lo
anterior, la busqueda de nuevas moléculas o modificacion de otras ya existentes es esencial
para la generacién de nuevos tratamientos, en donde los esteroides juegan un papel esencial
tanto por la similitud con los sustratos de las dianas bioldgicas del SOP como por su

versatilidad y gran actividad bioldgica.

1.3 Esteroides: papel fisiolégico y potencial farmacolégico

Los esteroides son moléculas estructuralmente relacionadas que cumplen una amplia
diversidad de funciones en el organismo, desde su participacién como componentes de la
membrana celular, hormonas enddcrinas, hasta moduladores de una gran diversidad de
eventos fisioldgicos (Figura 19). Todos los esteroides endégenos humanos son derivados
del colesterol y regulados por una ruta biosintética amplia ubicada especificamente en
6rganos endécrinos como las glandulas adrenales, ovarios y testiculos. El plasma y una gran
diversidad de tejidos pueden contener una gran cantidad de compuestos esteroidales, sin
embargo, muchos de ellos son biolégicamente inactivos, ya que las moléculas bioactivas se
encuentran continuamente modificadas por diversas enzimas (principalmente hepaticas)
para su inactivacidon y desecho, esto debido a que su interaccién con sus receptores

particulares es especifica y ejercen su accién de manera rapida (82).
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Figura 15. Estructuras de las principales familias hormonales esteroidales

Debido a su potente actividad biolégica, muchos farmacos estan basados en esteroides ya
que los ligandos endégenos de receptores comparten el esqueleto esteroidal, por lo que el
diseno de nuevos compuestos puede aprovechar esta base y hacer modificaciones
puntuales para potenciar o cambiar su efecto biolégico por completo. Es el caso de algunos
inhibidores del receptor a estrogenos, los cuales mediante modificaciones e insercion de
heterodtomos como modificacion del ligando original puede pasar de activadores a
inhibidores, e incluso generando especificidad entre isoformas como es el caso de 16 a-
LE2, molécula con mayor afinidad por ERa y el inhibidor 88-VE2 hacia ERB (83) (Figura
21).

OH OH

HO HO

Figura 16. Estructuras de 16a-LE2 y 83-VE2, inhibidores de ERa y ERB.
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La actividad anticancerigena ha sido una de las mas promisorias en la investigacién de
estructuras esteroidales y con més de 50 afnos de investigacion relacionada; el acetato de
ciproterona () fue el primer firmaco de relevancia con efectos antitumorales en 1968 y
desde ahi las publicaciones relacionadas han ido en aumento (84). Los inhibidores de la
aromatasa (CYP19A1) son promisorios contra el cincer de mama hormona-dependiente,
en gran parte, por su capacidad de inhibir la sintesis de estrogenos (85). Actualmente se
cuenta con 3 generaciones de inhibidores de naturaleza esteroidal para aumentar su

afinidad o reducir sus efectos adversos (Figura 17)

OH o)

Figura 17. Estructura de la testonolactona, formestano y exemestano.

La insercion o funcionalizacion de heteroatoamos en el esqueleto esteroidal ha sido
importante en la obtencién de compuestos con propiedades citotdxicas significativas como
en el caso de la obtencién de azaesteroides, oximas, o més recientemente de bioconjugados

esteroidales (Figura 18) en contra de cancer de prdstata y leucemia (86-88).
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Figura 18. Ejemplos de un azaesteroide (4-MA), una oxima (CMP-1) y un bioconjugado (estramustina)
como anticancerigenos
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La conjugacion de dos moléculas bioactivas para la formacion de compuestos hibridos ha
mostrado ser de gran utilidad en las ramas de la biologia, medicina, microelectrdnica, asi
como en la ciencia de los materiales, en donde las bases estructurales esteroidales presentan
una gran diversidad de efectos fisioldgicos debido a la habilidad del esteroide para penetrar
membranas bioldgicas y de unirse de manera especifica a receptores de hormonas
enddgenas. Dentro de los diferentes conjugados, los conjugados aminoacidicos esteroidales
(CAE) han resultado muy atractivos por la posibilidad de modificar el coeficiente de
particion de la molécula dependiendo de la posicion, configuraciéon y naturaleza de los
aminodcidos (89). Con respecto a la actividad anticancerigena de CAEs; Kvasnica y cols.
aprovecharon los heterodtomos de las cadenas laterales de ésteres de L-Met y L-His (Figura
19) parala coordinacién de complejos de platino, utilizando una base esteroidal (colesterol,
testosterona, diosgenina, entre otros) como un sistema de transporte para su translocacién

en células tumorales de mama (90).

S._ .NH,

Figura 19. Complejos Pt-Conjugado aminocido-esteroidal.

El conjugado de 4cido célico y del dipéptido Val-Gly (Figura 20) obtenido por Bajaj y
colaboradores en 2019, funcionalizado en las 3 posiciones donde naturalmente se
encuentran los hidroxilos de dicho esteroide mostraron excelente actividad antibacteriana
para bacterias Gram negativas; Escherichia coli, Klebsiella pneumonia y Acitenobacter
baumannii con concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de 8, 16 y 16 pM,

respectivamente. Se consideré el efecto bactericida mediado por degradacion de
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lipopolisacaridos, ademds de haber actividad degradadora de “biofilm” en Staphylococcus

aureus y Candida albicans (91).
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Figura 20. Estructura del 4cido biliar funcionalizado con Val-Gly.

Ejemplo de otro CAE es el descubierto por Kong y cols. (Figura 21), en la esponja marina
Polymastia boletiformis que inhibe a S. aureus, C. albicans y Pythium ultinum con CMI de

100, 75 y 25 pg, respectivamente (92).
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Figura 21. Conjugacién de O-metil Tyr con un esteroide de P. boletiformis.

Otros ejemplos de la importancia de la insercion de heteroatomos en el esqueleto esteroidal
es el de Fernandez-Herrera y colaboradores que sintetizaron (Figura 26) y evaluaron la
actividad de la (26R)-26-hidroxidiosgenina en ratas, la cual a dosis de 0.1 mg/kg estimuld

el desarrollo folicular en los ovarios de ratas (93).
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Figura 22. Obtencién de la 26-OH diosgenina.

En contexto, los tratamientos actuales para el SOP se enfocan en aminorar o reducir la
sintomatologia, utilizando tratamientos combinados que se deben ajustar a cada paciente,
por lo que surge el interés de la evaluaciéon 7z siico de conjugados aminoacidicos
esteroidales contra dianas bioldgicas asociadas al SOP, y determinar el fenotipo para el
cual podrian ser ttiles. Posteriormente se llevara a cabo su analisis retrosintético y evaluar

su potencial terapéutico como tratamientos para SOP.
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Objetivos

Objetivo general

Disenary evaluar 77 silico ésteres de diosgenina con aminodcidos y establecer su analisis

retrosintético.

Objetivos particulares

1)
2)

Seleccionar dianas biolégicas para relacionadas al sindrome de ovario poliquistico
Determinar la energia de acoplamiento e interacciones proteina-ligando de ésteres
de diosgenina con aminoacidos con dianas implicadas en el sindrome de ovario
poliquistico.

Seleccionar los mejores ésteres de diosgenina con aminodcidos por su interaccién
con dianas relacionadas a los fenotipos del sindrome de ovario poliquistico.
Conocer el potencial farmacoldgico de los ésteres de diosgenina con aminodcidos
para el sindrome de ovario poliquistico mediante sus propiedades farmacocinéticas
de absorcidn, distribucion, metabolizacion, excrecion y toxicidad.

Establecer la ruta retrosintética para los compuestos EDA con mas alto potencial

biolégico.
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3. Discusion de resultados

Las herramientas 77 silico han sido fundamentales para la investigacion del SOP durante la
ultima década, desde el estudio de SNPs en genes asociados a PCOS (94), fendmenos
evolutivos (95), hasta la evaluacion de productos naturales y diseno de moléculas bioactivas
(96) enfocandose en las diferentes vias y proteinas asociadas a las manifestaciones clinicas
que se pueden presentar en las pacientes, es por lo que este proyecto se enfocd en dos

anlisis bioinformaticos: docking molecular y prediccién de las propiedades ADMET.

Se dividi6 en 3 etapas, la primera correspondiente a la comparacién de EA de los
compuestos EDA vs el control de referencia, siendo éstos los ligandos endégenos, asi como
farmacos ya utilizados para SOP. La segunda etapa es complementaria al analisis
energético, ya que por si mismo, la EA no permite saber si el ligando interactta dentro del
sitio activo de las dianas, permitiendo hacer el descarte de aquellas moléculas que no se
encontraran espacialmente favorecidas. La ultima etapa fue dirigida al estudio
interaccional para determinar el papel de las moléculas sobre las dianas, ya que existen
interacciones especificas para cada una de estas proteinas que puede indicar su

comportamiento como inhibidores, agonistas, antagonistas o activadores (Figura 27).

Ala Glu Met
Arg Gly Phe
RAEE Asn His Pro
PN ( )Q/% Asp Tle  Ser
(\ oA AN : Cys Leu Thr
- R Gln Lys Trp
Diosgenina  L-aminoacido Val
Seleccién de dianas biolégicas AutoDock Vina Estadistica de valor
Disefio 7 szlico AutoDock 4 Analisis energético
Minimizacién de energia MM2 y PM7 Glide Schrodinger Anilisis espacial e interaccional
Minimizacién mediante LigPrep ADMET

Figura 23. Esquema para el disefio, andlisis y evaluacion de los compuestos EDA en dianas implicadas en el

SOP.
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Previamente se ha mencionado que la funcionalizacién de esteroides con aminoacidos

puede derivar en actividades bioldgicas diversas y potentes, por lo que fue de interés el

disefio de compuestos esteroidales conjugados con aminoacidos proteinogénicos via éster,

utilizando como base esteroidal a la diosgenina, un espirostano con amplia actividad

biolégica. Se estudiaron 20 compuestos EDA que se muestran en la Figura 24.

Ala-Dg, R= CH;

Arg-Dg, R=

Asn-Dg, R=

Asp-Dg, R=

Phe-Dg, R=

Glu-Dg, R=

Gln-Dg, R=

EDA:

Ester de diosgenina

con aminoacido

o

Base esteroidal:

H,N
. , o
Aminoacido ﬁ)l\ Diosgenina

NH

Gly-Dg,R=H  Cys-Dg,R=CH;SH  Ser-Dg, R= CH,OH

NH OH

U
~

nme

Hj

OH
Ile-Dg, R= \%E\/CHs Thr-Dg, R= El/kCHs

CH,
Leu-Dg, R= %Y Trp-Dg, R= \

CH,

CH,
Lys-Dg, R= MNHZ Val-Dg, R= E)\cm

Met-Dg, R= %>\ 0
S)

Pro-Dg=

NH

Figura 24. Compuestos EDA estudiados en esta tesis.

También se ha hecho énfasis que el tratamiento del SOP resulta complicado por las

diversas manifestaciones clinicas de las pacientes, efectos adversos o resistencia a los

farmacos que terminan repercutiendo en la calidad de vida de las pacientes. Ademis, se ha

mencionado que el SOP presenta diferentes fenotipos asociados en mayor o menor medida

a dianas bioldgicas, resultando imperante la bisqueda de nuevas moléculas que puedan
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tratar a un fenotipo en particular y mejor atn, obtener moléculas con la capacidad de tratar

mas de un fenotipo de esta enfermedad.

En orden de determinar si las moléculas evaluadas podrian cumplir este cometido, se

procedid a clasificar las proteinas para el estudio:

1. Grupo relacionado a proteinas cuya inhibicion es deseable en al menos uno de los
fenotipos de SOP

2. Grupo de proteinas cuya inhibicion o bloqueo es indeseable ya que estin
involucrada en procesos fisioldgicos esenciales y que se ha encontrado expresion
reducida, mutaciones o que los farmacos utilizados pueden inhibir los efectos
adversos.

3. Grupo involucrado de proteinas cuya activacion es deseable para el tratamiento

(Ver Tabla 3).

Tabla 3 Proteinas asociadas al SOP y el efecto deseado segtin el fenotipo de la enfermedad.

Proteina/fenotipo SOP clasico  SOP ovulatorio Sop no’hl.per
androgénico
5aR Inhibir Inhibir No inhibir

o AR Bloquear Bloquear No bloquear

¢ ERa Bloquear Bloquear No bloquear

g ERB Bloquear No bloquear No bloquear

g PR Bloquear No bloquear No bloquear
& VGEFR2 Inhibir Inhibir Inhibir
:-E CYP17A1 Inhibir Inhibir Inhibir
=  CYP19A1 No inhibir Inhibir Inhibir
VDB Inhibir Inhibir Inhibir

.. CYP11A1 bloquear No bloquear No bloquear

= CYP21A2 No bloquear No bloquear No bloquear

é GR No bloquear No bloquear No bloquear

2 MR No bloquear No bloquear No bloquear

SHBG No bloquear No bloquear No bloquear
§ MARRS Activar Activar Activar
E VDR Activar Activar Activar
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3.1 Primer nivel de analisis: energia de afinidad

En el primer nivel de anilisis se compar6 la energia de acoplamiento (EA) de los
compuestos EDA con dianas especificas. Considerando que cada sistema tiene diferentes
métodos de calculo de EA (97,98) no es posible comparar directamente las EA entre si,
por lo que se compararon las diferencias de EA entre los ligandos endégenos de cada diana
y farmacos relacionados en cada sistema vs los resultados obtenidos para los compuestos
EDA. Con el sistema AutoDock 4 (AD4) se obtuvo que los derivados EDA superaron
energéticamente al ligando de referencia en las dianas 5aR, VGEFR2, y VDB como se

observa en la Tabla 4.

Tabla 4. Energias de acoplamiento (kcal/mol) obtenidas con AD4 en dianas cuya inhibicién es favorable.

Compuestos vs ligandos endégenos

Protefna/ 2R A a8 & & 2 = g A 5"’
molécula & - =R T S % P ©

< O < O @m O T =2 4a 1 =
5aR 512020 SIS SUIRON (512224 (13528 (ST (STRON SH2E78 S SIZ0e) SIS
AR 95 96 90 92 -105 97 -93 98 -103 97 -9.0
ERa 91 94 91 91 9.6 9.0 -10.1 -102 -10.0 -9.8 -9.
ERB 87 92 82 -83 96 92 97 95 93 86 -85
PR 96 -86 -67 71 7.6 -85 17 -89 76 13 -6.9

VGEFR2 -89 93 95 92 98 96 92 94 97 -10.1 -9.1
CYP17A1 7.6 75 53 48 55 73 54 56 56 5.0 43
CYPI19A1 49 54 46 44 58 53 -60 55 56 51 42

VDB 95 91 -90 -89 99 93 -10.1 -104 -10.1 -96 -94
o0 o0 o0 o0 o0 o0

Proteina/ A A - A 50 A 50 A 50

P o 1) g= op & & = & &
molécula 2 £ G A 3 = S i =
5aR -12.2 -123 -12.1 -122 -12.8 -11.8 -12.0 -145 -135 -11.2 -10.3
AR 96 -103 -92 -103 -10.1 91 -94 -80 -106 -11.3 -8.0
ERa 95 93 95 97 94 96 -15 -10.1 -105 -103 -97
ERB 83 96 90 -85 92 K86 -89 92 -85 -10.8 -98
PR 65 86 -65 -69 K83 -63 -71 -86 -8.0 -10.7 -10.6
VGEFR2 93 99 88 90 93 -89 92 95 -100 -87 -86

CYP17A1 -64 56 47 44 77 59 50 49 50 -79 90
CYPI19A1 S57 58 53 41 59 50 49 57 61 96 -7.6
VDB 9.1 -101 93 -93 -100 -97 -9.6 -105 -103 -95 -105

En amarillo estdn los valores de energias superiores al ligando endégeno de cada diana.
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Adicionalmente, los resultados sugieren que el derivado Tyr-Dg tiene mayor potencial para
inhibir a ERa al superar por 0.2 kcal/mol al estradiol, ligando enddgeno del receptor (Tabla
4).

Por AutoDock Vina (ADV) se obtuvieron resultados similares a AD4 para 5aR y VDB.
Ademis, hubo energias superiores a la del ligando de referencia en PR con Phe-Dg, His-
Dg y Pro-Dg. Particularmente, Trp-Dg presenté EA superior a la de los ligandos
enddgenos en AR, PR, VGEFR2 y CYP17A1 (Tabla 5).

Tabla 5. Energfas de acoplamiento (kcal/mol) obtenidas con ADV en dianas cuya inhibicion es deseable.

Compuestos vs ligandos endégenos

Proteina/ & XA A ot A & -
molécula = o & 3 L & 2 %
< O < @) ~ @) an =
S5aR -124 -11.6 -11.7 -11.7 -124 -12 -12.6 -123
AR 7.7 -81 90 -8.6 -10.2 8§ 93 83
ERa 79 77 80 81 90 -78 -85 -83
ERB 77 -78 -84 82 88 72 79 74
PR -84 -8 -84 -84 -102 -82 92 K87
VGEFR2 82 76 -79 81 94 83 87 -82

CYP17A1 91 96 -99 98 -105 -102 -104 -97
CYP19A1 -81 -86 -93 -86 -89 -85 -86 -88

VDB 92 87 95 91 98 97 94 92
Prot/eina/ 5" 5" 5" 5‘3 50 5" 50 5"
molécula = S = 50 . = — a,
4 & O < & E £ B
S5aR -12.1 -13.3 -11.8 -122 -11.1 -114 -115 -135
AR 87 91 -84 89 82 -85 82 -114
ERa 83 90 -80 -85 82 -80 -80 -90
ERB -85 87 83 76 -77 -81 -85 -97
PR 87 -89 80 83 79 83 -85 -105
VGEFR2 -83 93 8.1 87 86 -79 -84 -109 )
CYP17A1 95 -105 -94 95 -107 -93 91 -11.1 -10.7 -10.8 -12.1
CYP19A1 86 93 86 -89 -85 86 -88 -102 -97 -128 92

VDB -10.1 -100 -89 -88 -93 97 97 -110 -100 -7.7 -85

En amarillo estan las energias superiores al ligando endégeno.




49

Estos resultados comparados entre estas dos plataformas (dos de las mas utilizadas de
software libre) sobre PR pueden parecer controversiales a este nivel, ya que se sabe que el
levonorgestrel, fairmaco de referencia de este receptor tiene una afinidad muy superior a la
de la progesterona (99); los resultados de EA en ADV muestran una clara diferencia donde
el firmaco superd por 0.9 kcal/mol a la referencia, y en el caso de AD4 el farmaco tuvo una
menor energia a la del ligando. Para todos los sistemas evaluados, se espera una alta
correlacion entre la actividad bioldgica y la EA obtenida sin embargo esto no siempre es
posible, por lo que se requiere un andlisis mds fino de la interaccién proteina-ligando,

obtenida en los siguientes niveles de analisis.

Con Glide se obtuvo que la mayoria de los compuestos EDA tiene energias de afinidad
comparables con las de los ligandos enddgenos en cada diana en estudio. La excepcion fue

VDB con valores de EA positivos e incluso con ausencia de interaccién con CYP19A1

(Tabla 6).

Tabla 6. Energias de acoplamiento obtenidas con Glide (kcal/mol) en dianas cuya inhibicién es deseable.

Compuestos vs ligandos endégenos

Proteina/ O T~ S~ S S - S - e S
molécula I - - B B % o 2 0B
< O < O &m O T =2 49 -~ =
5aR 63 -62 55 57 -65 54 66 55 -68 59 -6.2
AR 1.0 -16 20 -1.6 23 09 23 -15 -05 -03 -14
ERa 34 19 23 32 41 33 36 26 52 30 NI
ERB 24 21 -19 20 29 24 24 23 34 -23 -2.0
PR 1.9 27 24 26 32 29 -28 31 13 24 21
VGEFR2 37 25 27 38 49 26 36 34 NI 34 20
CYP17A1 27 20 27 31 36 22 35 -28 3.6 3.1 -24
CYPI19A1 NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI
VDB 45 44 52 44 38 56 49 43 -39 35 37
o
Proteina/ g g8 & g2 2 2 g 23 &
molécula & S = 50 o S oy L 53
4 4 U < & BE 5 & &£198
5aR -65 55 56 -73 48 57 49 -62 -6.6 -11.2 -103
AR 28 02 23 -28 -15 -24 -10 -34 -19 -11.1 -73
ERa 29 32 29 32 29 41 25 -39 37 -104 93
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ERB 3.0 -27 30 -14 24 -25 -22 -17 -3.6 -10.0 -4.6
PR 3.6 33 37 30 41 41 -26 -06 -33 -88 -9.1
VGEFR2 34 40 NI NI 32 -37 40 -41 -59 -100 -5.6
CYP17A1 3.6 25 35 40 31 36 -28 45 38 -83 -97
CYPI19A1 NI NI NI NI NI NI NI NI NI -105 -6.0
VDB 55 48 52 45 44 56 42 47 49 50 59

En amarillo estdn las energfas superiores al ligando enddgeno. NI, no interacciona.

Estos resultados se pueden justificar mediante la comparacion de los métodos por los que
se obtienen los “docking score” de cada software, Glide ocupa un sistema “jerdrquico” de
buasqueda y perfilamiento, es decir que lleva a cabo un anilisis del sitio y del tamafo,
mientras que AD4 y ADV utilizan un “scoring function” hibrido entre mecanica molecular
y regresion estadistica para ajustar los resultados con resultados experimentales de ICsoy/0
Ki (100,101). Esto explica a este nivel, que probablemente los EDA evaluados no se
encuentran en la pose y con la interaccién mas favorable y que Glide es el Gnico sistema
que devuelve un valor de EA mas ajustado con este fendmeno y que se ha corroborado en
los siguientes niveles de anilisis, detallados mas adelante. En el caso de la globulina de
unioén a vitamina D (VDB) se obtuvo que los derivados Asp-Dg, Gly-Dg, Asn-Dg, Glu-Dg
y Thr-Dg son los que presentaron EA superiores al ligando endégeno, en donde la mayoria
de las moléculas comparten cadenas laterales polares, y serdn foco de atencién en los

siguientes niveles de estudio.

El segundo grupo de dianas evaluadas estd involucrado a proteinas cuya inhibicién es
indeseable seleccionadas segtin los reportes de la literatura en la que se ha reportado baja
expresion en algin fenotipo de SOP, en donde los tratamientos tienen como efecto
secundario la interaccién con estas dianas, o por la similitud de la base esteroidal con los
ligandos endégenos de estas proteinas y por lo cual EA superiores a sus ligandos enddgenos

puedan desembocar en potenciales efectos adversos en las pacientes.

Mediante AD4, varios compuestos EDA tuvieron energias de afinidad superiores a los de
los ligandos enddgenos para CYP11A1, CYP21A2 y GR. Particularmente, los derivados
aromiaticos Trp-Dg y Tyr-Dg presentaron diferencias energéticas mas grandes contra los

ligandos de las proteinas en las que interactian (Tabla 7).

Tabla 7. Energias de acoplamiento (kcal/mol) obtenidas con AD4 y dianas cuya inhibicién es deseable.



Compuestos vs ligandos endégenos

Proteina/ 50 50 A 5” ) 5“ 5’3 - 5’3 A 5"
molécula & e & 05 O & 4 % & 5 )
< O < O = O - =2 49 43 =
CYP11A1 99 96 -101 91 -105 96 -7.8 -95 -93 93 -89
CYP21A2 86 -85 -86 -85 -102 -85 98 87 -88 90 -79
GR -12.0 -12.6 -11.0 -10.2 -105 -12.8 -9.1 -105 -104 -11.3 -10.2
MR -10.1 -103 -104 -104 -10.0 -89 -94 -10.7 -122 -10.7 -9.6
SHBG 93 99 95 93 -111 93 96 -99 -92 -105 -10.0
o
Prot}eina/ 50 5“ 50 o) o) 50 A 50 o] _§ \§°
molécula = S = 50 & & — a, LS9
4 &4 U < & E S B £ 36
CYP11A1 -84 94 86 83 96 92 97 -108 -10.7 -93 -6.2
CYP21A2 -89 94 K82 71 83 78 -87 -100 -91 -84 -69
GR -103 -11.2 -105 -97 -11.2 -10.1 -122 -9.6 -132 -11.0 -9.6
MR 98 -100 -91 -11.0 -100 -9.7 -103 -11.7 -11.8 -11.0 -14.9
SHBG 98 -109 -95 -10.1 90 -93 98 -11.1 -109 -114 -98

En amarillo estdn las energias superiores al ligando endégeno.

Los resultados de ADV determinaron que todos los EDA presentaron energias de afinidad

superiores a la del ligando enddgeno con CYP11A1. En particular, Phe-Dg presentd

energias de afinidad superiores en MRy los otros EDA aromaticos en MR y en la SHBG.

Estos datos sugieren que los EDA aromaticos son los que, ademas de presentar energias de

afinidad superiores a las de los otros aminodcidos evaluados, también presentaron energias

considerables en las diferentes dianas evaluadas.

Tabla 8. Energias de acoplamiento (kcal/mol) obtenidas con ADV para dianas cuya inhibicién es

indeseable.

Compuestos vs ligandos endégenos

50 50 50 50 50 o0 50 0 50
Proteina/ 50 A A A A Ao A A a a A
2 < @ o = L = R ) £ = 5}
molécula = & 2 & < 5 = £ S g é-’
CYP11A1 -13.1 -122 -12.6 -12.7 -14 -1277 -135 -132 -123 -129 -123
CYP21A2 95 94 96 -103 -10.7 -10.1 -11.1 -10.2 -102 -9.8 -99
GR 77 74 78 80 90 -77 83 79 J6 -75 -T2
MR 87 -83 -89 92 -105 -86 95 -88 -86 -87 -82
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SHBG 8 7.6 -82 87 -107 -79 -8 8.6 -84 -9
on o0 o0 o0 o0 o0 o0 o O 8
Proteina/ A A a a 50 A a) A a 'g g"

P a o = 80 o & — & & .
molécula 2 & 3 = 8 —HG S o = ﬁﬁ—%
CYP11A1 -13 -13.8 -12.8 -13 -123 -12.8 -126 -152 -139 -11.7
CYP21A2 98 97 94 97 95 92 93 -119 -11 -123 -9,
GR 81 -89 -75 -8 K3 76 79 96 90 -97 -88

9.6

MR 6 95 96 97 95 91 -87 -106 -98 -97 -11.6
SHBG 83 87 -85 91 82 -8 87 -112 -103 -11 -11.1

En amarillo estdn las energias superiores al ligando endégeno.

Finalmente, con Glide se obtuvo que la mayoria de los compuestos EDA presentaron altas
energias de afinidad con CYP11A1 confirmando que los derivados superaron
energéticamente al ligando enddgeno en los 3 sistemas evaluados. Este resultado es de
particular interés dado que CYP11A1l es una de las enzimas mas importantes en la
biosintesis de esteroides y los derivados pueden ser potenciales inhibidores. Con este
resultado, es posible establecer un criterio de seleccién, ya que, si los derivados interfieren
con la esteroidogénesis, existe la posibilidad de interferencia en toda la senalizacion de
sintesis, y por tanto su utilizacién podria estar condicionada Gnicamente a fenotipos
hiperandrogénicos, especificamente al SOP clésico excluyendo a los fenotipos en donde la
produccion de andrégenos es secundaria.

Tabla 9. Energias de acoplamiento (kcal/mol) obtenidas con Glide para dianas cuya inhibicién es
indeseable.

Compuestos vs ligandos endégenos

Proteina/ 50 50 A 50 ) 5" o o R A 50
molécula e - = R % P 2
< O < O =m O - = a9 I =
CYP11A1 91 89 86 95 -120 96 96 -78 -11.2 -7.8 -10.2
CYP21A2 6.1 58 NI NI 60 57 -63 NI NI 57 NI
GR NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI
MR 1.6 26 24 41 28 -10 -36 -34 54 24 2.7

SHBG 43 41 38 50 53 36 -42 -40 -49 -46 -4.0
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Proteina/
molécula

CYP11A1
CYP21A2
GR

MR
SHBG

37 35 -13 NI 59 -63

38 45 32 48 -14 34
42 43 46 42 41 37 -36 -64 -63 -103 -95

O
20 o0 o0 20 o0 o g
A A A a & @ a A B8
g & 8 ¢ & & & 5 @T
< & O < B B = &= 38
-8.9 I 99 90 -6.8

N

NI NI -94 -79
NI NI -102 -10.9
37 41 99 -11.2

50
A

G

>
94 -103 -103 -94 -100 -9.7
2.8
NI NI NI NI NI NI NI
0.6

En amarillo estdn las energias superiores al ligando endégeno. NI, no interacciona.

Finalmente, para la Gltima clasificacion de proteinas, los resultados de AD4 mostraron que

los EDA aromaticos Phe-Dg, Tyr-Dg presentaron alta afinidad con MARRS, asi como Leu-
Dg, Ser-Dg y Val-Dg por el receptor de vitamina D, VDR (Tabla 10).

Tabla 10. Energias de acoplamiento (kcal/mol) obtenidas por AD4 para dianas cuya activacién es deseable.

Compuestos vs ligandos endégenos

Prot/eina/ 50 &D 5" &.D 5‘3 5‘3 5‘3 5@ 5‘3 5" 50
molécula e e & 05 O & 4 7 & 5 i
< &) < ) ~ O T = A = =
MARRS -11.1 -11.9 -11.2 -12.0 -125 -115 -122 -124 -134 -12.2 -10.6
VDR -103 95 90 97 -141 -95 -103 -104 -105 -12.9 -89
o
Proteina/ g 2 & & 2 2 2 g 5 & §D
molécula = o = 80 o = - oY & SO
< A& O <4 $ B > B & 4368
MARRS -11.7 -11.9 -119 -11.8 -10.6 -11.0 -11.7 -13.2 -125 -8.8 ---
VDR 93 98 99 -85 -120 -10.6 -125 -11.1 -139 -114 -133

En amarillo estan las energias superiores al ligando endégeno.

Con respecto a los resultados de ADV, también se obtuvo que los derivados EDA tuvieron

alta afinidad con MARSS aunque ningtin derivado superé las EA del ligando endégeno de

VDR (Tabla 11).

Tabla 11. Energias de acoplamiento (kcal/mol) obtenidas con AD4 para dianas cuya activacion es deseable.

Compuestos vs ligandos endégenos

Proteina/
molécula

Ala-Dg

Cys-Dg
Asp-Dg
Glu-Dg
Phe-Dg
Gly-Dg
His-Dg
Ile-Dg

Lys-Dg
Leu-Dg
Met-Dg
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MARRS 97 94 95 94 -10.7 -97 -102 -97 -93 -88
VDR 83 8.1 81 -81 -10.7 -83 -86 -85 -82 -94

o0 o0 an o0 o0 an o0 a0 |9 g
Proteina/ A A A A 50 A A A A "% g‘)

s | o 'E‘ 50-40 — ~ — & fa \
molécula 2 £ & 5 8 _HG § s o 30'-%
MARRS 93 -102 96 -94 -94 97 97 -10.6 -105 -96  ---
VDR 79 95 79 K82 87 79 -8 94 88 -10.7 -13.2

En amarillo estdn las energias superiores al ligando endégeno.

Finalmente, con Glide ninguno de los compuestos superd energéticamente a los ligandos

enddgenos de MARRS o de VDR (Tabla 12)

Tabla 12. Energias de acoplamiento (kcal/mol) obtenidas con Glide para dianas cuya activacién es

deseable.

Compuestos vs ligandos endégenos

Prot}eina/ o 5" A 50 o) 50 A & A A A
molécula = o & 3 E s B 5 o 2 B
< O < O =m O - = 4a 4 =
MARRS 52 48 45 51 52 53 55 50 -66 -47 -49
VDR 28 25 24 32 33 NI 40 -21 NI 1.6 NI
o0 o0 o0 o0 o0 o0 o0 o0 Q9 8
Proteina/ A A& /A A A A A A A g gb
. fa o R= &0 & o — & & \
molécula 9 & & b= 8 = S o = Eﬁ—g
MARRS -6.1 51 -61 -72 49 59 50 58 57 -82 --
VDR 29 NI 37 31 26 -31 -21 -38 30 -114 -113

NI: No interacciona

Los resultados obtenidos con AD4 reportaron que los compuestos superaron
energéticamente a los controles en 8 dianas, de las cuales AutoDock Vina no concuerda en
varias de ellas y Glide de Schrodinger sélo devuelve valores de EA superiores en 1 proteina,

la CYP11A1.

En resumen, se obtuvo que la mayoria de los compuestos superaron la energia de
acoplamiento del colesterol, sustrato endégeno de la enzima CYP11A1. Resultado similar
se obtuvo con la aminoglutetimida, un inhibidor de la misma enzima. Con AD4, los
compuestos esteres de diosgenina con His, Met, Asn, Gln y Arg presentaron energias de

acoplamiento inferiores al ligando enddgeno. Es importante observar que los derivados
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aromaticos EDA son los compuestos con energias superiores, convirtiéndolos en

inhibidores potenciales (Figura 25).

NH,

Figura 25. Estructura de EDA aromaticos

Con AutoDock Vina todos los EDA estudiados superaron al colesterol. En este caso,
también los derivados aromaticos de Trp, Tyr y Phe fueron los compuestos que tuvieron
mayores energias de activacion. Finalmente, Glide Schrodinger devolvié menor cantidad
de compuestos con potencial inhibitorio, fueron los esterificados con Asp, Ile, Leu, Asn y
Phe. El compuesto con la mayor AEA vs colesterol fue el derivado aromatico Phe-Dg. Es

importante enfatizar que Glide Schrodinger no reportd interaccion con Trp-Dg.

La comparacién directa de las EA entre los sistemas evaluados no es metodoldgicamente
posible, sin embargo, la comparacién de los resultados en donde se determina si son
inhibidores/activadores, si es posible, por lo que se procedi6 al analisis estadistico de valor
para comparar a los 3 sistemas entre si utilizando como criterio si superan o no la EA
reportada de los ligandos enddgenos o de los firmacos de referencia para cada diana y
dividiendo la comparacion ligando enddgeno/compuesto y farmaco/compuesto ya que no

son equiparables entre si.



Tabla 13. Estadistica de valor de AD4, ADV y Glide. Ligandos enddgenos vs compuestos EDA
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5aR pP PP PP PP PP PP PP PP PP PP PP PP PP PP PP PP PP PP PP PP

NP

AR
CYP17A1

CYP19A1
ERa

ERB
PR NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP

VDB PP NP PP NP PP PP PP PP PP PP NP PP PP PP NP PP PA PP PP PP
VGE'R2 NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP NP PP NP
GR PP PP PA PA PA PP PA PA PA PP PA PA PP PA PA PP PA PP PA PP
cveran [N NP Np N [N NP e [N ~e N e N
cvezia2 PP PP PP PP PP PP PP PA PA PA PP PP PP
MR PA PA PA PA PP PA PA PA PA PA PA NP NP
SHBG PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PP PA
MARRS PP NP NP NP PP PP PP NP NP PP PP PP PP

PA: Positivo Absoluto; PP: Positivo Parcial; NA: Negativo Absoluto; NP: Negativo Parcial

NP

3.2 Segundo nivel de analisis: sitio de interaccién molecular

Los software de docking molecular fundamentalmente obtienen dos elementos: la energia
de acoplamiento y la pose de unién (binding pose, en inglés), es decir la orientacién relativa
y conformacién del ligando dentro de la proteina (102). La energia de acoplamiento es
evaluada en el primer nivel de anilisis, aunque a este nivel no existe certeza de que la
molécula en cuestion esté dentro del sitio activo de interés, ya que pueden existir cavidades,
estructuras secundarias o motivos estructurales con mayor afinidad por la molécula

estudiada que pueda derivar en falsos positivos.

Se procedid a determinar la posicidn de las estructuras dentro de las moléculas evaluadas
comparadas contra los ligandos enddgenos y las estructuras cristalizadas reportadas en la
literatura, lo que permitié integrar los resultados y proponer criterios diagndsticos para
comparar la precision de los 3 sistemas de interaccién molecular “docking”. Los resultados

se compararon de la siguiente manera: 1) si la energia de afinidad fue superior o inferior al
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control para la inhibicion, activacién o no afectar a las dianas bioldgicas, 2) si las moléculas

se encuentran dentro del sitio activo.

A continuacién, se discutirdn las dianas en las que se busca inhibicién o activacion y se
calificaron como “verdaderos positivos” para la enzima CYP11A1 cuya inhibicion es til

en casos hiperandrogénicos graves del SOP.

3.2.1 Enzima 5a-reductasa

La 5a-reductasa cataliza la conversiéon de testosterona a dihidrotestosterona (DHT),
metabolito que es 100 veces mas activo que la testosterona y que es la encargada de los
efectos androgénicos y metabdlicos del SOP, lo cual la convierte en una de las dianas mas
importantes para el tratamiento de esta enfermedad buscando su inhibicion (20,103).
Podemos observar que en 2 de los 3 sistemas evaluados coinciden en que la mayoria de los

compuestos presentan EA superiores al sustrato de esta enzima (Figura 26).

5a-reductasa (AD4) 5a-reductasa (ADV)
kcal/mol kcal/mol
15 13 11 .9 -7 -5 .3 -1 -15 -13 -1 -9 -7 -5 -3 -1
Ala-Dg Ala-Dg
1 Cys-Dg
[ Asp-Dg
[ Glu-Dg e GluDg |
[ Phe.Dg — FneDbg |
[ Giy-Dg - C\Dg|
[ His-Dg — His:Dg |
. lie-Dg e lle-Dg |
1 Lys-Dg
| Leu-Dg - LleuDg |
[ Wet-Dg —WetDg |
- Asn-Dg e Asn-Dg |
L Pro-Dg e Pro-Dg |
[ Gin-Dg e Gin-Dg |
I Arg-Dg
. Ser-Dg - serDg |
- Thr-Dg
I Val-Dg
L Trp-Dg
| TVrDg 5o

Finasterida

Figura 26. Energias de acoplamiento de EDA en 5a-reductasa obtenidos con AD4 y ADV.
La superposicion de los ligandos dentro de este receptor formado por hélices, por los

sistemas AD4 y ADV se obtuvo que los EDA resultaron superiores a la testosterona,

también coinciden en el posicionamiento dentro del sitio activo de la enzima (Figura 30).
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Figura 27. Superposicién de EDA en 5aR obtenidos con AD4 (izquierda) y ADV (derecha).

Por su parte, con Glide se determind que los derivados EDA no son comparables a la
testosterona, no obstante, todos los derivados se estuvieron dentro del sitio activo de la

enzima.

5a-reductasa (Glide)

kcal/mol
-15 -13

Y
=

)
4
&
&
g -

Ala-Dg
Cys-Dg
Asp-Dg
Phe-Dg
Gly-Dg

Lys-Dg
Leu-Dg
g

Pro-Dg

Arg-Dg
Ser-Dg
Thr-Dg
Val-Dg
Trp-Dg
Tyr-Dg

Finasterida

Figura 28. Comparacién de EA y superposicién de EDA en 5aR obtenidos con Glide.

Esta informacion se agrega a los datos energéticos ya que las evaluaciones pasan de ser
“positivos parciales” a “verdaderos positivos”. Aquellos resultados en donde se observé
VP se considerarian como buenos candidatos a inhibidores de esta enzima, siendo de
interés particular para los fenotipos con sintomas clinicos de hiperandrogenismo. Con

respecto al rendimiento del software también se observa que entre los 2 sistemas AD4 y



59

ADV existe una buena conservacion de la “binding pose” de los EDA obtenido, mientras
que existe una diferencia significativa con Glide, ya que los derivados se orientaron sobre
una de las hélices a mis externas de la proteina a pesar de encontrarse dentro del sitio
activo, pudiendo explicar la reduccién en la EA obtenidas. Esto, por supuesto deberi
corroborarse en el dltimo nivel de andlisis para determinar su configuracion espacial de los

EDA vy las interacciones especificas con la proteina.

3.2.2 CYP11A1

En el caso de la enzima de escisién de la cadena lateral del colesterol (CYP11A1), es una
diana perteneciente a la superfamilia citocromo P450 que se encarga de la ruptura de la
cadena lateral del colesterol mediante 3 oxidaciones secuenciales involucrando a un grupo
prostético hemo, para la obtencién de la pregnenolona, componente principal en la ruta
esteroidogénica y, por tanto, una enzima clave para la obtencién de cualquier hormona
esteroidea. Debido a su decisivo papel en la regulaciéon de la biosintesis de hormonas
esteroideas, se busca no inhibir a dicha enzima, por lo que es deseable que los compuestos

EDA no superen energéticamente al sustrato enddgeno ni a un firmaco de referencia.

Los resultados energéticos en AD4 y ADV muestran que la mayoria de los compuestos son
superiores al ligando enddgeno e incluso a una molécula de referencia, la
aminoglutetimida. Al llevar a cabo la superposicion de ligandos, se encontré que todos los

compuestos EDA, a excepcién de His-Dg se encontraron en el sitio activo de la enzima

(Figura 30).
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CYP11A1 (AD4) CYP11A1 (ADV)
kcal/mol Titulo del eje
15 13 11 9 7 5 3 4 15 3 1 -9 7 5 3 B
Ala-Dg Ala-Dg
| | Cys-Dg H Cys-Dg
[ | Asp-Dg | Asp-Dg
Glu-Dg [ | Glu-Dg
[ Phe-Dg L Phe-Dg
[ | Gly-Dg I Gly-Dg
HisDg L His:Dg
[ lle-Dg - IEng
| Lys-Dg [ Lys-Dg
| Leu-Dg L Leu-Dg
MetDg L Met-Dg
AonDo || Asn-Dg
I ProDg | Pro-Dg
|| GIn-Dg
Gin-Dg . Atg.Dg
m g;:g [ | Ser-Dg
[ Thr-Dg
Thr-Dg [ Val-Dg
u IZETH  p— Trp0g
I Trp-0g — TyrDg
| Tyr-Dg

Aminoglutetimida
Aminoglutetimida

Figura 29. Energias de acoplamiento de EDA en CYP11A1 obtenidos con AD4 y ADV.

Figura 30. Estructuras de Trp-Dg sobre el grupo prostético hemo e His-Dg en CYP11A1 obtenidas por
AD4y ADV.

Trp-Dg en AD4 y ADV presenté una AEA con respecto al colesterol de 1.6y 3.5 kcal/mol
respectivamente, siendo el compuesto con la mayor diferencia de energia de todos los
compuestos evaluados. Ademas, se situé en el sitio activo de la enzima con interaccién con
el grupo prostético. Todos los compuestos se situaron dentro del sitio activo, a excepcién
de His-Dg. En ambos sistemas, este derivado no se encontré sobre el grupo hemo (Figura
30), fue sobre la cadena I y F de la diana y no dentro del sitio activo. Se obtuvo que AD4
estimd mejor el comportamiento de la molécula en CYP11A1 ya que el colesterol superd a

His-Dg por 1.5 kcal/mol pero ADV indic6é que el EDA es superior en 1.8 kcal/mol. El
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resultado de AD4 obtenido como PP pasé a “verdadero positivo” VP y en ADV de PP a

un “falso positivo” FP,

CYP11A1 (Glide)

kcal/mol
-15.0 -13.0 -11.0 -9.0 -7.0 -5.0 -3.0 -1.0
| Ala-Dg
Cys-Dg
Asp-Dg
[ | Glu-Dg
| Phe-D
[ | Gly-D
|| His-Dg
lle-Dg
| | Lys-Dg
Leu-Dg
|| Met-Dg
Asn-D
i Pro-Dg
|| GIn-Dg
| Arg:Dg
[ | Ser-Dg
[ | Thr-Dg
| Val-D
|| Tyr-Di

Aminoglutetimida

Figura 31. Comparaciéon de EA y superposicién de EDA en CYP11A1 con Glide.

Glide devolvid los siguientes resultados: el EDA con mejor energia de interaccion fue Phe-
Dg con una AEA con respecto al colesterol de -3.0 kcal/mol. El mejor compuesto con AD4
y ADV fue Trp-Dg (Figura 35), sin embargo, por Glide se obtuvo que no existe ninguna
interaccién con la diana. A pesar de que ambos EDA son aromaticos, el grupo indol tiene
mayor volumen para el sitio activo, el colesterol se une a una cadena lateral larga, mientras

que una fraccién de aminoacido del derivado se concentré en un sistema heteroaromatico.

> 90
- N
>

NH,

Figura 32. Estructura de Phe-Dg v Trp-Dg.
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3.2.3 Globulina de unién a vitamina D

La subexpresion de la globulina de unién a vitamina D (VDB) en pacientes con SOP se ha
asociado directamente a la gravedad de la enfermedad ya que regula la biodisponibilidad
de vitamina D. La inhibicién de esta proteina podria aumentar la biodisponibilidad de este
ligando, ademas, al haber regulacion genética mediada indirectamente por ligando podria

aumentar su expresion.

Con AD4 se observd que no todos los compuestos superaron energéticamente al calcitriol,
ninguno de ellos superé al TEI9647. Por su parte, con ADV tinicamente Met-Dg no superd

al farmaco de referencia. Todos los EDA restantes superaron energéticamente a ambos

ligandos.
VDB (AD4) VDB (ADV)
kcal/mol kcal/mol
-15 -13 =11 -9 -7 -5 -3 -1 -15 13 -1 -9 -7 -5 -3 -1
Ala_| Ala_Dg
Cys_Dg Cys_Dg
Asp_Dg Asp_Dg
Glu_Dg Glu_Dg
Phe_Dg Phe_Dg
Gly_Dg Gly_Dg
His_| His_Dg
lle_Dg lle_Dg
Lys Dg Lys_Dg
Leu_Dg Leu Dg
Met_Dg Met_Dg
Asn_Dg Asn_Dg
Pro_Dg Pro_Dg
Gin_Dg Gin_Dg
Arg_Dg Arg_Dg
Ser_Dg Ser_Dg
Thr_Dg Thr_Dg
Val_| Val_Dg
Trp_Dg Trp_Dg
Tyr_Dg Tyr_Dg
Calcitriol Calcitriol
L TEeeT L

Figura 33. Energfas de acoplamiento de EDA en VDB obtenidos con AD4 y ADV respectivamente.

La superposicién de las moléculas dentro del sitio activo de la proteina demostré que la
mayoria de los compuestos EDA se encontraron en el sitio de unién del calcitriol. La
excepcion fueron los derivados Phe-Dg, Leu-Dg y Tyr-Dg que se encontraron ubicados
entre dos pequenas hélices a del sitio activo. Los EDA aromiticos fueron los que
presentaron las energias mas altas, con al menos AEA= 1 kcal/mol, lo que sugiere que esa
region (Figura 37) podria ser esencial para el transporte del ligando, lo cual se corroborara

en el siguiente nivel de estudio. Por su parte, el derivado de Arg-Dg se encontré por fuera
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de este sitio, en la periferia de la proteina formada por dos hélices a lejos del sitio activo

de la diana.

Figura 34. Superposicién de EDA en VDB obtenidos con AD4. En azul Phe-Dg, Leu-Dg y Tyr-Dg; en rojo
Arg-Dg
Con ADV se estim6 que todas las moléculas eran potenciales bloqueadores de la VDB y se

confirmé que los derivados se encontraron dentro del sitio activo. El derivado Arg-Dg
también se encontrd alejado del sitio de unién, aunque interaccionando entre las dos

hélices como en el caso previo.

Figura 35. Superposicién de EDA en VDB obtenidos con ADV. En rojo esta Arg-Dg,.
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VDB (Glide)

kcal/mol
-15 -13 -1 -9 -7 -5 -3 -1
Ala-Dg
Cys-Dg
Asp-Dg
Glu-Dg
Phe-Dg
Gly-Dg
His-Dg
lle-Dg
Lys-Dg
Leu-Dg
Met-Dg
Asn-Dg
Pro-Dg
GIn-Dg
Arg-Dg
Ser-Dg
Thr-Dg
Val-Dg
Trp-Dg
Tyr-Dg
Calcitriol
L TEeeAT |

Figura 36. Comparacién de EA y superposicién de EDA en VDB obtenidos con Glide.

Finalmente, Glide devolvid que energéticamente los derivados Asp-Dg, Gly-Dg, Asn-Dg,
Gln-Dg y Thr-Dg resultaron superiores al calcitriol y se confirmd la superposicion de los
EDA en el sitio activo de la diana. A comparacion de los dos sistemas anteriores, el derivado
Arg-Dg se sittio dentro del sitio activo de la diana lo que también permitié corroborar la

relacién entre la energia de afinidad y la interaccion espacial de la molécula en la diana.

3.2.4 Globulina de unién a hormonas sexuales

La globulina de unién a hormonas sexuales (SHBG) es una proteina globular sérica que se
encarga del transporte y biodisponibilidad de estrégenos y andrdgenos en el organismo y
lleva a cabo actividades duales en el aumento de estas hormonas sexuales. Esta diana resulta
de interés ya que la fuerza con la que los ligandos se unen a esta proteina es lo que regula

su biodisponibilidad, y los andrégenos son los que tienen mayor afinidad por esta diana.

Los resultados obtenidos con AD4 y ADV fueron mixtos y es congruente con lo reportado
en la literatura sobre la preferencia de la proteina por la DHT, andrégeno por excelencia
en el sistema de AD4 y el estradiol con una energia menor. Por el contrario, la diferencia
energética entre la DHT vy el estradiol con ADV es de 100 cal/mol, contrariamente a la

diferencia de afinidad ya reportada en la literatura cientifica. Aqui existe nuevamente un
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elemento de discusiéon importante sobre la correlacion que existe entre las afinidades
reportadas (ICso o Ky) y los valores devueltos por los sistemas ya que solamente AD4 y
Glide parecen coincidir con los valores experimentales, la explicacion por la cual ADV
sobreestima la energia se puede explicar precisamente por su sistema de anilisis, el cual
generalmente devuelve las mejores poses y el estradio, al ser un ligando comtn para esta
proteina y que efectivamente tiene buena afinidad, el sistema no tiene la capacidad de
discernir entre la DHT y el estradiol, para lo cual el tercer nivel de analisis dara mas

informacion sobre este fenémeno.

SHBG (AD4) SHBG (ADV)
kcal/mol kcal/mol
15 13 11 9 7 -5 3 1 15 13 11 -9 -7 -5 -3 -1
. AlaDg
— CysDg |
e Asp-Dg |
- Glu-Dg
. His:Dg |
. lleDg |
. Met-Dg |
. AsnDg |
. GinDg |
. ArgDg
. SerDg |

Estradiol

Figura 37. Energfas de acoplamiento de EDA en SHBG obtenidas con AD4 y ADV respectivamente.

La superposicion de los ligandos muestra que todos los EDA evaluados se situaron dentro
del sitio activo de la proteina, soportando la hipdtesis de que los derivados con energias

superiores deberian de funcionar como bloqueadores de la proteina de transporte.
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Figura 38. Superposicion de EDA en el sitio activo de SHBG obtenidos con AD4 y ADV,

Con AD4 ningtin EDA superd a la DHT, pero si al estradiol, lo que podria indicar que
habria selectividad de los derivados por estrdgenos y no por andrdgenos. Solamente
inhibirfa la unién de estrégenos haciéndolos mas biodisponibles y no aumentando los

andrdgenos.

Con Glide y AD4 se obtuvieron resultados similares, mayor EA para DHT vs estradiol y
ninguno de los derivados superd a las moléculas de referencia. La superposicién de los
ligandos es evidencia que todas las moléculas se estuvieron en el sitio de unién a ligando,
no obstante, las EA no suponen que los derivados son candidatos a bloqueadores de esta
proteina de transporte y por lo tanto no interfiriendo con la biodisponibilidad natural de

hormonas sexuales (Figura 39).

SHBG (Glide)

kcal/mol

@
=)
-y
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4
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4
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Figura 39. Comparacién de EA en VDB obtenidos con Glide y superposicién de EDA.
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3.2.5 MARRS

Con MARRS, en AD4 y ADV se obtuvo que los compuestos EDA tienen energias
superiores a la diosgenina, una molécula de referencia que se ha reportado activa a
MARRS. Se comparé el efecto de la conjugacion de aminodcidos con la parte esteroidal de

los EDA ya que la molécula control es la base de los derivados EDA estudiados aqui.

MARRS (ADV)
MARRS (AD4)
kcal/mol
kcal/mol -15 13 -1 -9 -7 -5 -3 -1
-15 -13 -11 -9 -7 -5 -3 -1 Ala-Dg
Ala-Dg Cys-Dg
Cys-Dg Asp-Dg
Asp-Dg Glu-Dg
Glu-Dg Phe-Dg
Phe-Dg Gly-Dg
Gly-Dg His-Dg
His-Dg lle-Dg
lle-Dg Lys-Dg
Lys-Dg Leu-Dg
Leu-Dg Met-Dg
Met-Dg Asn-Dg
Asn-Dg Pro-Dg
Pro-Dg Gin-Dg
GIn-Dg Arg-Dg
Arg-Dg Ser-Dg
Ser-Dg Thr-Dg
Thr-Dg Val-Dg
Val-Dg Trp-Dg
Trp-Dg Tyr-Dg
Tyr-Dg o Diosgenina
. Diosgenina

Figura 40. Energfas de acoplamiento de EDA en MARRS obtenidas con AD4 y ADV, respectivamente.

La superposicion de los ligandos sugiere que todos los derivados estan en el sitio activo de
MARRS lo que sugiere que podrian funcionar en contra de esta diana. Sin embargo, los
resultados energéticos son claros, a pesar de que todos los resultados se encuentran
situados practicamente en el sitio activo, ADV no considera que todos los derivados son
superiores a la diosgenina, AD4 sugiere que Lys-Dg es el mejor candidato y ADV que Phe-
Dg lo es.
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Figura 41. Superposicién de EDA en MARRS obtenidos con AD4 y ADV.
A nivel energético, Glide mostrd que ninguno de los derivados fue superior a pesar de que
todos los derivados se encontraron en el sitio activo. Se obtuvo que Glide estimé mejor la
relacién entre el sitio activo y la afinidad de la molécula por la diana por lo que se concluye
que tan solo algunos derivados logran la categoria de VP

MARRS (Glide)

kcal/mol
15 13 =11 -9 -7 <5 =3 B

Figura 42. Comparacion de EA y superposiciéon de EDA en MARRS obtenidos con Glide.

3.3 Tercer nivel de analisis: interacciones ligando-proteina

Las moléculas dentro del sitio activo sugieren que existe interaccion de la molécula con la

diana, sin embargo, no da informacidén con respecto a su activacién, inhibicidn,
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antagonismo, agonismo entre todas las actividades posibles que puede ejercer una molécula
en la diana. Se requieren analisis de las interacciones particulares entre el ligando y la
proteina y determinar el potencial de las moléculas en sus dianas bioldgicas. Los resultados
energéticos y posicionales, ademds de los criterios diagndsticos establecidos sugieren que

las mejores moléculas a analizar son las siguientes (tabla 14).

Tabla 14. Diagnéstico con base en los 3 sistemas usados.

- - - - - - - - - - - - - - - - - - -
st bgdédiriiilsijéizil
5aR VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP
AR
CYP17A1
CYP19A1
ERa
ERB
PR
VDB V> vp v VP v
VGEFR2
GR vP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP
CYP11A1 VP VP
CYP21A2 VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP
MR vpP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP FN FN
VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP
VP

MARRS
VDR
VB: Verdadero Positivo lll: Verdadero Negativo FP: Falso Positivo EN: Falso Negativo
Comparado con los ligandos endégenos, los EDA tienen potencial accién en la 5aR, VDB
y SHBG para aumentar la biodisponibilidad de estrogenos y en contra del receptor
MARRS. En el caso de CYP11A1, los derivados que no inhiben a esta enzima son los de
Leu-Dg y Asn-Dg, todos los demds son potenciales inhibidores (Tabla 15).
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Tabla 15. Diagnéstico con base en los 3 sistemas evaluados.

Ala-Dg
Cys-Dg
Asp-Dg
Glu-Dg
Phe-Dg
Gly-Dg
His-Dg
Ile-Dg
Lys-Dg
Leu-Dg
Met-Dg
Asn-Dg
Pro-Dg
Gln-Dg
Arg-Dg
Ser-Dg
Thr-Dg
Val-Dg
Trp-Dg
Tyr-Dg

S BRI > v> ve v

rep ¥p Fp FP FP FP FP [P

AR FP FP [P
CYP17A1

CYP19A1
ERa rp Fp FP FP

ERB
PR
VDB
GR

CYP11A1 VP VP VP
CYP21A2 VP VP VP VP FN VP VP VP VP VP VP VP FN VP VP VP VP VP VP

vp VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP VP

FN

MR

VDR

VB: Verdadero Positivo Bll: Verdadero Negativo FP: Falso Positivo FN: Falso Negativo

Para que una nueva molécula sea candidato a farmaco, no solamente debe de funcionar de
manera similar (o mejor) a las moléculas enddgenas que interactian con la diana, también
deberian superar a estas moléculas. Para este caso, de las dianas evaluadas, la menor
cantidad de compuestos superaron la energia de finasterida, el firmaco de referencia de la

5aR; en VDB ninguna molécula superé al analogo sintético de vitamina D, TEI9647.

3.3.1 5a-reductasa

El sitio activo de la 5a-reductasa estd conformado por un “pocket” hidrofébico (esencial
en la unién de los ligandos androgénicos de dicha naturaleza) y residuos cataliticos
involucrados en la transferencia de hidruro en el C; del inhibidor y la formacién de un
enlace covalente entre el cofactor NADPH y el inhibidor. El primer residuo esencial en la
inhibicién es Phel18, el cual actia directamente en la unién de la testosterona, asi como
los residuos Glu57 y Arg114 con interacciones polares en la unién de la finasterida. El sitio

de unién del cofactor es conservado, mientras que el sitio de unién al ligando esteroidal
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no. La Tyr91 interactda directamente con el carbonilo Cs; de la testosterona que polariza al

carbonilo y facilita la transferencia de hidruro del NADPH hacia el Cs (104).

ALA
A:24

Yot

GLY — LEU
GLN  AllS . A20
Testosterona A56 -
‘ E57 LEU X
ARG
Adll t
SER All4
TYR
A:107 A3l

Figura 43. Interacciones criticas de testosterona y finasterida en SaR.

Se procedi6 a evaluar los mejores resultados energéticos situados dentro del sitio activo, en
donde se observd con AD4 que Trp-Dg interacttia directamente con el residuo catalitico
Glu57 por puente de hidrégeno con el grupo amino del fragmento aminoacidico del
compuesto EDA, interaccion similar a la que se encuentra en el inhibidor de referencia.
También, Tyr91 interacttia con el carbonilo del éster mediado por un puente de hidrégeno,
el cual estd involucrado en la unién del carbonilo de C; de testosterona. La Arg 114 se
encuentra ausente en la interaccion, pero Phell8 se encuentra principalmente entre la
unién del nidcleo esteroidal con el aminoacido, esto debido a la conformacién que toma el
derivado dentro del sitio activo, explicada en parte, por la interaccién -1t “T-shaped”

entre el anillo aromatico del indol y el C-19 de la diosgenina.Escriba aqui la ecuacion.

HIS
SY, A231
R AdlS PHE
ALY A:219 sy,
GLN
A:S6 TRP K55 £302 LY
pHE- A:D3 _ PHE A:167
. -~ A:118 So Al
“ -7 PH T
A:223 -
> ARG
A:168
P—
4 g 0
H Q
b SN :
s 5 A(-;1L87 ASN TY Trp-Dg
S CYs TYR™ A:193 s EA= -14.5 kcal/mol
&5 A% PHEA:ﬁ ARG 3
A:216 A:94 i
ASN Allsg4
A:160 )
Van der Waals @ Puente de H Puente CH @ no @ no - T-shaped Alquilo . No Favorable
m-alquilo @ n-cation m-sulfuro @ m-anién

Figura 44 Interacciones ligando-proteina de Trp-Dg en 5aR obtenidas con ADA4.
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Por su parte, ADV no muestra interacciones directas con ninguno de los aminoacidos
involucrados en la inhibicién de la actividad enzimitica de la proteina estudiada. Por los
residuos Phe118, Glu57 protonado por el sistema de evaluacion, ademads la Arg114 y Tyr91
confirmé que el derivado se encuentra en el sitio activo, aunque el espiroacetal de la
diosgenina se orienta hacia los residuos cataliticos. Estructuralmente se observé que el
fragmento aminoacidico se encontré orientado hacia las hélices a exteriores de la proteina

sin sufrir el plegamiento del indol sobre la cara B del esteroide.

Gly 216 YR
A115 2 PHE
’ U A194
pHe  A224 Asp
VAL ARG ~. All8 GEH Le?
A27  A114 ‘\\ A57 €T
oy, . AT97
I SER SN
{ L AT \
N_\// / “‘ \/ ) -
/N N4 4
y-N ASN
. PHE A:160
\ A'219 P
ALA .
A24 N .&Rg /IR5P3 A:94
LEU - i : i
AZ3 (E) Trp-Dg
1A20 EA=-13.5 kcal/mol [
Van der Waals @ Puente de H Puente CH @ n6 @ no n-nt T-shaped Alquilo @ No Favorable
malquilo @) n-cation n-sulfuro @ m-anién

Figura 45. Interacciones ligando-proteina de Trp-Dg en 5aR obtenidas con ADV.

Por Glide se obtuvo que Trp-Dg, sin ser el compuesto mas energético, el residuo catalitico
Glu57 interacciond por puente salino entre el grupo amino del fragmento de aminoacido
del EDA. Es importante el andlisis de este resultado ya que Glide también evalta
potenciales conférmeros y estados de protonacion, considerando que, al pH probado el
grupo amino se encontrard protonado causando la interaccion electrostitica de carga
opuesta que se observd. Por su parte, Argl14 tiene interaccion directa con el anillo pirdnico

de la diosgenina mediante puente de hidrégeno con el grupo guanidino del residuo.

El resto de los residuos cataliticos no tienen interaccién directa con el compuesto, sin
embargo, se encontraron cerca del EDA. Tyr91 se encontré cerca del grupo amino y Trp53
del indol del fragmento de aminodcido. Phel18 también se encontrd en cercania del anillo

Ay B de la diosgenina por la cara B del aminoécido.
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Figura 46. Interacciones del derivado Trp-Dg en 5aR obtenidas con Glide.

También se llevo a cabo la comparacién de todos los derivados, resumiendo en la Tabla

16. Se muestra la cantidad de aminoécidos cataliticos importantes que interactian en cada

sistema.
Tabla 16. Interacciones esenciales y EA de los EDA en 5aR con ADV.
Interaccion Interaccion Interaccion Interaccion
EDA . P EA | EDA ligando- EA |EDA . P EDA ligando- EA
ligando-proteina P ligando-proteina P
proteina proteina

a2 = & X Ph

p Argl14 124 E Argl14 12| 2 Argll4 a4l §0F exg’lﬁ‘ﬁ BT
= &) = & rg
& 2 & 2

@ Argli4 116 o Argl14 126 g Argl14 121 & Argll4 -11.4
@) o < =

1] =1 o0
A =1 2

Z Argl14 g | G Arglld  -123 3 Argl14 133 % Clu?’ lTlrp53 7 | il
< = A S rgll4
& & =t &
= Argl14 AL7| T Arglld -115| 2 Arél”;‘; PThe;i& L8| A 135
G 3 ® wls T =

& Arglld, T 2 ph =) &

, tg114, TrpS3, : ell8, : :
£ Phetis, Glus7 -12.4 E CLsy 14 2 Argl14 122 B Argll4 123
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Tabla 17. Interacciones esenciales y EA de los EDA en 5aR obtenidas con AD4.

Interaccion Interaccion Interaccion Interaccion
EDA  ligando- EA |EDA  ~hteracclon EA |EDA p EA |EDA ligando- EA
] ligando-proteina ligando-proteina P
proteina proteina
on o0 < o0
A a 3
P Trp53 122 | E Tyro1 AL7 | = CTH“’;’ ggr?ig s | 5 Phells  -12.8
Q O 2 w/, S C))U
on o0 en o0
a A
@ -11.3 @ Trps3, GluS7 ~ -119 | & TrpSTB’ guﬂ’ 122 | % Arglld  -118
)] T < yr =
o0 on o0
A & a a Arglld,
& Argl14 119 | g Trp53, 127 E Argl14 123 3 Gl T -12.0
18] o0 3 a0 o0
a Trp53, & Tmpd3, Arglld, O Argll4, Phells, A Glus7, Ty91,
P Photts 122 | g Tw9LPhells, 114 | & T SN c121 | A Trosa -14.5
o ¢ A Glus7 @) L, 1P = p
8 T al 2 Glus7, Tyl & Argli4
n I‘DSS, 5 3 w/, 1yrzl, 0 rg >
2 A4 | B2 | 5 LTS KO0 | o 404 Trss | 22 | B ypss Gl 20
~ 4 < &
Tabla 18. Interacciones esenciales y EA de los EDA en SaR obtenidas con Glide.
Interaccion Interaccion Interaccion Interaccion
EDA , nteracclon EA |EDA  ligando-  EA |EDA ; EA |EDA  ligando- EA
ligando-proteina P ligando-proteina P
proteina proteina
on on R0 an
a A
S Glot, Arglld 63 = Arglld 54| 2 Glus7 6.2 ?,-3 Argll4 4.8
< @] = 9]
& & & 5
o Glu57, Tyro1 6.2 @ Glus7 -6.6 & Argl14, Tyr91 6.5 <  Glus7, Argll4 57
@) sy < =
=10} =19 on
= =1 o
2 Argl14 55| 2 Gwr o 55| E Glus7 55| 2 Glus7 49
< = ~ >
& & =t &
= Argll4 57| % §1u1517 . 68| & Argll4 56| & Gls7, Argll4 62
%) e 8 O &=
& =i ! 2 al &
© Glo7Amglld 65 | 2 g’ uf 17 . 59| G uS%; ‘L\;}g““’ 73 | & Gy, Arglld 66
m 5 8 < P =
3.3.2 Enzima CYP11A1

La enzima CYP11A1 utiliza 3 pasos cataliticos secuenciales para la ruptura de la cadena

lateral del colesterol y su transformacion a pregnenolona. La cadena lateral alifatica se
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encuentra centrada sobre el grupo hemo ademds de interaccionar directamente con los
residuos Ile351, Thr291, Met201 y Phe202. La cara a del sustrato colestanico esta rodeada
por Trp87. Por su parte, la cara B la rodean GIn356, Thr354, Val353 y Ser352 (39).
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/ Chol Thr291 \“/ \r - : //j" \
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Y/ A:202
Trps? Phe202 A
- Met201 LEU
[LE 3
A:84 D AlB1
Van der Waals @ Puente de H Puente CH @ no @ no nn T-shaped Alquilo . No Favorable
r-alquilo @ n-cation n-sulfuro m-anion

Figura 47. Interacciones criticas del colesterol en la enzima CYP11A1.

La mayoria de las interacciones son de tipo no polares o covalentes, por lo que, si los
derivados EDA interactian con mayor fuerza con estos residuos o directamente con el

grupo hemo, estaran actuando como inhibidores.

Tabla 19. Interacciones esenciales y EA de los EDA en la enzima CYP11A1 obtenidas con ADV.

Interaccidn Interaccion Interaccién Interaccion
EDA . . EA |EDA ligando- EA |EDA . . EA |EDA ligando- EA
ligando-proteina . ligando-proteina P
proteina proteina
on o0 20 an
A a
T e | @l | B S e g | B IREE e S e e | 28
= 5 hemo S‘-’ hemo g
=l & =) &
2 hemo -12.2 & N{letZOl, 135 & Val353, hemo -13 & Val353, hemo -12.8
3 T emo & =
on an o0
=) 2 A
A, Met201, hemo -12.6 % hemo -13.2 s hemo -13.8 % hemo -12.6
< = & =
20 20 Phe202 20 [0
a ’ a a
T TopS7 hemo 127 2 Trps7, 123 | % hemo 128 | A Phggtzzilehm 152
O i hemo @} =
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Trp87,
hemo

hemo -14.0 -12.9 hemo -13 hemo -13.9

Phe-Dg
Leu-Dg
Arg-Dg
Tyr-Dg

Los dos derivados con mayor energia de afinidad en la proteina interactdan directamente
con el grupo hemo pero con diferente tipo de interaccion. Trp-Dg presentd varias
interacciones polares y no polares con residuos claves del sitio activo y con aminoacidos
cercanos a este. El grupo hemo se encontré posicionado sobre el fragmento de triptéfano
del EDA por medio de unién -6 y tipo alquilo entre el CH, contiguo al C-a del
aminodcido y el anillo A junto al anillo del indol del compuesto EDA. El otro aminodcido
esencial en el sitio activo fue Met201, con el ligando enddgeno tuvo interacciones no
polares, mientras que con Trp-Dg se present6 uniones n-azufre en el anillo indélico y la
cadena lateral de la Met. Otras interacciones con este anillo de tipo alquilo fueron con

Ala286 y en el espiroacetal fueron con Leu209, Phe82 y Val57 (Figura 48).

TRP
B:231 Vals7
MET
RP B:201 HID
87 B:39 Met201 \
I
!

PHE
phgo B:AS8 8300
ILE L Ala286 |
B84 Bi353 ASN
B:210 PHE

Van der Waals @ Puente de H Puente C-H @ n-o n-0 n-nt T-shaped Alquilo @ No Favorable

m-alquilo @ n-cation n-sulfuro n-anién

Figura 48. Interacciones ligando-proteina de Trp-Dg en la enzima CYP11A1 obtenidas con ADV.

Phe-Dg present6 una interaccién hemo-ligando de naturaleza alquilo entre el anillo A del
fragmento esteroidal y el metilo y con el anillo pirrélico del grupo prostético. Por otro lado,
Leul01 y Ala286 tuvieron enlaces tipo n-6 y tipo alquilo, respectivamente entre el anillo

aromitico del fragmento aminoacidico con estos dos aminodcidos polares.
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Figura 49. Interacciones ligando-proteina de Phe-Dg en la enzima CYP11A1 obtenidas con ADV.

Tabla 20. Interacciones esenciales y EA de los EDA en la enzima CYP11A1 obtenidas con AD4.

Interaccion Interaccion Interaccion Interaccion
EDA . . EA |EDA ligando- EA |EDA . P EDA ligando- EA
ligando-proteina p ligando-proteina P
proteina proteina
o0 o0 o0 o0
A o

% Val353, hemo 9.9 s Val333, 9.6 o Val353, hemo -8.9 e Val353, hemo -9.6
= 3 hemo S" 2

& Va3, Th & & &

2 Ve ”ﬁ’ P 06 | S 78 | & VaB53hemo 84 | Z T84 hemo 9.2
5 emo s < E

o0 =1 o0

) 20 A

.;l)h Val353, hemo -10.1 % hemo 9.5 S Val353, hemo 9.4 % hemo 9.7
< = &~ =

af & = =

= *Thi29Lhemo 91 | 3 Vhalsss C93 | 2 hemo 86 | B 1;}?2}19 L os
& & emo & = tp87, hemo

=) & =) =)

% Phe202,hemo 105 | 3 Thrp87’ 93 | & hemo 83 | & He351 hemo 107
= st emo < i

* no favorable, ---: no interacciona

Por medio de AD4 se tuvo diferencia energética con el control mucho menor que con
ADV. Con el analisis interaccional se observé que este sistema no plegd el fragmento de
Trp sobre la cara B del esteroide, esto influyd en la interaccion de la molécula con la
proteina, ya que una interacciéon de residuos importante para la inhibicién es Thr291, la

cual devolvié que hubo interaccién no favorable por la cercania de 2.53 A de los protones
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polares de la Thr con el NH, del EDA. No obstante, hay interacciones fuertes con Gly287
mediado por puente de hidrégeno y, esencial para la interaccion del carbonilo del éster
con el dtomo de Fe?* de hemo y n-nt “T-shaped” con el indol indicando que Trp-Dg tiene
muy altas probabilidades de funcionar como un inhibidor potente al interactuar con el sitio
catalitico y que la funcionalizacion con Trp es esencial. Otras interacciones importantes
son los de Trp87 y Leul01 n-n “stacked” y mn-c con el sistema de indol. Por su parte, el
espiroacetal también interactda en los residuos que forman la cavidad de la enzima por Phe82,
Leu209 y Val57 con interacciones de tipo no polar.
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Figura 50. Interacciones ligando-proteina de Trp-Dg en la enzima CYP11A1 obtenidas con AD4.

El segundo mejor compuesto fue Tyr-Dg por tener mayor cantidad de interacciones fuertes
mediadas por puentes de hidrégeno. El hidroxilo aromatico de la molécula interacciond
con Glu283 y con el NH, de Gly287. La interaccién mds importante fue con el grupo hemo
interaccionando de manera similar con el carbonilo del éster tanto por puente de hidrégeno
con el heteroatomo del pirrol y directamente con el 4tomo de Fe?* coordindndose con el
par electrénico del carbono, asi como con el anillo aromatico mediada por unién - “T-
shaped” indicando que el EDA podria ser un potencial inhibidor de esta enzima. Otras

interacciones no polares estan mediadas por Leu209, Val57, Phe82 e Ile351 (Figura 54).
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Figura 51. Interacciones ligando-proteina de Tyr-Dg en la enzima CYP11A1 obtenidas con AD4.

Finalmente, para corroborar si los resultados obtenidos concuerdan con la posicién de los
compuestos en los sitios de interés y con los aminoacidos esenciales se construyeron curvas
ROC. Se calculé el drea bajo la curva AUC que permitié determinar la sensibilidad y

especificidad de estos 3 sistemas.

El anilisis particular de las interacciones devueltas por el sistema Glide permitieron
determinar cudntos residuos criticos estaban interactuando directamente con las moléculas
evaluadas. La principal diferencia con los dos sistemas anteriores es la que podemos
observar con la ausencia de interaccion del EDA que AD4 y ADV habia demostrado como
mejor candidato, esto posiblemente debido al tamafio de la cadena lateral del fragmento

aminoacidico.

Tabla 21. Interacciones esenciales y EA de los compuestos EDA en la enzima CYP11A1 obtenidas con

Glide.
Interaccidn Interaccién Interaccion Interaccién
EDA .. P EA |EDA ligando- EA |EDA . . EA |EDA ligando- EA
ligando-proteina . ligando-proteina .
proteina proteina
on 80 20 o0
A A
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on =1 on an

A A A A

2 hemo -8.9 @ 9.6 ﬁ -8.9 E -10.0
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7.8 hemo -10.3

Arg-Dg
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hemo -12.0

Phe-Dg
Leu-Dg

---: noO interacciona

El EDA con la mayor diferencia de EA con la molécula de control es la Lys-Dg que
present6 interaccion electrostatica mediada por los electrones m de Trp87 contra el grupo
amino de la cadena lateral del EDA. La interaccién mas importante para determinar el

potencial inhibitorio del derivado Lys-Dg fue la interaccién con el atomo de Fe?*.
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Figura 52. Interacciones ligando-proteina de Tyr-Dg en la enzima CYP11A1 obtenidas con Glide.
El grupo amino del carbono a se orientd directamente sobre el centro del grupo prostético
uniéndose por 2 tipos de enlace, la de tipo n-cation sobre los protones del R-NH;* con el
sistema m de la porfirina y el “salt bridge” entre el nitrdgeno y el 4tomo de hierro. Es
importante mencionar que en Glide, es el Gnico derivado que interacciona con un residuo

de todos los considerados e importante para la inhibir la enzima. El derivado Phe-Dg por

su parte, es el segundo derivado con mejor energia.
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Figura 53 Interacciones ligando-proteina de Phe-Dg en la enzima CYP11A1 obtenidas con Glide.

Se observaron dos interacciones, la mediada por un puente de hidrdgeno entre el carbonilo
del enlace peptidico de Gly287 y los protones del grupo amino del EDA. Ademas, y de
manera similar al de Lys-Dg se encontraron interacciones de tipo m-cation sobre los

protones del NH;* con el sistema 7 de la porfirina y el “salt bridge” entre el nitrégeno y

F62+

El anilisis previo indicé que dos compuestos podrian no ser inhibidores de esta enzima
(Tabla 14). Sin embargo, los derivado Leu-Dg y Asn-Dg estuvieron dentro del sitio activo
con energias de afinidad que no superaron al ligando endégeno, por lo que el anilisis de la
interaccion puede dar mds informacién de la posibilidad de los compuestos de ser

inhibidores o no.

Tabla 22. Interacciones y AEA los compuestos EDA vs ligando de referencia de Leu-Dg v Asn-Dsg.

Leu-Dg Asn-Dg
AEA Interacciones AEA Interacciones
AutoDock 4 0 Trp87, hemo -1.1 Val353, hemo
AutoDock Vina 1.2 Trp87, hemo 13 Val353, hemo
Glide 1.5 04

3.3.3 Globulina de unién a vitamina D

Es aceptado al reducir la expresién de la globulina de unién a la vitamina D afecta la
biodisponibilidad de la vitamina. Sin embargo, la inhibicién reversible puede aumentarla.

El sitio de unién de esta diana est4 formado por residuos como Thr55 y Ser79 con puentes
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de hidrégeno. El resto de los aminoacidos se presentd como interacciones no polares (tipo

alquilo o n-alquilo) con los residuos Tyr32, Leud7, Val51, His89 y Met107 (Tabla 23).

Tabla 23. Interacciones esenciales y EA de los compuestos EDA en VDB obtenidas con AD4.

Interaccidn Interaccion Interaccion Interaccion
EDA . P EDA ligando- EA EDA . P EA EDA ligando- EA
ligando-proteina ] ligando-proteina )
proteina proteina
on 20 Set79 R0 . o0 .
a g A
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2 ‘ 2 i 2 z
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5 Met107 e Val51, Z =
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a 5 Isfrg, = =} Val51
: . a 1889, : . : abl, X
§ His89, Met107 ~ -9.0 3 Metl07, -10.3 E His89, Met107  -10.1 = N 9.6
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o & His89 & &
A A ’ a a
3 89 | 2 Mel07, 101 | & 93 & NSIZS& -10.5
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Figura 54. Interacciones ligando-proteina de Trp-Dg y Tyr-Dg en VDB obtenidas con AD4 y ADV.

Con AD4, el mejor EDA fue Trp-Dg, se llevé a cabo la confirmacién de posicionamiento
sobre el sitio activo para después determinar el papel del EDA sobre la diana. El anilisis
de interacciones arrojé que el fragmento aminoacidico es clave en el acoplamiento con la
proteina, ya que existen interacciones ni-n “T-shaped” entre el anillo aromatico de indol
con His89, asi como n-6 con Met107. Phe36 también presenté interaccion similar a la de
His89, especificamente con el anillo de 5 miembros heteroaromatico. Las interacciones
mas fuertes fueron las que se presentaron entre Thr92 con el NH del indol y Ser79 con el

carbonilo del éster. Ambos fueron puentes de hidrégeno mostrando que el aminoécido es
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clave para la interaccion molecular. Por su parte, Tyr-Dg tiene 2 interacciones de gran
fuerza mediadas por puente de hidrégeno: el primero entre Glyl152 y el hidroxilo
aromdtico; el segundo entre Glu251 y los protones polares del grupo NH,, también una
interaccién m-cation directamente entre el anillo aromatico del fragmento aminoacidico y
la Arg34. Como se menciond anteriormente, se investigo si la inhibicion era reversible sin

embargo hubo varias interacciones fuertes lo que reducen esa probabilidad.

LE PHE
YR E .
LEU A:32 LEU PHE LEY A./H A:36 AMET
iR VAL AS4 A47 A:36 et LEU A75 :107
: Ass) AS1 : HIS TRh A:54
YS A:89 HIS
os A:59 H A:51 A:89
A'S8 P o
THR
‘ /% a2 pHS A%
el » ( cYs  LEU ' © - C_YSS LEY
"m ©
ey SER A : b
A:75 A:79 A:lli .

Figura 55. Interacciones ligando-proteina de Ile-Dg y Gly-Dg en VDB obtenidas con AD4.

Se analizaron los derivados EDA encontrando 2 resultados en donde se presentaron la
mayor cantidad de interacciones hidrofébicas y con EA superiores a la molécula de
referencia encontrandose a los EDA con aminoécidos alifaticos. Ile-Dg solamente presenta
dos puentes de hidrégeno entre Ser79 Y Thr55, siendo las otras interacciones de tipo no
polar. Los puentes de hidrdgeno se formaron con los residuos mas importantes para la
inhibicion. Para el derivado Gly-Dg hubo un puente de hidrdgeno entre Ser79 y el oxigeno

de Ci¢ de diosgenina.

Tabla 24. Interacciones esenciales y EA de EDA en VDB obtenidas con ADV.

Interaccion Interaccion Interaccid Interaccion
EDA y EA |EDA ligando- EA |EDA , ~Dteraccon EA |EDA  ligando- EA
ligando-proteina P ligando-proteina P
proteina proteina
20 2 Leud7 20 . 20
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=t 2L =t &
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S T L ¥ =
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Por ADV se estimé que los mejores derivados por su EA fueron en orden; Trp-Dg, Asn-
Dg y Tyr-Dg. Las interacciones de mayor importancia fueron las hidrofdbicas entre el
ligando y la proteina, ya que la mayoria de los residuos involucrados interaccionan con
Trp-Dg en el metilo 27 y en el anillo A y F de la diosgenina. Con el fragmento aminoacidico
también hubo interacciones n-alquilo entre el indol y Val12, Leu27 y Leu 31. La interaccion
con mayor energética se presentaron entre Ser28 y el hidrégeno polar del heterodtomo del
indol. A diferencia del sistema anterior, existen menores puentes de hidrogeno sobre la

proteina por lo que es factible la inhibicion reversible.
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Figura 56. Interacciones ligando-proteina de Trp-Dg v Asn-Dg en VDB obtenidas con ADV.

Por otro lado, Asn-Dg tuvo 2 interacciones por puente de hidrégeno entre el NH, de la

amida y Met107 junto con His89 indicativo de una interaccién fuerte dentro del sitio

activo.
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Figura 57. Interacciones ligando-proteina de Trp-Dg y Asn-Dg en VDB obtenidas con ADV.
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El derivado Tyr-Dg fue el tercer EDA con la mejor energia, se obtuvo que probablemente
la reduccion de energia vs otros derivados aromaticos fue debido a la interaccion de
repulsion electrostatica no favorable entre His112 y el hidroxilo del anillo aromatico. Las
otras interacciones, por puente hidrogeno entre Leull0 y el NH,, asi como las alifaticas
dadas por Lys35, Val51 y Val 12 estan involucradas en la interaccion en el sitio activo.
También se analizaron los tipos de interacciones, se encontrd que el derivado Ile-Dg,
aunque superior en energia a la molécula control, es la molécula con la mayor proporcion
de interacciones no polares contra puentes de hidrdgeno, presentando solamente una
interaccion de este tipo entre Pro87 y el resto mediado por la cadena alifatica del fragmento

aminoacidico y el anillo F de la diosgenina.

Tabla 25. Interacciones esenciales y EA de los EDA en VDB obtenidas con Glide.

EDA .. Interacclon, E . Interacclon/ E . Interacclon/ EDA . Interacclon/ A
ligando-proteina ligando-proteina ligando-proteina ligando-proteina
on Y on o0
A A

2 Ser79 45| = Ser79, His89 5.6 B 3.7 e Ser79 -4.4
< O = A

& 5 5 5

& 44| Ser79 -4.9 o His89 5.5 & His89 4.6
>, — 7] ==

O s < B

on on o0

A o1 a

2 Se79,Hiss9 52| G 43| 3 48| 2 42
< = &~ =
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A A A . A
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O — ) Il
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3.4 Exactitud en el diagndstico molecular usando métodos 7 silico
El “docking” molecular es una herramienta invaluable para el desarrollo de moléculas
nuevas para la terapéutica, por lo que se han desarrollado una gran cantidad de sistemas,

algoritmos y métodos de evaluacion.
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Uno de los pasos mds importantes es determinar su exactitud. Se seleccionaron los dos
sistemas open-source mds utilizados y extendidos para docking molecular y un sistema
privativo, Glide Schrodinger con amplia aceptacion en la comunidad cientifica para
comparar los resultados obtenidos y compararlos entre ellos y obtener el resultado con la
mejor exactitud diagndstica posible, es decir, diferenciar entre resultados realmente

verdaderos de los falsos.

Para ello, se obtuvieron las curvas ROC como representacion grifica de la sensibilidad de
los sistemas comparadas con la especificidad, es decir, la capacidad de los sistemas para
evaluar como verdadero un resultado verdadero y como falso, un resultado del que se ha

determinado previamente que es falso (105).

Para corroborar que los resultados obtenidos concuerdan con la posicion de los
compuestos en los sitios de interés y en los aminodcidos especificos de interaccion se
graficaron las curvas ROC para las dos comparaciones de moléculas control: ligandos

enddgenos y fairmacos de referencia.
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Figura 58. Curva ROC de EDA vs ligandos endégenos.

Podemos observar (Figura 59) que los 3 sistemas usados permiten una evaluacion aceptable
en las enzimas 5a-reductasa y CYP11A1 en donde los 3 métodos de analisis concordaron
en que la mayoria de las moléculas se situaban en el sitio activo de las proteinas, con

interacciones especificas involucradas en la inhibicién o bloqueo de su actividad y con
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energias superiores al ligando enddgeno. Para la enzima CYP21A2 y el receptor a
glucocorticoides GR también se determind que no habia interaccion de las moléculas, no
se encontraban en el sitio activo. Ademis, las EA fueron en su mayoria, inferiores a los
ligandos enddgenos de referencia. Para el receptor VGEFR2 solamente Trp-Dg
interacciond, el resto de los compuestos no, lo que también es evaluado correctamente por

los 3 sistemas.

En el caso de las dianas AR y del citocromo P450 CYP19A1 se obtuvo el peor desempeno
de las moléculas, este resultado se puede explicar por la tendencia observada de AD4 y
ADV de sobreestimar la EA en la proteina cuando las moléculas no se encontraban dentro
del sitio activo, indicando falsos positivos. De igual manera, en los receptores a estrogenos
y a progestagenos (ERa, ERB y PR) se obtuvo este resultado, también los dos sistemas no

lograron correlacionar la EA obtenida con la interaccion real dentro del sitio activo de los

receptores.
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0.8— | — VGEFR2 | MR
L’ — CYP21A2 | SHGB
o’ I======= -l
E 6 , ERP '
= ' CYPI9AI]
5 i CYPI7Al:
7 04— - i
. I GR .
1 1
. PR '
0.2 . VDB |
i VDR
0 | | I [

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1-Especificidad

Figura 59. Curva ROC de farmacos vs EDA.,



88

La evaluacion contra los farmacos de referencia devolvid resultados que permitieron
seleccionar mejor a las proteinas evaluadas por los sistemas. Se encontrd que las proteinas
con mejores resultados de confiabilidad fueron la 5a-reductasa, la CYP11A1, el receptor
a mineralocorticoides MR y la globulina de unién a hormonas sexuales SHBG. Esta
diferencia es importante al comparar si las moléculas que se habian determinado como
superiores a los firmacos de referencia por docking molecular eran correctas, observando
que los resultados para VGEFR2 no son tan buenos para los 3 sistemas y que las peores
evaluaciones se llevaron a cabo entre el receptor a estrégenos o y con el receptor de
andrégenos. Los resultados energéticos en AD4 y ADV suponian que los derivados eran
claramente superiores al farmaco de referencia cuando en realidad no habia interaccién

con el sitio activo y hubo un falso positivo.

Tabla 26. AUC de ligandos endégenos/farmacos vs EDA.

1 0 1 1 1 1
0 1 05 1 0 1
IND IND IND 1 1 1
0 1 0.5 1 0 1
0 1 05 0.9 0 0.85
0 1 0.5 1 0 1
0 1 0.5 1 1 1
VDB IND IND IND 1 0.5

IND: indeterminado

3.5 Estudios ADMET

Con los 4 mejores compuestos (tabla 63) seleccionados previamente se procedid a realizar
los estudios farmacocinéticos y dindmicos con la plataforma SwissADME para determinar
parametros cinéticos de los compuestos para ser administrados por via oral, asi como de

los efectos por su metabolismo.



Figura 60. Estructuras de los 4 mejores compuestos obtenidos
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Para biodisponibilidad oral, los compuestos aromaticos no cumplen con los criterios de

lipofilicidad, tamano e insolubilidad necesarios para ser buenos candidatos para

administracion por via oral. Para Trp-Dg, el peso molecular de 577.79 g/mol es superior a

los 500 g/mol, maximo recomendado para biodisponibilidad oral y que directamente afecta

al area de superficie polar topolégica (TPSA), representado en el parametro de polaridad

con valor de 86.57 A2.
Lipofilicidad
Flexibilidad Tamafo @ 1D
@ 1D
. Leu-Dg
Asn-Dg
Insaturaciones Polaridad e

Solubilidad
Intervalos adecuados para biodisponibilidad oral

Figura 61. Radar de biodisponibilidad de los 4 mejores EDA.

Por la naturaleza del derivado esteroidal formado principalmente por 4tomos de carbono

y algunos heterodtomos aporta moderada densidad electrénica total a la molécula. El

aporte principal lo hace el fragmento aminoacidico, sin embargo, no es suficiente para que
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la molécula sea suficientemente soluble en agua dado que el valor de Log S (ESOL) fue de

-8.08 comparado con el valor minimo de 0.0 que se requiere.

De las 4 moléculas seleccionadas, sélo Asn-Dg cumple con los criterios de buena
biodisponibilidad si se administrara por via oral. Esto no implica que los otros 3
compuestos tengan malas propiedades farmacocinéticas solo que deberian administradas

por otras vias (Tabla 27).

Tabla 27. Propiedades farmacocinéticas de los 4 mejores derivados EDA.

Farmacocinética/moléculas Trp-Dg Tyr-Dg Leu-Dg Asn-Dg

Absorciéon Gastrointestinal Baja Baja Alta Alta
Permea BHE No No No No
Sustrato P-gp No No No St
CYP1A2 No No No No
5 CYP2C19 No No No No
S CYP2C9 No No No No
§ CYP2D6 No No No No
S CYP3A4 No No No No

Otros parametros fueron saber si los compuestos pueden ser absorbidos por via
gastrointestinal, permear la barrera hematoencefilica (BHE), ser sustratos de
Glicoproteina P (P-gp), o inhibidores de enzimas que intervienen en la metabolizacion por
los citocromos P450. Se obtuvo que ninguno de los compuestos inhibe CYP’s. Los
derivados aromaticos presentaron baja absorcion gastrointestinal y no son sustratos de los
transportadores P-gp. Los dos compuestos restantes presentan alta probabilidad de ser
absorbidos via gastrointestinal, particularmente el derivado Asn-Dg tiene alta probabilidad
de ser sustrato de P-gp el cual para los efectos buscados en este proyecto no representan
un obsticulo ya que P-gp principalmente est4 asociado a la resistencia farmacoldgica de

moléculas citotoxicas en cancer.

Una de las caracteristicas mas importantes para una molécula bioactiva es la especificidad
con la diana bioldgica a la que fue orientada, mientras menos especifica sea, implicard una
mayor variedad de interacciones con diferentes dianas biolégicas que puedan originar

efectos adversos. Con la plataforma bioinformatica PASSonline se predijo la actividad
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bioldgica. Esta plataforma también devuelve actividades biolégicas asociadas a la toxicidad

y complementa la informacion obtenida por los pardmetros ADME anteriores.
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Figura 62. Probabilidad de toxicidad de los EDA mediante PASSonline.

Esta plataforma devuelve dos valores importantes, el valor Pa de probabilidad de
bioactividad y el valor Pi, probabilidad de inactividad, los cuales estiman la probabilidad
del compuesto por comparacion estructural de presentar un efecto bioldgico dado. Se debe
considerarse que la molécula superare al menos el 70% de la diferencia Pa-Pi para
presentar alta probabilidad de ser activa. En la se muestra que PASSonline estimé 9 efectos

adversos.

Toxicidad en la sangre y efectos teratogénicos fueron los principales efectos adversos. Los
compuestos Trp-Dg, Tyr-Dg y Leu-Dg superaron el umbral del 70%. La toxicidad en las
células sanguineas involucra el efecto de una molécula exégena sobre la médula dsea,
rifones e higado, asi como en las plaquetas, eritrocitos y leucocitos (106). Esta actividad
puede ser explicada por el efecto de los derivados sobre enzimas de la familia de citocromos
P450 ya que el grupo prostético es el encargado de la unién del oxigeno al grupo hemo y
los derivados EDA mostraron alta afinidad por ellos en el estudio de la CYP11A1. No
obstante, debido a la gran cantidad de 6rganos y células asociadas a la toxicidad de las
células de la sangre, se vuelve un pardmetro muy importante a considerar para futuros

estudios bioldgicos.



92

HO,C COH

Figura 63. Estructura 3D de la hemoglobina y 2D del grupo hemo

Al inducirse efectos teratogénicos hay defectos en el desarrollo fetal, especificamente, si los
compuestos interaccionan con los citocromos P450 como CYP11A1. Esto también es de
gran importancia ya que la enzima CYP11A1 controla la produccion de esteroides sexuales
que pueden alterar el desarrollo sexual del feto, el cual es consistente con el resultado
obtenido sobre disrupcion enddcrina, la cual define que un compuesto que “interfiere con
la sintesis, secrecidn, transporte, unién o eliminacién de hormonas naturales en el cuerpo
son responsables del mantenimiento de la homeostasis, reproduccién y/o
comportamiento” (107) que ya se ha discutido en este proyecto sobre el potencial de los
EDA para inhibir globulinas de transporte y enzimas asociadas a la esteroidogénesis. Sin
embargo, no implica mayor problema si se cuenta con un buen disefio de posologia y el

paciente sigue a cabalidad las indicaciones terapéuticas.

La toxicidad ocular involucra principalmente la inflamacién y atrofia del nervio 6ptico y
de la retina que puede llevar a diferentes grados de ceguera por exposicion del tejido dptico
a farmacos en un cierto periodo de tiempo, en donde moléculas lipofilicas tienen mayor
predisposicién a atravesar barreras y estructuras oculares (108,109). Los derivados
presentaron baja probabilidad a esta actividad, probablemente debido a la similitud
estructural que comparten con corticosteroides, de los cuales existe amplios reportes de su

toxicidad en el sistema ocular.

3.4 Analisis retrosintético
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El disefio de una molécula también requiere considerar los pasos sintéticos necesarios para
su obtencion y produccion. Dentro de la sintesis de aminoacidos, la selectividad quimica
es una de las caracteristicas mas importantes, ya que los extremos amino y carboxilo del
aminoacido, asi como los diferentes grupos funcionales unidos al carbono representan un
reto para su proteccion debido a que se presentan dos o mds zonas reactivas; cinéticas y
termodindmicas, las cuales sin la proteccion son susceptibles de polimerizacién una vez

que se han activado los grupos funcionales a reaccionar,

Las moléculas disefiadas en este proyecto involucraron una esterificacion por parte del
acido carboxilico y del hidroxilo de la diosgenina usandolo como nucledfilo; no obstante,
el grupo amino del aminoécido es nucledfilo fuerte por lo que la estrategia sintética debe

considerar desactivar al grupo NH para utilizar exclusivamente al hidroxilo de la

diosgenina.
o)
R N-desproteccion
o)
Esterificacion de
NH, Steiglich NGP
o o)
: —— =
OH OH
N-Proteccion de
N a—aminoéacido P HO
N NG

Figura 64. Retrosintesis de EDA a partir de diosgenina.

Ademis, los grupos protectores basados en carbamatos son ampliamente usados en la
proteccién de aminas en sintesis organica, ejemplo de ellos son el Boc, Cbz y Fmoc. El zert-
butiloxicarbonilo, introducido por Carpino, McKay y Albertson en 1957 es una de las
alternativas mas usadas en la proteccién de aminas. Sin embargo, la remocién del grupo
protector requiere condiciones acidas, generalmente 4cido trifluoroacético al 25-50% lo

cual supone un problema para la estabilidad del espiroacetal.
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Figura 65. Estructura del Boc, CBz y Fmoc.

Cai y colaboradores en 2019 sintetizaron diferentes derivados de diosgenina con efectos
dual como neuroprotectores y angiogénesis. Para llevar a cabo la desproteccion se requirid
de CH2CI2 seco y 0.1 equivalentes de acido trifluoroacético con rendimientos de entre el
50 y 70% (110). Ma y colaboradores también utilizaron aminodcidos N-Boc y N-Cbz
protegidos con rendimientos del 68 al 78% (111).

TFA, CH,Cl,
4°C,4h o

HN O Ry= iPr NHz
T R R,= CH,Ph

Figura 66. Desproteccién de bioconjugados Dg-AA

Otra alternativa de proteccion de aminas primarias como la de los aminodcidos es la
bisproteccion con imidas, como la 4,5-difenil-3-oxazolin-2-ona o la formacion de N-
Ftalamidas cuyos rendimientos de obtencion son buenos y su desprotecciéon requiere

hidrazina en EtOH a temperatura ambiente (112).
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Desproteccion: H,/Pd-C, aq. HCI, T.A.

\)k EtaN Tolueno Clié \)J\

0 Desproteccion: 1) HCI 18% 10 h, 2) Et3N, NH,0H, MeOH
Figura 67. Obtencién de aminoacidos Bis-N Protegidos
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Debido a la versatilidad de este grupo protector y de sus condiciones de reaccién
relativamente moderadas, se selecciond a este grupo protector para la proteccion del
aminoacido. Con ello surgié la posibilidad de cuél podria ser el papel de dichos grupos
protectores dentro de las moléculas EDA. Con base en las herramientas computacionales,
se decidié evaluar también a estos derivados por docking molecular y determinar si el
grupo protector afecta la bioactividad de los derivados. Con las conclusiones devueltas por

el andlisis de exactitud diagnéstica se procedid a utilizar tnicamente a Glide.

Phth-Trp-Dg Phth-Leu-Dg

[Iéz \

Phth-Tyr-Dg Phth-Asn-Dg

o

o
o}
z o
o
o

Figura 68. Intermediarios N-protegidos de los mejores compuestos obtenidos

Se obtuvo que para las proteinas cuya inhibicién es deseable, en casi todos los EDA, la

proteccidon mejora energéticamente los resultados para 5aR y VGEFR2 y notablemente

para VDB.

Tabla 28. Comparacién de EA de EDA protegidos vs desprotegidos (kcal/mol).
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S5aR -62 6.6 59 -65|-72 -69 56 -66| -11.2 -103
AR 34 -19 -03 28| NI NI NI NI | -11.1 7.3
ERa -39 37 30 29| NI NI NI NI | -104 -93
ERB -1.7 36 23 30| NI NI NI NI | -100 -46
PR 06 33 24 36| NI NI NI NI | -88 9.1
VGEFR2 41 59 34 34|65 58 -35 48] -100 56
CYP17A1 45 38 31 36|45 45 -44 39| -83 -9.7
CYP19A1 NI NI NI NI | NI NI NI NI|-105 -60
VDB 47 49 35 55|55 47 42 38| 5.0 -5.9

En amarillo: energias superiores al ligando enddgeno de cada proteina, respectivamente.
NI: No interacciona

Con respecto a las proteinas cuya inhibicion es indeseable obtuvimos un resultado
favorable para la enzima CYP11A1 ya que las energias de afinidad se reducen
dramaticamente, indicando que la interaccion es mucho menor con la proteccién en el

grupo amino comparacion con el grupo libre (tabla 29).

Tabla 29. Comparacién de EA de EDA protegidos vs desprotegidos (kcal/mol).

20 o0 o0 <SR =8 5 Z e S
oo % % 0% % E8EszeIR Rl iE
molécula = = g 2 E g E E éb;_g § Hg
CYP11A1 NI 99 78 89| -60 54 24 40| 90 -68
CYP21A2 NI NI NI NI NI NI NI NI 94 79
GR NI NI NI NI NI NI NI NI |-10.2 -109
MR 37 41 24 38| NI NI NI NI | -99 -11.2
SHBG -64 63 46 42| 57 76 49 43 ]-103 -95

En amarillo: energias superiores al ligando enddgeno de cada proteina, respectivamente.
NI: no interacciona

Finalmente, con respecto a las proteinas cuya activacién es deseable, se obtuvo que
ninguno de los derivados protegidos interactué con la molécula, esto se puede deber al
aumento en el tamano del fragmento aminoacidico ya que el grupo protector es mds

voluminoso que el NH, original (tabla 30).

Tabla 30. Comparacién de EA de EDA protegidos vs desprotegidos (kcal/mol).



Proteina/ o0 0 50 50 H& E\ E E’ e % 3 §
molécula % e QS a 4 <& &g =5 §0_§D g 5
o b o0 o0 o0 op ¥ R
E &2 39 <4 EQARFRQAEARA SE £
MARRS 58 57 47 61 NI NI NI NI [82 -
VDR |38 30 16 29 NI NI NI NI |114 -113

NI: no interacciona

A nivel espacial, el aumento del volumen de la molécula por la presencia del grupo
protector provocd la incapacidad del compuesto para entrar al sitio activo, situandose en
la periferia de la proteina, en zonas en las que no existe reporte de inhibicion alostérica,
cerca del sitio de entrada de ligando y con energias inferiores a la del ligando endégeno,

por ende, perdiendo su capacidad inhibitoria de la enzima.
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Figura 69. Superposicién de los compuestos EDA protegidos y desprotegidos en la enzima CYP11A1.

Con respecto a la globulina de unién a vitamina D, se observé que el derivado protegido
de triptéfano Phth-Trp-Dg mejord su energia comparada con su version desprotegida e
igualando a Asn-Dg, uno de los pocos EDA que superaron a la vitamina D a nivel
energético. A pesar de que los derivados se encuentran dentro del sitio activo, lo hacen

parcialmente interaccionando tnicamente con una parte de la molécula.
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Figura 70. Superposicién de los compuestos EDA protegidos y no protegidos en VDB.

A nivel interaccidn, se observa el efecto de esta interaccion parcial sobre el sitio activo al
presentar dos interacciones polares de tipo puente de hidrégeno sin interaccionar
directamente con residuos en los que se sabe que existe inhibicién directa. Sin embargo, se
puede explicar el aumento en la energia de afinidad de este derivado por la doble
interaccion de Lys35 sobre el carbonilo de la diimida del grupo protector y del carbonilo

del éster.

Figura 71. Interacciones ligando-proteina de Phth-Trp-Dg en VDB
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Con estos resultados, los intermediarios resultan ser atractivos para otros estudios,
mostrando que la modificacion del grupo amino es crucial en la EA contra las proteinas
estudiadas aqui, tanto por el aumento de interacciones que se puede generar con el grupo
protector, asi como por el aumento del volumen de la molécula imposibilitando la entrada

al sitio activo.
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4. Conclusiones

El derivado Trp-Dg tiene la capacidad de inhibir e interactuar especificamente en el sitio
de la enzima 5a-reductasa y a los receptores VGEFR2 y MARRS. También es una de las
moléculas que presentd la mayor EA en contra de la enzima CYP11A1 la cual es una de las
enzimas clave en la sintesis de esteroides. No obstante, la inhibicién de la enzima CYP11A1
este derivado tiene potencial para inhibir la produccion de andrégenos y por lo tanto, ser
util para contra el fenotipo de SOP Clisico. Por su parte, el derivado Tyr-Dg es el segundo

mejor candidato ya que puede inhibir a todas las proteinas que Trp-Dg inhibe a excepcion

de VGEFR2 y activar a MARRS.

OH

NH, NH,

Figura 72. Estructura de Trp-Dg y Tyr-Dg

Los compuestos Leu-Dg y Asn-Dg no tienen capacidad de inhibir a la enzima CYP11A1
compitiendo con el colesterol. Cabe precisar que el firmaco de referencia tiene una muy
baja energia de afinidad que coincide con los reportes de la literatura en la que coinciden
que el ketoconazol, es un inhibidor débil pero si activa a MARRS, involucrada en la
inflamacién, asi como a la enzima 5a-reductasa, la cual transforma a la testosterona en su
metabolito mas activo DHT. Por lo tanto, podria reduccion de los efectos androgénicos
haciéndolos atractivos para tratar el fenotipo SOP ovulatorio, caracterizado por el papel
de los andrégenos en el desarrollo de las manifestaciones clinicas, aunque con menor

importancia que en SOP clésico.

NH, NH,



101

Figura 73. Estructura de Trp-Dg y Tyr-Dg

Los estudios ADME sugieren que el compuesto Asn-Dg es la tinica molécula que cumple
con los criterios necesarios para buena biodisponibilidad si se administra por via oral, esto
no implica que los otros 3 compuestos sean malos, sino que es indicativo de la busqueda
de otras vias de administracion y desarrollar tecnologias farmacéuticas para su
administracion en el caso de considerarse como candidatos a firmacos. Con respecto a la
toxicidad, los derivados Trp-Dg, Tyr-Dg y Leu-Dg tienes probabilidad de inducir
hematotoxicidad y de teratogenicidad, lo cual se explica por la capacidad de las moléculas
de interaccionar con globulinas de unién a vitamina D y a hormonas sexuales asi como a la
inhibicion de la enzima CYP11A1, esencial en la esteroidogénesis, por lo que también se
propone aumentar el potencial de estas moléculas a nivel sanguineo y de los efectos

adversos que se podrian presentar en mujeres embarazadas.

Finalmente, al considerar la exactitud diagndstica, Glide fue el mejor sistema que relaciona
las EA con la interaccion en el sitio activo y la actividad bioldgica predicha por docking
molecular. Los sistemas AD4 y ADV tienen baja exactitud en la relacién EA vs actividad
biolégica, especialmente con los receptores a andrégenos y a estrdgenos, como también
con enzimas que presentan un grupo prostético hemo, sin embargo, puede mejorar
notablemente su exactitud comparando los resultados de ambas plataformas y sin la

posibilidad de descartar los resultados espaciales e interaccionales.
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5. Metodologia Experimental

5.1 Obtencién de estructuras tridimensionales

La obtencion de las estructuras tridimensionales de las proteinas fue de la base de datos
cristalografica RCSB Protein Data Bank (113) seleccionando aquellas estructuras sin
reporte de mutaciones en el sitio activo comparada con la secuencia canénica reportada

para cada una en la base UniProt.

Tabla 31. Nombre, abreviaciones, PDB ID y UniProt ID de las proteinas utilizadas.

Proteina Abreviatura PDB ID Uniprot ID
Receptor de andrégenos AR 2AMA (114) P10275
Receptor a de estrégenos ERa 1A52 (115) P03372
Receptor B de estrégenos ERB 5TOA (116) Q92731
Receptor de progestiagenos PR 3HQ5 (117) P06401
Receptor de glucocorticoides GR 4CSJ (118) P04150
Receptor de mineralocorticoides MR 3VHU (119) P08235
Receptor de vitamina D VDR 30GT (120) P11473
Globulina de unién a vitamina D VDB 1J7E (121) P02774

Receptor del factor de crecimiento VEGFR2  4AGD (122) P30101

endotelial vascular tipo 2

Receptor de esteroides asociado a  MARRS 3F8U (123) P35968
membrana de respuesta rapida

Globulina de unién a hormonas sexuales SHBG 1D2S (124) P04278
Aromatasa CYP19A1  3EQM (125) P11511
17a-hidroxilasa/17, 20-liasa CYP17A1 6CHI (126) P05093
Enzima de escision de la cadena lateral CYP11A1 3N9Y (127) P05108
del colesterol

ANzt st CYP21A2  4Y8W (128) P08686
3-Oxo-5a-esteroide-4-deshidrogenasa 5a-R 7BW1 (104) P31213
tipo 2

5.2 Obtencién de ligandos y farmacos
Los ligandos y farmacos de referencia de cada proteina se obtuvieron de las bases de datos

de DrugBank (129) y de GuideToPharmacology (130). Para aquellas proteinas cuyo
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sustrato o ligando no es tnico, se seleccionaron aquellos con las mejores constantes de

afinidad o de inhibicion reportadas.

Tabla 32. Ligandos y firmacos de referencia de las proteinas estudiadas

Proteina

Ligando canénico

Farmaco control

Receptor de andrdgenos
Receptor a de estrogenos
Receptor B de estrogenos
Receptor de progestagenos
Receptor de glucocorticoides
Receptor de mineralocorticoides
Receptor de vitamina D
Globulina de unién a vitamina D

Receptor del factor de crecimiento
endotelial vascular

Receptor de esteroides asociado a
membrana de respuesta rapida

Globulina de unién a hormonas
sexuales

Aromatasa
17a-hidroxilasa/17, 20-liasa

Enzima de escisiéon de la cadena
lateral del colesterol

21-Hidroxilasa

5a-reductasa

Dihidrotestosterona (DHT)

Estradiol
Estradiol
Progesterona
Cortisol
Aldosterona
Calcitriol
Calcitriol

Diosgenina

Testosterona
Estradiol
Testosterona
Pregnenolona

Colesterol

Progesterona

Testosterona

5.3 Minimizacién energética y asignacion de cargas

Flutamida
Tamoxifeno
Raloxifeno
Levonorgestrel
Dexametasona
Espironolactona
TEI9647
TEIo647
Sunitinib
Sorafenib

Anastrozol
Abiraterona

Aminoglutetimida

Ketoconazol

Finasterida

Se prepararon los ligandos utilizando el software ChemOffice 17.1 para el disefio y

minimizaciéon energética utilizando el método MM2 (131) ofrecido por Chem3D vy el

método MM7 de MOPAC (132). La asignacion de cargas se hizo mediante la herramienta

AutoDock Tools para la evaluacion en los sistemas AutoDock 4 y AutoDock Vina. Por su

parte, los ligandos se prepararon con el software LigPrep preparando las estructuras desde

su diseno 2D y ejecutando la minimizacion energética utilizando el método OPLS3 (133),
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asignando estados de protonacién con Epik (134) para la generacién de estados de

ionizacion a pH fisioldgico para el sistema Glide de Schrodinger.

Para las estructuras macromoleculares, en primer lugar se prepararon las proteinas
utilizando el software UCSF Chimera (135). Para la eliminacion de moléculas de agua de
cristalizacion y otros elementos no proteicos innecesarios para el calculo, se procurd
seleccionar las cadenas con la mejor calidad y en caso de existir residuos incompletos, se
resolvieron utilizando la libreria de rotdmeros Dunbrack 2010 (136), se asignaron cargas y
estados de protonacién a pH fisioldgico mediante PDB2PQR (137) utilizando el
ForceField AMBER y PROPKA para AutoDock Vina y AutoDock 4. Schrodinger por su
parte cuenta con Epik para la asignacién de estados de protonacion y el ForceField OPLS3
para la asignacion de cargas, en donde la preparacién de la proteina involucré la indicacién
del centroide de acuerdo con la literatura, preparacion de grupos prostéticos, eliminacién

de agua y condiciones fisioldgicas de pH y temperatura.

5.4 Docking molecular

Para los estudios de docking molecular se utilizaron 3 software de acoplamiento molecular:
AutoDock Vina (138), AutoDock 4.0 (139) y Glide Schrodinger (100) obteniendo los
resultados de energia de acoplamiento devueltos por cada programa. Los resultados de
interacciones espaciales y particulares con residuos de cada proteina se llevaron a cabo con
los softwares Discovery Studio (140), PyMol (141) y con el visualizador integrado de

Schrodinger Maestro.

5.5 Estudios ADMET

La evaluacién de las propiedades farmacocinéticas y dindmicas se llevé a cabo mediante la
plataforma online SwissADME (142) recuperando los datos calculados de propiedades
fisicoquimicas para la construccién del radar de biodisponibilidad oral, utilizando los
parametros de lipofilicidad de XLOGP3 en el intervalo de -0.7 a +5.0, peso molecular de
150 a 500 g/mol, polaridad por TPSA de 20 a 130 A? | insolubilidad por Log S (ESOL) 0
a 6, Insaturacién por fraccién de carbonos sp® de 0.25 a 1.0 y grado de flexibilidad por
namero de enlaces rotables de 0 a 9 . Se resumieron los resultados farmacocinéticos de

parametros de absorcidon gastrointestinal, si los compuestos permean la barrera
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hematoencefalica (BHE), si los compuestos son sustratos de glicoproteina p (P-gp) o
inhibidores de diferentes proteinas del citocromo P450 involucradas en la metabolizacién
de farmaco. La determinacién de efectos adversos y toxicidad se llevo a cabo utilizando la
plataforma PASSonline (143) recuperando los valores Pa (Probabilidad de actividad) y Pi
(Probabilidad de inactividad) y utilizando el criterio de AP (Pa-Pi) superior al 70%.

5.6 Analisis estadistico

Para comparar los 3 sistemas de docking molecular en funcién a los resultados esperados
de actividad para cada categoria de proteinas (Inhibicion, no inhibicién y activacién) se
utilizé un analisis estadistico de valor, ya que no es posible comparar entre si a cada sistema.

Para este anlisis, se consideraron las siguientes condiciones 16gicas:

Tabla 33. Estados diagnésticos y condicionales

Estado Condicién
\§  Positivo absoluto Si 3 sistemas devuelven AEA entre ligando
§ (PA) enddgeno/farmaco y compuesto es <0
‘8 Negativo absoluto ~ Si 3 sistemas devuelven AEA  entre ligando
g (PA) enddgeno/farmaco y compuesto es >0
§ Positivo probable Si 2 sistemas devuelven AEA  entre ligando
s (PP) enddgeno/farmaco y compuesto es <0
§ Negativo probable  Si 1 sistema devuelve AEA entre ligando endégeno/farmaco
S (NP) y compuesto es >0
Estado Condicién
Positivo absoluto Si 3 sistemas devuelven AEA entre ligando
(PA) enddgeno/farmaco y compuesto es <0
Negativo absoluto  Si 3 sistemas  devuelven AEA  entre ligando
(PA) enddgeno/farmaco y compuesto es >0
£ Positivo probable Si 2 sistemas devuelven AEA  entre ligando
= (PP enddgeno/farmaco y compuesto es <0
-E Negativo probable  Si 1 sistema devuelve AEA entre ligando enddgeno/farmaco
Zz  (NP) y compuesto es >0

El siguiente nivel de analisis se complement6 con los resultados de interaccion espacial de
cada sistema, asignando criterios diagndsticos formales con base en si los ligandos
interactiian dentro del sitio activo o no y en cuédntos sistemas lo hacen. Para este analisis,

se consideraron las siguientes condiciones légicas:
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Tabla 34. Diagnésticos y condicionales asociados

Inhibicién o activacion

No inhibir

Diagnostico

Condicién

Verdadero positivo
(VP)
Verdadero negativo
(VN)

Falso positivo

Si el resultado energético es PA o PP y >2 sistemas coinciden
en el sitio activo

Si el resultado energético es NA o NP y si >0 sistemas
coinciden en el sitio activo

Si el resultado energético es PA o PP y <2 sistemas coinciden

(FP) en el sitio activo

Falso negativo Si el resultado energético es PA o PP y 3 sistemas coinciden
(FN) en el sitio activo

Diagnéstico Condicion

Verdadero positivo
(VP)

Verdadero negativo
(VN)

Falso positivo

(FP)

Falso negativo
(FN)

Si el resultado energético es PA o PP y >0 sistemas coinciden
en el sitio activo

Si el resultado energético es NA o NP y >2 sistemas coinciden
en el sitio activo

Si el resultado energético es PA o PP y 3 sistemas coinciden
en el sitio activo

Si el resultado energético es NA o NP y menos de dos
sistemas coinciden en el sitio activo
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