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Resumen

En la presente investigacion se utilizaron herramientas bioinformaticas para analizar el
potencial bioldgico de las moléculas derivadas de la metilfenilhidrazona frente a biomoléculas
con actividad bioldgica. Estos estudios se realizaron por medio de plataformas como
SwissTargetPrediction, UniProt, Proteina Data Bank, de modo que, se determinaron las dianas
terapéuticas. Los resultados obtenidos muestran que, la enzima 11-g-hidroxiesteroide
deshidrogenasa 1 presentd una interaccién del 43% con los derivados, de modo que, su posible
inhibicion puede presentar un objetivo potencial para el tratamiento de la obesidad, elementos
del sindrome metabdlico y podria estar asociada con cancer de tipo hormona-dependiente. Por
otra parte, la enzima Citocromo P450 19A1 presentd una interaccion del 32% y estd se
encuentra involucrada en la biosintesis de andrégenos, los cuales participan en el desarrollo
sexual tanto masculino como femenino, por lo que también estad asociado a la progresion del
cancer dependiente de hormonas. Los resultados dieron paso a estudios de docking molecular

para predecir el tipo de interaccidn especifica para cada una de las biomoléculas seleccionadas.
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ABREVIATURAS

11BHSDS1
CYP19A1
ER
PSA
HER?2
GR
GRE
CRH
ACTH
CBG
SDR
NAD

NADP/NADPH

GnRH
LH
FSH
DHT
HPB
RMN
CSD
PDB
FDA
SBDD
DIFAC
CCDC
ASP
GLU
ARG
LYS
HIS
SER
THR
TYR
CYS
ILE
LEU
ALA
VAL
GLY
MET
PRO
PHE
HEM

11-beta-hidroxiesteroide-deshidrogenasa 1
Citocromo P450 19A1
Receptor de estrégenos

Prueba de Antigeno Prostatico Especifico

Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano de tipo 2

Glucocorticoides
Elementos de respuesta a los glucocorticoides
Hormona liberadora de corticotropina
Corticotropina
Globulina transportadora de corticoesteroides
Cadena corta de las deshidrogenasas/reductasas
Nicotinamida adenina dinucle6tido
Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
Hormona liberadora de gonadotropina
Hormona luteinizante
Hormona foliculoestimulante
Dihidrotestosterona
Hiperplasia prostatita benigna
Resonancia magnética nuclear
Base de datos estructural de Cambridge
Banco de datos de proteinas
Administracion de Alimentos y Medicamentos
Disefio de farmacos basados en estructuras
Disefio de farmacos asistido por computadora
Base cristalografica de Cambridge
Acido aspartico
Acido glutamico
Arginina
Lisina
Histidina
Serina
Treonina
Tirosina
Cisteina
Isoleucina
Leucina
Alanina
Valina
Glicina
Metionina
Prolina
Fenilalanina
Grupo hemo
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Introduccion

Los compuestos Metilfenilhidrazona, pertenecen a la familia de las hidrazonas, es un
derivado que complementa al grupo azometina de la hidracina (-NH-N=CH-) con la
adicion de un grupo metil, un grupo fenilo y un sustituyente. ElI grupo azometina es
atractivo, debido al grupo carbonilo que lo compone, de modo que, es responsable de la
versatilidad que tienen en aplicaciones farmacéuticas, por lo que posicionan a las
hidrazonas y derivados sustituidos en el ojo, para potenciales farmacos (1). Algunos
ejemplos que existen comercialmente de farmacos de la familia de hidrazonas es la
Nitrofurazona (2) es un antibi6tico de amplio espectro, indicado para tratar infecciones en
la piel provocadas por bacterias, sin embargo su comercializacién solo aplica para
medicamentos topicos; Furazolidona (3) antibi6tico su uso es contra Helicobacter pylori
en algunos paises, ya que la FDA descontinuo el farmaco en 1985: Nitrofurantoina, (4)
antibidtico indicado para el tratamiento de profilaxis contra a infecciones agudas o
recurrentes en vias urinarias.

La basqueda y disefio de farmacos, que en el método tradicional incluye afios de
investigacion, con una inversion de millones de dolares, actualmente ha sido sustituido
por el disefio de farmacos asistido por computadora. Este disefio es multidisciplinario y
sobre todo que el desarrollo de los programas computacionales que se utilizan son de
facil acceso y uso, esto no quiere decir que el método sea automatizado, sino que el
empleo de equipos de computo y bases de datos ahorra mucho tiempo en el proceso de
investigacion, por consecuente ahorra dinero, debido a que el desarrollo del método

permite la identificacion de los compuestos, a través de bases de datos conocer su
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actividad bioldgica, ademas de que se puede seleccionar a los candidatos logrando que la
parte experimental sea especifica (5).

El disefio de farmacos asistido por computadora utiliza diferentes modelos
computacionales, como el cribado virtual, quimioinformatica, acoplamiento molecular,
etc. Este ultimo es el que se ha utilizado para la presente investigacion debido al objetivo
particular se tiene y por las componentes del estudio, permite buscar la conformacion y
posicion optima del ligando dentro de una diana molecular (6).

La seleccién de un blanco molecular depende de un analisis previo, donde primero, se
buscan moléculas reportadas en la base Cristalografica de Cambridge, derivadas de la
metilfenilhidrazona que de acuerdo a criterios que se establezcan para el analisis, se
realiza una seleccion y se continta su estudio, empleando programas y/o bases de datos,
por ejemplo, SwissTargetPrediction que permite realizar al usuario un cribado en
bibliotecas quimicas, por medio del célculo de similitud entre los compuestos del usuario
y la coleccién de activos conocidos de la plataforma con el fin de conocer, comprender,
predecir la actividad bioldgica de las dianas (7).

En diversos estudios se ha sefialado que las enzimas 113-HSDS1 perteneciente a los
glucocorticoides y CYP19A1 a la aromatasa, se encuentran relacionadas con el desarrollo
de céncer, especificamente del tipo hormona dependiente, dado que estas regulan la
produccion de hormonas esteroidales (8,9). El cancer de mama depende de dos hormonas
importantes de estrégeno o progesterona, la inhibicion de la aromatasa es un enfoque que
se le ha dado a la investigacion contra el cancer, privando de estrégenos a las células
tumorales, disminuyendo la proliferacion celular (9). La aromatasa es una enzima

importante para la conversion del anillo enona de precursores andrégenos, como la
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testosterona a fenol para la produccion de estrégeno. Los inhibidores participan para
bloquear la produccion de estrogeno o bloquear la accion del estrogeno en receptores
(10). Por lo que, el cancer de mama necesita de estrégenos para su desarrollo, entonces
los inhibidores de la aromatasa son necesarios para el tratamiento de cancer de mama
sobre todo en mujeres posmenopausicas (11).

Los androgenos también se manifiestan en el cancer de prostata, por lo que el receptor
de andrdégenos es importante para su progresion y tratamiento. Los niveles de andrégenos
en el desarrollo del cancer se encuentran afectados por las actividades de las enzimas
convertidoras de esteroides, es por ello por lo que la terapia para esta afeccién tiene como
objetivo el reducir estos niveles. Sin embargo, se ha creado resistencia a los andrdgenos,
debido a la sobreexpresion del receptor de glucocorticoides, a la resistencia creada por el
sistema inmunolégico y la diferenciacion neuroendocrina (12).

Hoy en dia los farmacos utilizados para el tratamiento, como Tamoxifeno,
Exemestano, Letrozol, Anastrazol, (13) contra el cancer, presentan efectos secundarios
como, toxicidad, osteoporosis, enfermedades cardiovasculares, entre otros, es por ello
que se necesitan nuevos farmacos que contribuyan a la terapia contra el cancer. En este
proyecto, se pretende contribuir con la busqueda de potenciales farmacos, es por ello que
los derivados de la metilfenilhidrazona fueron los sometidos a andlisis, pues diversos
estudios han revelado que poseen actividad farmacolégica de tipo antibacteriana,

antifungica, antiinflamatoria, anticonvulsiva, antiviral, anticancerigena, entre otras (1).
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1. Antecedentes

2.1 Céancer

El cancer es la proliferacion de células anormales, debido a su poca o nula respuesta a las
seflales de paro de crecimiento o induccion de apoptosis, ocasionando principalmente un
desequilibrio de nutrientes y en la excrecion de desechos metabdlicos. La multiplicacion sin
control de las células, provocan la transformacion del tejido sano a tumores, que pueden invadir
diferentes partes del cuerpo o extenderse a otros dérganos, proceso gque Se coOnoce COMO
“metastasis”. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, registré casi 10 millones de
defunciones en 2020, por afectaciones del cancer, siendo esta enfermedad la principal causa de
muerte a nivel mundial (14). En México, en 2021 el INEGI reporté una mortalidad de mas 1

millon de personas (15).

Las neoplasias o llamadas cominmente como “tumores” pueden ser de tipo benignos o
malignos, dependerd del comportamiento clinico. Los tumores benignos son aquellos que
pierden la regulacion normal de crecimiento, pero se encuentran rodeados de una capsula y no
invaden a otros tejidos ni producen metastasis. En caso contrario, cuando se habla de céancer,
generalmente se refiere a tumores malignos, los cuales, si tienen la capacidad de invadir tejidos y

drganos circundantes y provocar metastasis (16).

2.2 Cancer hormona dependiente
Los tumores que se desarrollan en tejidos linfoide, Gtero, prostata, ovario, glandulas
suprarrenales y glandulas mamarias, son estimulados o inhibidos por hormonas, por lo que la
regulacion del equilibrio hormonal es benéfica para la terapia sistémica de estos canceres (16).

Algun ejemplo, es el uso de estrégenos para suprimir la produccion de testosterona en el cancer
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de préstata o bien, la prescripcion de glucocorticoides en tratamientos para leucemias agudas,

linfomas, mielomas u otros desérdenes mieloproliferantes.

2.2.1 Hormonas esteroidales

Los sistemas de tipo nervioso, endocrino e inmunoldgico tienen una comunicacion estrecha
entre si, con el fin de garantizar principalmente el funcionamiento Optimo del sistema
inmunologico. Hay dos ejes neuroendocrinos que impulsan la produccion de hormonas
esteroidales: hormonas suprarrenales y sexuales, que se conoce que tienen efectos fuertes sobre
respuestas inmunes. Las hormonas esteroidales se derivan del colesterol y se sintetizan en las
mitocondrias y reticulo endoplasmico rugoso por medio de enzimas especificas encargadas de la
conversion del colesterol en el esteroide requerido y su expresion dependera de las hormonas
estimulantes de la secrecion de los esteroides (17). Se clasifican en hormonas sexuales
(estrogenos, androgenos, progestagenos) que llevan a cabo sus sintesis en las génadas y en la
glandula suprarrenal (glucocorticoides y mineralocorticoides) (18). Las hormonas esteroidales
(figura 1) son sustancias de tipo lipofilicas que pueden atravesar con facilidad la membrana
plasmatica de las células, por medio de acciones biogquimicas, promueven la produccion de

segundos mensajeros, activacion de cinasas a través de receptores nucleares (19).
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Figura 1. Estructura de las principales hormonas esteroidales; Estriol (Estrdgeno), Progesterona (Progestageno),
Cortisol (Glucocorticoides), Testosterona (Andrdgenos).

2.2.2 Cancer de mama

El cancer de mama es el mas comin en mujeres en todo el mundo y uno de los mayores en

tasa de mortalidad. Esta neoplasia se origina por multifactores, tales como; factores genéticos,

factores ambientales y el estilo de vida (20).

El cancer se desarrolla por una alteracion en el genoma, ocasionando una cascada de defectos
a nivel molecular, la cual puede desarrollarse en las etapas iniciales, pero al ser diagnosticado las

células tumorales presentan diversas alteraciones genéticas. Las alteraciones, generalmente
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mutaciones pueden ser heredadas, originando el cancer hereditario o causadas por diversos
iniciadores o promotores dando origen al cancer esporadico (21). En el caso de los iniciadores,
pueden presentarse carcindgenos quimicos, radiaciones, dafios enddgenos y algunos promotores
puede ser el estrés, disminucion de la inmunidad y hormonas, estas ultimas pueden deberse al

incremento de la actividad de los receptores de estrogenos y ligandos, estradiol y estrona (22).

El cancer de mama tiene diferentes sitios de expresion y de cada uno dependera la valoracion
y el tratamiento que se aplique. Se incluye la expresion de receptores de estrégenos (ER), al
receptor del factor de crecimiento epidérmico humano de tipo 2 (HER2), también pueden
presentarse mutaciones en la linea hereditaria o somaética (22). Existen diversos genes
involucrados en el desarrollo de cancer de mama, que, al sufrir una variacion genética, los

factores de riesgo de padecer este tipo de neoplasia aumentan significativamente. (23)

En la base del cancer se encuentran las alteraciones genéticas, sin embargo, las proteinas
cumplen las funciones y al mismo tiempo estas pueden presentar distintas isoformas y
modificaciones postraslacionales, lo cual influird en su funcion. La funcion de la proteina
cambiard de acuerdo con las proteinas a las que se encuentre asociada y la locacion de estas

(membrana celular, citoplasma, nucleo) (21).

La mutacion que se da en la via fosfatidilinositol 3 quinasa y la ruta Ras-Raf-MEK-ERK
provocan que el mecanismo de apoptosis del sistema inmune pierde su funcion. Estudios han
demostrado que la exposicion regular a estrogenos puede provocar estas mutaciones, asi mismo
la expresion masiva de leptina, la cual se encuentra asociada con la obesidad, en el tejido

mamario provoca la proliferacion celular, dando como resultado la formacion del tumor (24).
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2.2.3 Cancer de prostata

El cancer de prdstata es el segundo tipo mas frecuente en los hombres. La incidencia y la
muerte por consecuencia de este tipo de cancer se encuentra relacionado con la edad (25). El
Global Burden of Disease (GBD) en 2019 estimd que el cancer de prostata ocupa el 16° puesto
de causa de muerte en hombres a nivel mundial. En México ya se cataloga como un problema de
salud publica, puesto que en 2019 se clasifico dentro del 4° puesto de muertes en hombres de
todas las edades (26). México tiene una tasa de mortalidad de 11.3 por cada 100 mil hombres por
cancer de prostata, representa la primera causa de cancer y de mortalidad en hombre, esto puede
deberse a que los pacientes que han padecido esta neoplasia, se les ha diagnosticado en estadios
avanzados de la enfermedad (27, 28). La incidencia es un factor que varia de acuerdo con la
edad, se estima que 1 de cada 350 hombres menores de 50 afios puede ser diagnosticado con
cancer, esta aumenta hasta de 1 por cada 52 hombres entre 50-59 afios y hasta un 60% en

hombres mayores de 65 afios (29).

El cancer de prostata es una de las neoplasias que se caracterizan por tener una progresion
lenta e indolente, con algunos o sin presencia de sintomas, a pesar de los avances tecnoldgicos,
su deteccion sigue siendo retardada, puesto que se utilizaba la prueba de antigeno prostatico
especifico (PSA), es una proteina que se expresa en tejido prostatico y era efectiva para
determinar cancer en niveles plasmaticos (> 4ng/ml). Sin embargo, ha habido casos de que
hombres sin cancer expresan PSA alto, por lo que la confirmacion es a través de biopsia del

tejido (29).

Los pacientes que llegan a padecer esta neoplasia, alrededor del 20% reportan antecedentes

familiares y su desarrollo se da no solo, por genes compartidos sino también por un patron de
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exposicion a carcindgenos ambientales y estilo de vida (30). Muchos de los factores con los que
se encuentra asociado el cancer de prostata, es la dieta, hay evidencia de algunos alimentos
pueden poner en riesgo y otros que protegen, por ejemplo, la ingesta de carne, grasa y productos
lacteos se encuentran relacionados con un aumento de padecer cancer de prdstata en hombre
menores a 60 afos, en caso contrario, las verduras cruciferas y tomates, previenen el riesgo de

padecer este tipo de cancer (29).

Las vitaminas y minerales, hay una relacion entre la luz solar y la incidencia de céancer, se
sugiere que la deficiencia de vitamina D puede aumentar el riesgo de cancer de préstata (31). La
radiacion UV se bloguea en la piel de color oscura, por altos niveles de melanina lo que provoca

la inhibicién de la conversién en vitamina D3 (29).

La obesidad tambien se encuentra asociado con cancer de préstata avanzado y agresivo, esto
puede deberse a la alteracion de los niveles en circulacion de hormonas metabodlicas y esteroides
sexuales, que se sabe que estan involucradas en el desarrollo de la prdstata y oncogénesis.
Ademas, cuando la obesidad se combina con la inactividad fisica, se puede desarrollar la

resistencia a la insulina, elevando los niveles de esta en sangre (32).

Las hormonas sexuales tienen un papel relevante en el desarrollo del cancer, en el caso de los
androgenos, hay estudios que revelan, que algunos pacientes con cancer de prostata tienen
niveles bajos de testosterona y dihidrotestosterona (DHT), lo que indica que los estrégenos,
insulina y vitamina D, se encuentran involucrados en la carcinogénesis de la prdstata (29). Los
andrdgenos participan en el desarrollo, crecimiento y actividades de secrecién de la prostata. Se
sabe que rutas de sefializacion y metabolismo son reguladas por andrégenos y algunos genes
implicados en estos mecanismos tienen susceptibilidad genética para desarrollar cancer de

prostata (33). Tambien en algunos estudios se ha demostrado que los estrogenos incluyendo la
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hormona natural E2, provocan diversas formas de lesiones genéticas, como dafio en el ADN,
alteraciones cromosémicas, variantes genéticas, que indican que los estrogenos pueden servir

como carcindgeno en el desarrollo del cancer de prostata (34).

2.3 Glucocorticoides

Los glucocorticoides pertenecen a la familia de los corticoesteroides y son farmacos utilizados
en el tratamiento de diferentes patologias de la corteza suprarrenal y no endocrinos, esto se debe
a que acttan en la mayoria de los 6rganos y sistemas, son farmacos eficaces, pero presentan
abundantes reacciones adversas (19). Las glandulas suprarrenales generalmente secretan dos
tipos de hormonas: los corticoesteroides con 21 atomos de carbono y andrégenos con 19. Los
corticoesteroides se clasifican en dos clases, la primera se relaciona con el control de agua y
metabolitos (mineralocorticoides) su principal hormona es la aldosterona y la segunda, las que se
relacionan con el control de metabolismo y de inflamacion, de esta ultima se encargan, los

glucocorticoides (GR), los cuales son representados por el cortisol (35).
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Los corticoesteroides se sintetizan a partir del colesterol, por medio de la accion de enzimas

derivadas del citocromo P-450. La sintesis de los glucocorticoides se da en el eje hipotalamo-

hipdfisis-suprarrenal, por medio de la glandula suprarrenal que tras su estimulacién con la

hormona liberadora de corticotropina (CRH), estimula la sintesis de corticotropina (ACTH) en

las células corticotropas de la adenohipdfisis. La ACTH estimula la produccion de cortisol y

androgenos suprarrenales (36).
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Los esteroides suprarrenales interaccionan con receptores intracelulares, tambien Ilamados
receptores nucleares, son factores de transcripcion, estos pertenecen a la familia de receptores de
las hormonas esteroidales, tiroideas y vitamina D. Por medio de estos receptores, los esteroides
modifican la transcripcién génica, permitiendo la alteracion de la sintesis de proteinas, de tal

manera que sus efectos tarden en manifestarse pero que su duracion sea larga (19).

El cortisol es abundante en el sistema circulatorio y se une a la globulina transportadora de
corticoesteroides (CBG) en mayor al 95% de los casos (35). Se sabe que el cortisol es una
hormona, que participa en la regulacion de carbohidratos, formacion de glucosa y suprime la
actividad del sistema inmune. Por lo que la secrecion del cortisol no es continua, en las primeras
horas del dia se encuentra en concentraciones altas y por la noche sus niveles descienden

considerablemente.

El cortisol es una hormona importante que afecta muchos factores metabdlicos del organismo
(8). Uno de los principales es la enzima microsomal 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(I1BHSD), la cual se encuentra presenta en dos isoformas la 11BHSD1 y 11BHSD2, la primera

cataliza la conversién de cortisona a cortisol (37).

El estrés de tipo crénico también afecta los niveles de cortisol, por ende, hay un aumento de la
actividad 11pHSD1 (38). Altos niveles de cortisol disminuyen la eficacia del sistema
inmunoldgico (39). Durante el desarrollo del cancer, el sistema inmunoldgico es el encargado de
reconocer cambios patoldgicos, por lo que su participacion es clave en la detencion y terapia de
la enfermedad. Las células NK (Natural Killer) son las que inhiben la formacion y desarrollo de
metastasis en los pacientes, tras activar a los receptores NKG2D y DNAM-1 (40). La actividad

de la enzima 11BHSDI se relaciona con los niveles de células NK, por lo tanto, la disminucién
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de actividad de 11BHSD1 aumenta el numero de células NK, proporcionando una respuesta

inmune mas eficaz.

2.3.1 Receptores de glucocorticoides

Los glucocorticoides como se ha mencionado anteriormente tienen efectos en diversos tejidos,
por medio de un tipo Unico de receptores especificos, los receptores de glucocorticoides (RG).
Los RG actlan sobre distintos genes ocasionando cambios, pueden ser de estimulacion o

inhibicion, en la sintesis de proteinas y en la respuesta tisular (19).

En ausencia del esteroide, los RG se encuentran asociados a un complejo proteico
conformado por proteinas de choque térmico (HSP90, HSP70 y HSP56) las cuales se encargan
de mantener el receptor en una conformacion inactiva para que pueda unirse al ADN, teniendo
una afinidad por los esteroides. Cuando se da la unién de los receptores a los corticoesteroides
provocan una disociacion de los receptores del complejo proteico y su translocacion del
citoplasma hacia el ndcleo celular, donde se llevara a cabo la modificacion de la expresion
génica. Dentro del ndcleo, los receptores se unen en forma de homodimeros a la zona del ADN
reguladoras o promotoras de los genes, llamado elementos de respuesta a los glucocorticoides
(GRE). Entonces cuando hay activacion de los receptores GR y se unen a los GRE, se aumenta la

expresion de un gen, obteniendo como resultado el aumento de la sintesis de proteinas (19).

2.3.2 Glucocorticoides y cancer

Desde hace 70 afios los glucocorticoides son utilizados para el tratamiento de neoplasias
malignas de tipo linfoide, se incluyen en las sesiones de quimioterapia para inducir la apoptosis

celular en los canceres. También se ha introducido su uso en neoplasias no hematolégicas, como
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monoterapia 0 combinada con otros farmacos citotoxicos para beneficio de canceres de mama y
préstata, Unicamente. Sin embargo, esto no modifica la supervivencia a largo plazo del cancer de

mama (41).

Los glucocorticoides actlan tras unirse a receptores especificos que se translocan hacia el
nucleo e inducen un estado de tipo proliferativo y una respuesta apoptética en células sensibles.
Asi mismo representan un papel importante en la configuracion de respuestas inmunes en el

microambiente tumoral.

2.3.3 11 B hidroxiesteroide deshidrogenasa 1 (11pHSD1)

La 11pB-hidroxiesteroide deshidrogenasa es una enzima de la familia de cadena corta de las
deshidrogenasas/reductasas (SDR) que son dependientes de la nicotinamida adenina dinucledtido
(NAD) o nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP). De esta familia se derivan dos
isoformas la 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 1 y 11B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa de tipo 2, la primera se encuentra en el cromosoma 1 y la segunda en el
cromosoma 16. La 11BHSDI es una oxidorreductasa dependiente de NADPH que su principal
funcion es catalizar la conversidn de cortisona inactiva a cortisol activo (figura 3), por su parte,
la 11BHSDS2 realiza una reaccion inversa, es decir, del cortisol inactivo lo transforma a

cortisona (42).

Ambas isoformas tienen una secuencia N-terminal, la cual permite el anclaje en la membrana
del reticulo endoplasmico (RE). En la 11BHSDS1 su seccidn cataliza se ubica hacia la luz del RE

y se encuentra principalmente en higado, pulmones y tejido adiposo en humanos (37).
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11BHSDS1

Cortisona Cortisol

Figura 3. Esquema de sintesis de cortisol.

2.3.4 Inhibidores de la 11p HSDS1

Cuando existe la inhibicion de la actividad de la enzima 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
1, hay una disminucion en los niveles de cortisol, disminuye la masa de tejido adiposo, hay

resistencia a la insulina, obesidad central y disminucion total de colesterol (43).

La Carbenoxolona (figura 4c) es uno de los inhibidores de la 11BHSDI, es un éster
hemisuccinato derivado del acido glicirretinico, de origen natural presente en la raiz de regaliz.
Es un potente inhibidor no selectivo de la enzima (8). La Carbenoxolona tiene un uso terapéutico
como tratamiento de Ulcera péptica y al inhibir la 11BHSD1 provoca aumento en concentraciones
plasmaticas de los glucocorticoides, disminuye su aclaramiento y prolonga su tiempo de

semivida, potenciando su accion (44).

Dentro de los inhibidores selectivos, se destacan derivados de 2-aminotiazol, por ejemplo;
Biovitrum BVT-2733, Biovitrum BVT-14225 (figura 4d) y Biovitrum BVT-3498; en el grupo de
los altamente selectivos se encuentran: Amgen 2922 (figura 4a) y AMG-221 (8). Sin embargo,
estos inhibidores aln se encuentran en ensayos clinicos, por lo que la busqueda de nuevos
compuestos con actividad terapéutica continda. Asi mismo existe un grupo pequefio de
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inhibidores no esteroideos, donde se ubican algunos fungicidas como: itraconazol (figura 4b) y

posaconazol (37). De inhibidores esteroideos no se encontraron reportes que evidencien su

existencia.

,.ul/////

O
N

S

a) Amgen 2922
) Amg o b) Itraconazol

¢) Carbenoxolona d) Biovitrum BVT-14225

Figura 4. Estructura de algunos inhibidores de la 113-HSD1

2.4 Estrogenos

Los estrogenos esteroidales se derivan de la androstenediona o la testosterona, por la
aromatizacion del anillo A (figura 5). Esta reaccion es catalizada por la aromatasa (CYP19A1),
que utiliza andrégenos, NADPH y oxigeno molecular como cosustratos. Estas proteinas se
encuentran localizadas en el reticulo endoplasmico de las células de granulosa ovérica, células
testiculares de Sertoli y de Leydig, en el estroma adiposo, el sincitiotrofoblasto placentario, en

los blastocistos, en el hueso, varias regiones cerebrales y mama (35).
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Figura 5. Férmula estructural del estradiol, en azul se indican los anillos.

Los estrdgenos pueden producirse en forma local a partir de andrégenos mediante las acciones
de la aromatasa 0 mediante hidrélisis de conjugados de estrdgenos. La produccion local de
estrogenos puede tener una funcion causal o promotora en el desarrollo de algunas
enfermedades, como el cancer de mama, pues en los tumores mamarios existe la presencia de la
aromatasa y de enzimas hidroliticas, esto quiere decir, que hay una sobreexpresion de estas

enzimas y por consecuente un aumento en la produccion de estrégenos (35).

Los estrogenos participan en el desarrollo de caracteres sexuales en la pubertad de las nifias,
es decir, de la vagina, utero, trompas de Falopio y crecimiento mamario, también participan en
las modificaciones que lleva el ciclo menstrual, modulan negativamente la liberacion de la
GnRH, provocando que no se libere LH y FSH hipofisarias y no ocurra la estimulacion ovérica
(19). En el caso de los nifios, la deficiencia de estrdgenos ocasiona un crecimiento lineal y
continuo hasta la edad adulta. Tambien puede causar macroorquidia y aumento de

gonadotropinas y testosterona, llegando afectar hasta la fertilidad en algunos individuos.
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Los estrogenos participan en algunos efectos metabdlicos, uno de los de interés es que
provocan la sintesis de algunas proteinas hepaticas, tambien de progesterona, cortisol, estradiol y

testosterona, hormonas tiroideas, de hierro y de cobre (19).

2.4.1 Receptores de estrdgenos

Los dos genes del receptor de estrogenos son ESR1 que codifica el receptor estrogénico a 'y
ESR2 que codifica al receptor 3. Ambos son factores de transcripcion activados por ligandos, que
aumentan o disminuyen la transcripcion de genes. Al penetrar las células por difusion pasiva a

través de la membrana plasmatica, la hormona se une a un receptor estrogénico en el nucleo (45).

El receptor de estrogenos ERa es mayormente expresando en el tejido femenino, en utero,
vagina, ovarios, glandulas mamarias, hipotdlamo, células endoteliales y musculo liso vascular. El
ERP se expresa en prostata y ovarios, con una expresion menor en pulmones, cerebro, hueso y

vasculatura (35).

Ambos receptores por difusion pasiva atraviesan la membrana plasmaética de las células,
donde la hormona se une en el nucleo con el receptor. En el centro de la célula, los receptores de
estrégenos estdn como monomeros inactivados con una proteina de choque de calor (HSP90) y
cuando se une con los estrogenos, hay un cambio conformacional del receptor y ocurre la
dimerizacion del receptor, aumentando la afinidad y la tasa de union con receptor y DNA (46).
La union receptor-DNA activa la sefializacion en cascada de proteinas coactivadoras, entre otras,

para los genes, permitiendo que las proteinas se ensamblen y se inicie la transcripcion.
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2.4.2 Estrogenos, androgenos y cancer

Las neoplasias originadas por mama o prostata pueden depender de hormonas para su
crecimiento, funcion e integridad, es por ello por lo que estos carcinomas pueden conservar su
respuesta humoral y al cambiar el entorno hormonal, es posible alterar la evolucion del proceso

neoplésico.

Estrogenos enddgenos tienen un desarrollo en la progresion del cancer de mama, por lo que
bloqueadores de estrogenos son farmacos para el tratamiento de esta neoplasia (47). Tal como se
ha mencionado anteriormente, los receptores ERa y ERf se expresan en cancer de mama, siendo

el a, el mas involucrado en la regulacion del crecimiento (35).

Asi mismo, algunos estudios de cancer de préstata se han centrado en la investigacion de vias
bioldgicas que aporten a la carcinogénesis de la préstata, se incluyen vias de andrégenos y factor

de crecimiento (48).

Los andrégenos son las hormonas sexuales masculinas, se regulan por eje hipotalamo-hipofisis-
gonadal, donde la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH), estimula la liberacién
de la hormona luteinizante (LH), la cual incita a las células de Leydig y se induzca la sintesis de
testosterona. Los androgenos tienen un efecto tras la union al receptor de andrégenos, que
después actta como un modificador transcripcional de varios genes que se unen a un elemento
de respuesta de androgenos. La via de los androgenos es de los mecanismos de sefializacion
importantes que se encuentran involucrados en el cancer de prostata, sobre todo en genes que
codifican enzimas que sintetizan testosterona y dihidrotestosterona (DHT): hidroxiesteroide (17-
beta) deshidrogenasa-1, hidroxi-delta-5-esteroide deshidrogenasa, 5a-reductasa-1 y 2, CYP17,

CYP34A1, CYP19A1 (48).
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2.4.3 Aromatasa

La aromatasa se deriva del gen CYP19, en el cromosoma 15¢921.2 que es expresado
principalmente en ovarios y tejidos extragonadales como higado, grasa subcutanea, hueso,
cerebro, tejido endotelial vascular y células mesenquimales de tejido adiposo de la mama (49).
En concentraciones mas bajas se encuentra presente en tejidos como la grasa subcutanea, higado,
musculo, tejido encefélico, mama sana y tejido neoplasico de mama. La aromatasa produce la
transformacion de andrégenos suprarrenales, androstenediona y testosterona gonadal a
estrogenos, estrona y estradiol. Especificamente cataliza la conversion irreversible de
androstenediona en estrona y de testosterona a estradiol. Hay evidencia que el ARNm vy la
proteina aromatasa se encuentran en la hiperplasia benigna de prostata (HPB) y en tejido de
cancer de prostata. Esto debido a que la préstata se encuentra influenciada por el estrégeno de
fuentes periféricas y de la aromatasa dentro del estroma, por lo que las variaciones genéticas del
gen de la aromatasa, en este caso CYP19A1 altera el riesgo de que un individuo padezca cancer

de prostata (50).
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Figura 6. Biosintesis de estrogenos

2.4.4 Inhibidores de la aromatasa

Se clasifican en inhibidores esteroideos y no esteroideos. Los inhibidores no esteroideos su
acciéon es reversible y compiten con ligandos enddgenos (Aminoglutetimida y triazoles:
Anastrazol, Letrozol y Vorozol). Los inhibidores esteroideos son irreversibles, se unen a la
enzima para transformarse a compuestos reactivos y se fijen covalentemente al sitio activo,
inactivandolo hasta que el farmaco se elimine en su totalidad del organismo. Los disponibles son

el Exemestano y Formestano (19).

Los inhibidores de la aromatasa reducen en grandes cantidades los niveles de estradiol en

mujeres posmenopausicas que padecen cancer de mama dependiente de estrogenos.

I.  Inhibidores de tipo | (esteroideos): union irreversible a la aromatasa provocando
la inactivacion. ElI Formestano tiene mala biodisponibilidad por via oral, se

recomienda su administracion via intramuscular cada 2 semanas. El Exemestano
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(figura 6) se administra por via oral y es bien tolerable, sin embargo, presenta
niveles de toxicidad provocando sofocos, nauseas, astenia, sudacion y mareos

(19).

Figura 7. Estructura del Exemestano

Inhibidores de tipo Il (no esteroideos): unién reversible con la enzima y
competitiva. La Aminoglutetimida presenta efectos secundarios como letargia en
un 40% de los casos, ataxia, exantema pruriginoso, hipotension ortostatica. El
Anastrazol (figura 8) 1 mg/dia de forma continua, ocasiona desde nauseas leves
hasta lo preocupante que son sus niveles de toxicidad sobre articulaciones, con
sensacion de rigidez o edema que obliga a que se retire. Sin embargo, ha
desplazado a otros farmacos en la segunda linea de cancer de mama, pues se ha
encontrado una mejoria en la supervivencia cuando se utiliza en primera linea y
en el tratamiento adyuvante frente al tamoxifeno en pacientes posmenopausicas

(19).
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Figura 8. Estructura del Anastrazol.

Estos farmacos se encuentran disponibles comercialmente, pertenecen a la tercera generacion
de los inhibidores de aromatasa, cuentan con una alta especificidad para la aromatasa humana, no
interfieren con la produccion de otras hormonas esteroidales y son la terapia endocrina para el
tratamiento de cancer de mama especificamente del postmenopausico. A pesar de ello, los
niveles de estrogeno en el cuerpo provocan una disminucion completa, debido a la inhibicion de
la enzima lo que conduce al desarrollo de efectos secundarios como dolor musculoesquelético,

reduccion de densidad osea, aumento de fracturas y padecimientos cardiovasculares (51).

2.5 Condensacién con hidracinas

2.5.1 Cetonas y aldehidos

Una cetona estd formada por dos grupos alquilo o arilo que se unen al atomo de carbono del
grupo carbonilo (RCOR’). Un aldehido esta formado por un grupo alquilo y un atomo de
hidrogeno unido al carbono del grupo carbonilo (RCHO). En cuanto al grupo carbonilo, este es

la union doble enlace de Carbono con oxigeno (C=0) (51).
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2.5.2 Hidrazonas

Los aldehidos y las cetonas pueden condensarse con derivados de amoniaco, como

hidroxilamina e hidracinas para la formacion de derivados de iminas (52).

——N——NH,
H H'
& HN—NH, —> + H,0

Hidrazona del benzaldehido

Benzaldehido

Figura 9. Mecanismo de formacion de la hidrazona

En la hidracina H,N — NH, ambos son nitrégenos nucleofilicos, donde el oxigeno
carbonilico se remplaza por un grupo NNH:z obteniendo asi, la hidrazona. La hidrazona es un
compuesto organico, que destaca por contener en su estructura un grupo azometina (-NH-N=CH-
) (53). El doble enlace formado por carbono y nitrégeno es el resultado, del ataque nucleofilico

de los pares de electrones libres que presenta la hidracina (54).

Las hidrazonas son compuestos organicos, los cuales han llamado la atencién por la presencia
del grupo azometina unido a un grupo carbonilo, haciéndolos responsables de diferentes
actividades bioldgicas (55). Pertenecen a la clase de moléculas que tienen actividad biolégica
como: analgésica, antihelmintica, anticonvulsivas, antidepresivas, antiinflamatorias,

antipaltdicas, anticancerigenas y antibacterianas (56).

Las fenilhidrazinas son empleadas para la preparacion de hidrazonas de cetonas y aldehidos. Por
ejemplo, el producto de la reaccion de una cetona con 2,4-dinitrofenilhidrazina es una 2,4-

dinitrofenilhidrazona es un solido de color naranja-rojizo brillante, que se utiliza como prueba
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cualitativa de la presencia de un aldehido o cetona. Los derivados de estas reacciones se usan

como materias primas para otro tipo de reacciones (57).

.. H
+ \N_ﬁ@ " + H,0
/
H

Ciclohexanona Fenilhidracina Fenilhidrazona de la ciclohexanona

Figura 10. Mecanismo de formacion de la fenilhidrazona.

2.6 Actividad farmacoldgica
2.6.1 Anticancerigena

El incremento de la tasa de incidencia de cancer a lo largo de los afios ha llevado al desarrollo
y descubrimiento de nuevos farmacos para el tratamiento de cancer, por lo que, las hidrazonas

han mostrado actividad importante.

Se han sintetizado compuestos activos contra lineas celulares de cancer de mama (58). Asi
mismo, existen derivados de hidrazona a partir de pirazol, potentes para el tratamiento de
carcinoma de mama (figura 11a) (59). Sintesis de hidrazona que parten en bis (indol) activas para
diferentes lineas celulares de cancer (figura 11b) (60). Derivado de hidrazona con una actividad
potente para leucemia HL-60 y melanoma 518 A2 (figura 11c) (61). Las acilhidrazonas han
mostrado tener actividad contra células leucémicas promieléciticas humanas (HI-60) (62).
Existen derivados de hidrazonas a partir de cobre que actan sobre la integrina 4 en lineas de

carcinoma de pulmdn H322 (63).
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Figura 11. Estructura de algunos derivados de hidrazona aplicados para el tratamiento de cancer.

En los Gltimos afios el estudio a los derivados de la hidrazona ha ido incrementando, sobre
todo su relacion con el cancer donde se han informado mas derivados de los ya mencionados que

actuan sobre lineas celulares de leucemia, colon, ovario, rifién, pulmén y cancer de mama.

2.7 Disefio de farmacos asistido por computadora
El disefio de farmacos asistido por computadora se encuentra conformado por distintas
disciplinas, como la quimioinformatica, quimica tedrica y quimica computacional. El avance en
esta area ha permitido el facil acceso y uso de algunos programas y aplicaciones

computacionales. Si bien, el procesamiento de datos de forma general puede ser rapido, permite
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la eleccion de métodos, el andlisis e interpretacion de datos es laborioso. El principio por el que
se rige este disefio es el de comprender las relaciones estructura-actividad bioldgica o

farmacoldgica de compuestos (64).

El area de la farmacia ha tenido un progreso muy significativo en métodos espectroscopicos
biomoleculares, como la cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear (RMN),
principalmente en materias como la biologia molecular y estructural. EI uso de estas técnicas ha
permitido la resolucién de mas de 100 000 estructuras tridimensionales (3D) de proteinas,
proporcionando informacion  estructural  importante  sobre dianas  farmacoldgicas

macromoleculares y puedan emplearse en el disefio de farmacos (65).

2.7.1 Disefio de farmacos basado en la estructura

La disposicion de miles de estructuras tridimensionales de proteinas y su actividad terapéutica
ha favorecido que este campo sea méas explotado, por lo que es mas facil la identificacion de los

sitios de union estableciendo el desarrollo del disefio de farmacos basado en estructuras (66).

El disefio de farmacos basado en estructuras es un proceso caracteristico por ser especifico,
eficiente y potente. Se acompafia de herramientas computacionales para dar paso a una
tecnologia eficiente para acelerar el proceso de descubrimiento de farmacos, que incluye
diferentes procedimientos de deteccion, quimica combinatoria y calculos de propiedades como la

absorcidn, distribucion, metabolismo, excrecién y toxicidad (67).

Este método utiliza los datos estructurales de las dianas macromoleculares o receptores, que
se obtienen experimentalmente o por homologia computacional. Permite el disefio de ligandos
que tienen caracteristicas necesarias para una modulacién eficiente de la diana bioldgica (68).

Los ligandos son moléculas pequefias que permiten la interaccion entre o dentro de las células.
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La modulacidon selectiva de la diana farmacoldgica con el ligando de alta afinidad interfiere a

procesos celulares que conducen a efectos farmacoldgicos y terapéuticos deseados (69).

2.7.2 Disefio de farmacos basado en el ligando

El disefio de farmacos basado en ligandos se emplea cuando se desconoce la estructura
tridimensional del receptor y se basa en la informacién de las moléculas que se unen a la diana
bioldgica de interés (70). Se realiza un estudio de las moléculas del ligando que se unen a la

diana para entender sus propiedades estructurales y fisicoquimicas (71).

2.7.3 Cribado virtual

El cribado virtual es un método in silico de moléculas para seleccionar a las dianas y realizar
la evaluacion experimental (72). Este método pretende reducir significativamente el nimero de
ensayos biolégicos que se lleven a cabo. Sin embargo, el cribado debe ir acompafiado con

ensayos experimentales para hacer validas las predicciones realizadas del ensayo in silico (5)

El cribado virtual tiene distintos filtros que varian de acuerdo con la complejidad de la base de
datos y de la informacion experimental que se tenga. Esto con el fin de elegir una mejor técnica,
por ejemplo, si se conoce la estructura tridimensional (3D) del receptor, entonces se sugiere
realizar el cribado basado en la estructura, empleando el acoplamiento molecular. Si se conocen
los compuestos activos, pero el receptor no, entonces se puede realizar una busqueda del ligando,
por similitud molecular. Y si se conocen tanto la estructura 3D del receptor y los compuestos
activos, se puede realizar una busqueda que combine ambos, como descriptores moleculares y

propiedades farmacocinéticas (5).
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2.7.4 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular es una técnica de simulacion virtual de interaccién molecular;
predice la conformacién y la union de ligandos dentro de un sitio activo especifico con alta

precision, (figura 12) formando un complejo estable (73).

La estructura de la diana a estudiar que se obtiene por medio de una alta resolucion con rayos
X 0 RMN y con un grado sustancial de precision el sitio de unién da parte al inicio de un posible

disefio de un farmaco basado en la estructura por medio del acoplamiento (74).

Figura 12. Proceso de acoplamiento molecular. A) Estructura tridimensional del ligando (FOSLAC); B) Estructura
tridimensional del receptor (2IRW); C) Acoplamiento del ligando a la cavidad de unién del receptor; D)
Identificacion de la conformacion de unién mas probable. Extraido de Maestro 13.8
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El procedimiento empieza con el empleo de algoritmos de acoplamiento, para identificar
ligandos potenciales o ligandos conocidos a partir de una biblioteca de compuestos quimicos y
poder predecir el sitio de unién. Los algoritmos usados se complementan con funciones de
puntuacion disefiadas para predecir la actividad bioldgica a través de la evaluacion de las

interacciones entre los compuestos y las posibles dianas del farmaco (74).

Los métodos sistematicos y estocasticos se incluyen en los programas de acoplamiento
molecular, cada uno tiene un enfoque especifico para sus respectivos problemas. Los métodos de
busqueda sistematico exploran todas las combinaciones de los pardmetros estructurales;
programas como FRED, Surflex y DOCK resuelven este tipo de problemas por aplicacién de un
algoritmo de construccion incremental en el que el ligando se construye progresivamente en el

sitio de union (73).

En los métodos estocasticos se aplican algoritmos genéticos (AG) que se usan de acuerdo con
su éxito en programas de acoplamiento como AutoDock y Gold (75). El algoritmo genético
codifica los parametros estructurales de la estructura inicial en un cromosoma, representado por
un vector. A partir del cromosoma se genera una blsqueda aleatoria de una poblacion inicial de
cromosomas cubriendo en su mayoria el ambiente energético. Se realiza una evaluacién de la
poblacion y se seleccionan los mejores cromosomas, los que tienen valores energéticos mas
bajos. El objetivo de este procedimiento es reducir la energia media del conjunto cromosémico
transmitiendo caracteristicas estructurales favorables de una poblacién a otra y asi reducir el

espacio conformacional a explorar (76).
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2.7.5 Funciones de puntuacién

La funcion de puntuacion permite al acoplamiento a profundizar en el sitio de union del
ligando. Ya que se identifica la conformacion de union, se calcula la afinidad de union (66). Las
funciones de puntuacidn se clasifican en cuatro clases: campo de fuerza, empirico, basado en el

conocimiento y aprendizaje automatico (77).

El campo de fuerza se calcula con la estimacion de las interacciones intermoleculares, como
fuerzas electrostaticas, fuerzas de Van der Waals entre los sitios de union. La funcién empirica se
calcula de acuerdo con el nimero de atomos en el ligando y la proteina diana que se usan para la
prediccion de afinidad (78), aparte utiliza al método de regresion lineal multiple para el ajuste de
los coeficientes de la puntuacion. La funcion de puntuacion basada en el conocimiento dependera
de los potenciales estadisticos de las interacciones intermoleculares; supone que los grupos
funciones que ocurren con frecuencia o ciertos tipos de atomos son energéticamente favorables y

contribuyen a la afinidad de union (79).

Los métodos de aprendizaje automatico son técnicas para la construccion y optimizacion de
modelos para la prediccion de un sitio de union y afinidad, Gnicamente con interacciones del

ligando y el objetivo (66).

2.7.6 Quimioinformatica y bases de datos

La quimioinformatica o ciencia quimica de la informacion, es una herramienta que combina a
los recursos informaéticos y datos quimicos, para organizar, extraer, visualizar y analizar la
diversidad de la cobertura del espacio quimico (79). Esta herramienta tiene como objetivo el

analizar eficientemente muchos datos, por medio de organizar la informacion, visualizar el
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espacio quimico, hacer mineria de datos y establecer asociaciones matematicas entre la

estructura y actividad (5).

Las bases de datos de compuestos son fuente importante para el almacenamiento, extraccion e
intercambio de informacion quimica y biolégica (79). Muchas de estas bases de datos contienen
millones de estructuras con informacion de su actividad biolégica principalmente, siendo
fundamentales para el desarrollo y descubrimiento de nuevos farmacos (65). Dentro de estas

bases de datos se pueden encontrar a PubChem, ChEMBL, Binding Database, entre otros (80).

Existe variedad en las aplicaciones de estas herramientas, no solo en la farmacia, sino también
en el area de quimica analitica y quimica organica. Los analisis que se realizan con estas
herramientas se basan en al menos tres aspectos: propiedades fisicoquimicas, diversidad

estructural y distribucion en el espacio quimico (65).

2.7.7 Base de datos cristalografica de Cambridge

El sistema de base de datos estructural de Cambridge (CSD) descrito desde 1965, cuenta con
un registro de méas de 1.25 millones de estructuras tridimensionales con datos de estudios de
difraccion de neutrones y rayos X de monocristales de compuestos organicos y organicos
metalicos. Los resultados registran, coordenadas atomicas 3D, dimensiones de la celda, grupo
espacial, diagrama quimico 2D y caracteristicas basicas, asi como también cuenta con una

conexion con capacidad de busqueda de referencia bibliografica (81).

El sistema CSD incluye software como ConQuest, Mercury y Vista. ConQuest es una
herramienta que permite bdsquedas en todos los campos del CSD, especificamente de estructuras
quimicas e interacciones intermoleculares definidas en 2D y con restriccion geométrica 3D.

Igualmente localiza estructuras cristalinas importantes y genera descriptores geométricos (82).
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Mercury es un visualizador de estructuras en formato 3D con funcionabilidad para ver

cristales, empaquetar y mostrar patrones de interaccion intermolecular (83).

2.7.8 SwissTargetPrediction

El enfoque bioinformatico y quimioinformatico que se han establecido, proporcionan un
apoyo eficiente para la estimacion de los objetivos méas probables de moléculas pequefias (84).
Los métodos de prediccion de dianas se clasifican dentro de las categorias del disefio molecular
asistido por computadora, es decir, que se basan en la estructura tridimensional de las proteinas o

en sus ligandos, tal como se ha descrito anteriormente (85).

SwissTargetPrediction (86) es una herramienta computacional, disponible en la web desde
2014, realiza predicciones de dianas basadas en ligandos para cualquier molécula pequefia
bioactiva. EI método que utiliza permite un cribado inverso hacia bibliotecas quimicas (85). La
prediccion que realiza, la calcula por similitud entre los compuestos de consulta del usuario y los
recopilados de las colecciones seleccionadas y limpias de los activos conocidos en ensayos de

union ya definidos (7).

El principio utiliza la similitud 2D y 3D, se basa en que dos moléculas similares que se
encuentren representadas por vectores analogos exhiben una similitud cuantificada cercana a 1.
El modelo de SwissTargetPrediction ajusta una regresion logistica mdltiple en varios
subconjuntos relacionados con el tamafio de los activos conocidos y asi poder ponderar los
parametros de similitud 2D y 3D en lo que se denomina puntuacion combinada. Una puntuacién
combinada que supere a 0.5 predice que es probable que las moléculas compartan una diana

proteica comun (85).
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2.7.9 UniProt

UniProt es una base de datos con una coleccion muy grande de proteinas, permitiendo la
navegacion dentro de la plataforma y acceso a la informacion funcional y secuencial. Esta
herramienta se compone por dos recursos: el primero es UniProtKB/Swiss-Prot que contiene
entradas seleccionadas y revisadas manualmente con mas de 550 000 secuencias; esto va
incrementando, dependiendo del desarrollo de nuevas proteinas. UniProtKB/TrEMBL aporta 60
millones de secuencias, en su mayoria derivadas de la secuenciacion de ADN de alto
rendimiento; las entradas que se realizan son por sistemas automaticos basado en reglas, creadas

por los expertos (87,88).

También UniRef proporciona conjuntos de secuencias que se dividen en varios niveles de
identidad de secuencia (89). Asi mismo, el archivo UniProt anteriormente UniParc proporciona

un conjunto de secuencias conocidas que se incluyen en secuencias archivadas y obsoletas (90).

2.7.10 Protein DataBank

El banco de datos de proteinas (PDB, por sus siglas en inglés) fue el primer recurso de datos
digitales, que inicié en 1971 con menos de diez estructuras cristalograficas de rayos X de
proteinas (91). EI PDB es un repositorio de datos de estructura tridimensional (3D) de
macromoléculas bioldgicas (92). Este archivo contiene informacion completa de estructuras
provenientes de cristalografia, RMN y 3EDM (93). Ademas de datos acerca del contenido
quimico, secuencia del polimero y quimica del ligando, también incluye informacion acerca de
métodos de procesamiento de datos/software/estadisticas, procedimientos de determinacion de

estructura y caracteristicas estructurales, como la secundaria y cuaternaria (94).
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La base de datos también cuenta con imagenes de difraccién que estan respaldadas por dos
recursos independientes del PDB, uno es el Recurso Integrado para la Reproducibilidad en
Cristalografia Macromolecular (IRRMC) y el Consorcio de Cuadricula de Datos de Biologia

Estructural (SBGrid), usan identificadores de objetos digitales facilitando su acceso (95).

La informacion contenida en el PDB es evaluado y enviado por cientificos de todo el mundo,
a sitios de los fundadores que son el PDB RCBS (EE. UU.), la Base de Datos de Estructura
Macromolecular del Instituto Europeo de Bioinforméatica (MSD-EBI) y el Banco de Datos de

Proteinas de Japon (PDB;j) (94).
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I1l.  PLANTEAMIENTO

El desarrollo de nuevos farmacos a lo largo de los afios se ha realizado por métodos clasicos o
tradicionales comprendidos por diferentes etapas, una de ellas es el estudio toxicologico, donde
se realizan las pruebas toxicologicas se realiza in vitro y son muy importantes ya que, la mayoria
de las moléculas que son sometidas a la prueba, la fallan, pues afectan procesos fisioldgicos y
por ellos no pueden utilizarse en seres humanos, aproximadamente de cada 10 000 moléculas

activas solo una es de interés clinico (96).

En general, el proceso y desarrollo de farmacos es largo y complejo debido a que, involucra
grandes costos y pocas probabilidades de éxito (97). Por el contrario del método tradicional
mencionado anteriormente, en los ultimos afios se ha introducido un método racional de
farmacos o farmacologia inversa, el cual promete ser méas eficiente y econdmico, donde el primer
paso es la identificacion de proteinas dianas potenciales por medio de bases, para después utilizar

métodos computacionales (66).

El disefio de farmacos por métodos computacionales emplea bases de datos que contienen
informacion valiosa sobre la actividad biologica de millones de estructuras. Este disefio se
acompafia de métodos capaces de determinar estructuras biomoleculares y se ha logrado
introducir estructuras tridimensionales (3D) de mas de 100 000 proteinas, teniendo estas técnicas
sofisticadas, cada dia mas al alcance, permitiendo que la disposicion de estas proteinas con
importancia terapéutica favorezca la identificacion de dianas (64). Tambien se utilizan técnicas
como el cribado virtual, acoplamiento molecular y simulaciones de dindAmica molecular, que
permiten analizar la energia de unidn, interaccion ligando-proteina, evaluacion de cambios

conformaciones en la estructura durante el acoplamiento (98).
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Actualmente el disefio de farmacos asistidos por computadora ha sido de mucha demanda,
tanto que se encuentran disponibles herramientas bioinformaticas algunas de ellas en linea de
libre acceso, en donde se facilita el disefio de farmacos desde la identificacion de la diana
terapéutica hasta la resolucion de un acoplamiento. Por lo anterior, ha surgido el interés y se ha
planteado la siguiente pregunta: ¢ Qué tipo de interaccion a nivel molecular se puede obtener de
compuestos derivados de la metilfenilhidrazona frente a biomoléculas con actividad bioldgica,

utilizando herramientas bioinformaticas?
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IV. JUSTIFICACION

El disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC) tiene como objetivo el entender
las relaciones estructura-actividad bioldgica o farmacoldgica de los compuestos (58). Este
disefio ha implementado una de las técnicas que estd teniendo un mayor auge en la

actualidad, el acoplamiento molecular automatizado o docking molecular (5).

Las moléculas propuestas para el estudio son derivados de la metilfenilhidrazonas,
pertenecen a la familia de las hidrazonas, son un conjunto de compuestos variables y que
actualmente han llamado mucho la atencion por sus caracteristicas de ser agentes bioactivos
potenciales y con una prometedora amplitud de actividades farmacoldgicas (55). De este
modo, el disefio de farmacos asistido por computadora tiene diferentes ventajas, que se
aplican en este estudio, siendo una de las principales la optimizacion del tiempo y la

reduccion de costos para el descubrimiento o disefio de fA&rmacos de forma tradicional.

Por estas razones surge la idea de llevar a cabo un estudio mas detallado para poder
observar las interacciones que puede llegar a tener, conocer el tipo de dianas bioldgicas con

las que interactuan y si existe alguna aplicacion farmacéutica.

Debido a que el acoplamiento molecular automatizado tiene como principio buscar la
conformacidn y posicion optima de un ligando dentro de un blanco molecular o la posicion y
conformacién mas favorable de 2 macromoléculas (65) y es precisamente uno de los
objetivos que tiene la presente investigacion. Ademas, previo al acoplamiento molecular se
realizara lo que hoy podemos denominar cribado virtual. El cribado virtual es un filtrado in
silico de moléculas para poder seleccionar a nuestras dianas y hacer su evaluacion (5). De

esta forma se puede conocer informacion mas especifica, desarrollando compuestos
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potenciales para farmacos. Al emplear equipos de computo y el uso de programas, bases de

datos y/o bibliotecas quimicas disponibles en linea, se puede realizar el cribado virtual.

V. HIPOTESIS

Las enzimas 11BHSDS1 y el CYP19A1 han demostrado estar presentes en la
progresion del cancer de tipo hormona-dependiente. Por lo tanto, se espera que los
compuestos derivados de la metilfenilhidrazona al ser compuestos activos con potencial
actividad farmacologica, revelen por medio del acoplamiento molecular, tener una buena
interaccion con estas enzimas y poder contribuir en un posible tratamiento para el cancer

de mama y cancer de prostata.
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VI. OBJETIVOS
6.1 Objetivo General

Evaluar la actividad producida entre las enzimas 11BHSDS1 y CYP19Al contra
compuestos cristalinos derivados de la metilfenilhidrazona mediante la técnica de

acoplamiento molecular.

6.2 Objetivos Particulares

e Analizar el nivel energético de los compuestos derivados de la metilfenilhidrazona
con las enzimas 11BHSDS1 y CYP19A1.

e Interpretar que tipo de interaccién molecular tienen los compuestos y cuales son las
que activan o bloquean a las enzimas 11pHSDS1 y CYP19Al.

e Establecer si los compuestos derivados de la metilfenilhidrazona a nivel espacial

tienen relacion con la especificidad del sitio.

VIl.  METODOLOGIA

El desarrollo de este trabajo se realiz6 en Laboratorio de Elucidacion y Sintesis en
Quimica Organica en la division de Bioinformatica con el Software Schrodinger

licenciado bajo el Proyecto Pronaces 317580.
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INICIO

LIGANDO

DOCKING

MOLECULAR

PROTEINA

Figura 13. Diagrama de flujo; descripcion de los pasos realizados para este estudio.

7.1 Seleccion y preparacion de metilfenilhidrazonas
En el presente estudio se utilizaron 96 moléculas derivados de la metilfenilhidrazona (Anexo
1) las cuales se obtuvieron por medio de la base cristalografica de Cambridge (CCDC) (99) a
través del programa ConQuest 2023. Los resultados de la busqueda se realizaron por medio del

dibujo de su estructura, donde se obtuvieron 136 moléculas similares, se realiz6 un andlisis de
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cada una de las moléculas para comprobar que cumplieran con el criterio de moléculas organicas,
las cuales son de nuestro interés y las que no lo fueran, se descartaron, quedando asi un total de
96 moléculas para el estudio. Ademas, las claves empleadas para cada una de las moléculas, por

simplicidad, fueron tomados tal cual se encuentran en la base de datos de Cambridge.

Al tener seleccionadas las moléculas, se obtuvo de cada una, su estructura en formato *. mol2
y mediante, Mercury 2022.3 (100) se limpiaron, es decir, que a la estructura tridimensional se le
eliminaron las moléculas de cocristalizacion que pudieran tener, algunos de ellos fueron, agua,

yodo, bromo, oxigeno, (contraiones) para obtener el esqueleto aislado de la metilfenilhidrazona.

7.2 Seleccidn de las dianas bioldgicas

Para realizar la busqueda y eleccion de las dianas bioldgicas se utilizd un diagrama de
frecuencia porcentual. Para ello se realizd una busqueda de informacion utilizando
SwissTargetPrediction (86), donde por medio de las metilfenilhidrazonas, el sistema de
comparacion por estructura 3D y con los ligandos que cuenta la plataforma, se obtuvieron
diferentes dianas, por lo que a través del diagrama de frecuencia acumulada y un analisis breve
de las principales dianas en UniProt (101), se eligio la 11BHSDS1 porque presento el valor méas
alto en el diagrama, la cual tiene relacion con el desarrollo del cancer hormona-dependiente y

CYP19AL1 ya que tiene relacidn con el mismo tipo de afeccién cancerosa.

7.3 Seleccion de los inhibidores de referencia
Se consideraron cinco inhibidores de referencias, dos de la enzima 11-beta-hidroxiesteroide-
deshidrogenasa 1, la Carbenoxolona y Cortisona como sustrato enddgeno, y para el Citocromo
P450 19A1, son tres, el Exemestano, Anastrazol y Testosterona, este Gltimo como sustrato
enddgeno (102,103). Para poder identificar a los inhibidores, se necesitan tener referencias con
actividad bioldgica ya determinada, por esta razon, los inhibidores mencionados tienen en comun

52



es su relacion con el cancer, en algunos estudios se menciona que se aplican como tratamientos
en cancer de mama, de prdstata, de ovario, entre otros. Con el estudio se busca la posibilidad de
que las moléculas propuestas, presenten algun tipo de actividad farmacoldgica, por lo que los

inhibidores brindaran informacion necesaria para realizar una comparacion entre ellos.

7.4 Preparacion de ligandos.

De las enzimas seleccionadas, se obtuvo su estructura tridimensional y su forma cristalizada
en la plataforma de Protein Data Bank (104) con los cddigos 2IRW (11BHSDS1) y 3EQM
(CYP19A1). Por medio del Protein Preparation Wizard (105) del programa Suite Schrédinger,
las enzimas fueron procesadas. Se verificd y se ajustd la integridad estructural a través del
programa Prime (106) se agregaron repeticiones faltantes y segmentos de nudos cerca del sitio
activo. Se afiadieron atomos de hidrdégeno a cada enzima para que estuvieran en su estado
original. Se realizé una protonacion y estados tautomeéricos de aminoacidos como Asp, Glu, Arg,
Lys y His y se llevo a un pH de 7.4. La orientacion de los enlaces de hidrdgeno recibio un ajuste
alrededor del sitio activo, para ello se us6 PROPKA a un pH de 7.4 y las moléculas de agua
fueron eliminadas dentro de una esfera de 5 A en el sitio activo. Para finalizar, el complejo
proteina-ligando se minimizé con un campo de fuerza OPLS4 (107), con un RMSD de 0.3 A

(108).

7.5 Preparacién de inhibidores de referencia
Los inhibidores de referencia se obtuvieron a partir de cristales, se disefiaron con el programa
2D Sketcher de Maestro 13.8 de la paqueteria de Schrodinger Suite para la conversion de sus
conformeros tridimensionales, los cuales son mas estables. Se prepararon en LigPrep (109)
también de Schrddinger Suite. Se obtuvieron las estructuras 3D, se preparé un campo de fuerza

OPLS4 y cargas en todas sus etapas. Los posibles centros protonados y los estados de ionizacion
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fueron calculados, por medio de un ionizador a un pH de 7.4 para la plataforma. Los
estereoisomeros se mantuvieron de acuerdo con sus estructuras originales, Unicamente a 32
isbmeros cada uno. Asi mismo se generaron estados tautoméricos para los grupos y se

seleccionaron conformadores con menor energia para cada ligando.

7.6 Acoplamiento Molecular
Para realizar el docking o acoplamiento molecular entre los sitios de union y los ligandos, se
uso el programa Glide (110) de Maestro 13.8 y la gride box de los receptores para cada diana se
prepar6 con OPLS4. La gride box se construyd con base a los inhibidores de referencia

cocristalizados.

Por ultimo, se usé el programa Maestro para la visualizacion de las representaciones en 3D,
2D, interaccion proteina-ligando y el nivel energético de cada una de las moléculas. Se realizo
una depuracion de las partes no polares de los inhibidores al ampliar los radios de Van der Waals
en un factor de 0,8. Para determinar si un atomo se consideraba no polar, su carga atdmica
parcial absoluta tenia que ser > 0.25. En el caso de la flexibilidad se le permitieron rotaciones
adicionales de los ligandos, especificamente para grupos hidroxilo en aminoacidos como, SER,
THR y TYR, y en los grupos tioles en residuos CYS. Se mantuvo la posicion de unién mas baja
de cada ligando. Las puntuaciones de acoplamiento se pueden realizar en tres diferentes modos,
por deteccion virtual (HTVS) de alto rendimiento, por precision estandar (SP) y precisién
adicional (XP). Antes de que las moléculas se acoplaran, se realizé un acoplamiento con los
inhibidores de referencia de las respectivas dianas, para validar el protocolo de acoplamiento.

Para que finalmente, se utilizara el modo XP para acoplar.
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VIIl.  RESULTADOS

8.1 Diagrama de frecuencia

El estudio realizado en la base de SwissTargetPrediction (86), en el cual se predicen las
dianas de tipo proteica mas probable de moléculas pequefias por medio de una blsqueda de
similitud de moléculas en su forma 2D y 3D para que de esta manera se determine si las
estructuras sometidas a estudio tienen un potencial biolégico o no. En el siguiente grafico se
observa a las principales posibles dianas y la frecuencia de interaccién (111) que tienen con

las estructuras derivadas de metilfenilhidrazona.
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Gréfica 1. Frecuencia porcentual de dianas bioldgicas para derivados de la metilfenilhidrazona.
La interaccion entre las estructuras de las moléculas presentadas y las dianas bioldgicas se

obtuvo en mas de 800 objetivos. A partir de ello, se seleccionaron 14 proteinas, ya que

muestran una frecuencia superior al 30% y fueron las mas representativas las que superan
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este porcentaje presentan efectos bioldgicos y es mas probable su interaccion con los
derivados de la metilfenilhidrazona y los que se encuentran por debajo de este porcentaje, ya

no son considerados para ser dianas principales, sino mas bien dianas secundarias.

Tabla 1. Principales dianas terapéuticas y su porcentaje de interaccion con las estructuras
derivados de metilfenilhidrazona.

UBICACION %
INTERACCION

OPORTUNIDAD
TERAPEUTICA

DIANA TIPO
SUBCELULAR

11phidroxiesteroi ~ Enzima Membrana del 43% Céancer hormona-
de reticulo dependiente
deshidrogenasa 1 endoplasmico Obesidad
(HSD11B1) Sindrome
metabolico
Diabetes
Enfermedad de
Alzheimer
[112]
Proteina Receptor Membrana 38% Enfermedades
translocadora de mitocondrial neurodegenerativas
(TSPO) membrana [113]
Receptor Receptor Membrana 36% Sindrome X fragil
metabotropico de acoplado a celular Autismo
glutamato 5 proteinas Ansiedad
(GRMDb) G dela Depresion
familia C Adiccion
Trastornos del
movimiento
[114]
Receptor Receptor Membrana 34% Dolor
cannabinoide 2  acoplado a celular; Céncer
(CNR2) proteinas proyeccién Enfermedades
Gdela  celular, dendrita; neurodegenerativas
familia A pericarion [115]
Receptor de Receptor Membrana 33% Enfermedades
adenosina Al acoplado a celular neuroldgicas
(ADORA1) proteinas [116]
G dela
familia A
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Receptor de Receptor Membrana 32% Afecciones

adenosina A3 acoplado a celular isquémicas
(ADORA3) proteinas Asma
Gde la Artritis
familia A Glaucoma
Cancer
[117]
Citocromo P450 Citocromo  Membrana del 32% Cancer hormona
19A1 (CYP19A1) P450 reticulo dependiente
endoplasmico; [118]
membrana de
microsomas
Monoamina Oxidorred Membrana 31% Enfermedad de
oxidasa B uctasa externa de las Parkinson
(MAOB) mitocondrias [119]

De acuerdo con la oportunidad terapéutica que tienen cada una de las principales dianas,
se eligio a la enzima 11BHSDS1 y CYP19A1, ya que ambos tienen evidencia bibliogréfica de
ser posibles candidatos para el tratamiento farmacoldgico en enfermedades como el cancer
hormona-dependiente, donde ya se ha mencionado su papel anteriormente. Por esta razén se

eligieron estas dos dianas para continuar con el estudio.

8.2 Anaélisis energético
La energia de unidén que se da entre el ligando y el receptor, de acuerdo con los algoritmos del
programa se realiza una clasificacion de las energias y la configuracion del compuesto maés alta
corresponde a una energia de unién mas favorable, por lo que puede ser considerado como un

potencial cabeza de serie (120).

El nivel energético es uno de los resultados que se obtiene al realizar el acoplamiento
molecular, esto en funcion con las estructuras de la metilfenilhidrazona y las dianas terapéuticas,

tal y como se muestra en los siguientes graficos.
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Gréfico 2. Anélisis a nivel energético de la diana CYP19A1.

Tal y como se observa en el gréafico 2, se muestran los principales resultados de los cuales se
puede realizar una distincién, ya que se han utilizado a los 3 principales inhibidores de la
CYP19A1 que son el Exemestano, Anastrazol y Testosterona, este ultimo como sustrato
enddgeno. Si bien el Exemestano presenta una energia de -9.746 kcal/mol, sin embargo, este
farmaco en uso prolongado presenta niveles de toxicidad, esto debido al alto nivel de
acoplamiento mostrado, por lo que compuestos que se encuentren por debajo de este, pueden ser
buenos candidatos. ElI Anastrazol presenta una energia de -7.451 kcal/mol y muy cerca la
Testosterona por -7.329 kcal/mol, que es el sustrato enddgeno, lo cual mientras tengan mas
energia que el sustrato endégeno seran inhibidores, sin embargo, se espera que su energia sea
superior al Anastrazol, para competir con este, pero no superior al exemestano, para evitar los

efectos adversos reportados para este ultimo. Por ello, los mejores candidatos son los compuestos

58



que se encuentran entre el Exemestano y Anastrazol, puesto que hay posibilidades de que no

lleguen al grado de toxicidad del Exemestano.

Se observa que hay moléculas derivadas de la metilfenilhidrazona que superan los niveles de
energia de los ligandos de referencia, por ejemplo, entre el Exemestano y Anastrazol, se ubican 5
compuestos que su energia oscila entre -8.937 kcal/mol del compuesto con clave FOSLAC y -
7.571 kcal/mol del compuesto POGPAE. El resto de los compuestos no superan estos valores,

por lo que son descartados.

De forma estructural, se realiza una comparacion entre algunos de los compuestos
anteriormente mencionados, que presentan una buena energia con respecto a los de baja energia,

para tratar de comprender los valores obtenidos.
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Figura 14. Estructuras quimicas de la metilfenilhidrazona con mejor energia de acoplamiento para CYP19AL1.

Estos compuestos (figura 14) derivados de la metilfenilhidrazona no presentan un grupo

funcional en comun, esto quiere decir que la energia depende de los sustituyentes, que

comprende a cada molécula. Ocurre lo mismo con las moléculas de baja energia (figura 15).
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Figura 15. Estructuras quimicas de los derivados de metilfenilhidrazona con baja energia de acoplamiento de
CYP19ALl.

En el caso de la enzima 11BHSDSL1 se obtuvieron los resultados mostrados en la grafica 3.
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Grafica 3. Analisis a nivel energético de la diana 11BDHS1 con las moléculas seleccionadas.
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La Carbenoxolona es un inhibidor de referencia para esta enzima, mientras que la cortisona es
un sustrato enddgeno de esta, es evidente que las moléculas propuestas interaccionan mejor con
la 11BDHSI, por lo que se observan més interacciones. Es poca la evidencia que hay acerca de la
Carbenoxolona como terapia contra el cancer, sin embargo, estd siendo estudiada para ser
propuesta, sin embargo, para los fines terapéuticos que se usa, ha demostrado ser toxico, este
inhibidor presenta una energia de -7.25 kcal/mol. En el caso de la cortisona tiene una energia de -
6.982 kcal/mol, ambas en comparacion con lo que se observa en el grafico 3, son niveles bajos;
la cortisona si se encuentra indicado para tratamiento del cancer, pero, su uso prolongado ha
demostrado desarrollar efectos adversos. Por estas razones las 12 moléculas que se encuentran
entre la Carbenoxolona y Cortisona, no se pueden considerar como candidatos ya que con

energia similares pueden presentar los mismos efectos indeseados que se busca evitar.

La molecula con la clave VAVGUY es la que mejor energia tiene con -10.12 kcal/mol, pero no
puede ser tomada como posible candidato debido a que no actua en el mismo sitio de union que
los inhibidores de referencia, tal como se podra observar en el punto 8.4 Anélisis espacial del
sitio de union. Por lo que, a nivel energético, se puede descartar esta molécula, aun se tienen 43

moléculas que tienen mejor energia que los inhibidores.

63



Z’Z

-—Z

| A\

| Q

\O
LUTHAL YAPNUB
-9.631 kcal/mol -9.589 kcal/mol
HO\ (0]
/N\
N 0
\\S
A
O=—=S=—0 \N
QOLMOW LUTHEP
9.53 keal/mol -9.438 keal/mol

Figura 16. Estructuras quimicas de las moléculas derivados de metilfenilhidrazona con mejor energia de
acoplamiento para la diana 11BDHSI.

En las moléculas con clave LUTHAL con una energia de -9.631 kcal/mol y LUTHEP -9.589
kcal/mol se observan como sustituyentes en la metilfenilhidrazona a diferentes grupos como
hexaflurociclopentano, tiofeno, entre otros; en el caso de molécula YAPNUB con energia -9.53
kcal/mol presenta 4 anillos aromaticos unido a la metilfenilhidrazona y la molécula QOLMOW
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con una energia de -9.438 kcal/mol, que sus sustituyentes incluyen a grupos metilbencenosulfona

unidos a nitrégenos. Los sustituyentes que presentan estas moléculas son voluminosos, lo cual

podria explicar los valores altos de energia.

N
N %
H
o} / o
COSNAA
-7.077 kcal/mol E‘\_
0
v
0 N\
/N
N
+ 5 JUDHEY
-7.054 kcal/mol
N
= \T
GATPEW

-7.041 kcal/mol

Figura 17. Estructuras quimicas de los derivados de metilfenilhidrazona, con menor energia de acoplamiento de la
enzima 11BDSHSI.

En caso contrario, las moléculas que presentan baja energia, como se observa en la figura 17

presentan menor cantidad de sustituyentes y la energia que presentan es menor a la del inhibidor

Anastrazol, por lo que energéticamente no pueden ser consideradas.
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8.3 11BDSHS1 vs CYP19A1
La diferencia de energias entre ambas dianas es muy significativa, debido a que la unién que
tienen las moléculas de metilfenilhidrazonas, con cada una de las dianas es particular, por esta
razon se observa un sitio de unién diferente y por ello, cada enzima se compara con sus

respectivos inhibidores y sustratos.

De acuerdo con la figura 18, se observa un diagrama de Venn que muestra la preferencia
energética de ambas dianas, lo que permitié hacer una clasificacion utilizando la energia
presentada por cada una de las estructuras. Se observa que las estructuras tuvieron un mejor
acoplamiento con la enzima 11BDSHSI, hay un mayor nimero de moléculas que presentan
mayor energia, en comparacion con la CYP19A1 que son menos las moléculas con la que
interactla, sin embargo, cabe destacar, que ambas dianas coincidieron en interaccion con 3
moléculas en particular (figura 19), que a nivel energético pueden inhibir dos enzimas, sin
embargo, para una mejor visualizacion se realizo un analisis también de la estructura, como se
muestra en el esquema 2, se seleccionaron las moléculas que tienen en comun y las de mejor

energia de cada uno respectivamente.
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Figura 19. Diagrama de Venn de preferencia energética de ambas dianas y estructuras.
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8.4 Analisis espacial del sitio de unién
Los resultados del docking molecular permitieron observar la estructura tridimensional y el sitio
de uniodn de las moléculas propuestas en los ligandos elegidos. Cada ligando se evalué con sus
inhibidores para poder tener puntos de comparacion. Asi mismo se puede evaluar la ubicacién

espacial de las tres moléculas derivadas de la metilfenilhidrazona seleccionadas.

Figura 20. A. Estructura tridimensional de la enzima 11BHSDS1 con su cofactor NAP (verde) B. Estructura
tridimensional de CYP19A1 con su cofactor HEMO (rosa).

(

Figura 21. A. Sitio de union del inhibidr Carbenoxolona (naranja); B. Sitio de union del i
con respecto a la enzima 11BHSDSI.

nhibidor Cortisol (coral)
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Figura 22. Sitio de union de ambos inhibidores de la 11BHSDS1, Carbenoxolona (naranja) y Cortisol (coral).

En la figura 22, se observa que ambos inhibidores de la enzima 11BHSDS1, comparten la

ubicacion del sitio de union.

Figura 23. Sitio de uni6n de las moléculas en la enzima 11HSDS1; A) FOSLAC (amarillo); B) POGPAE (rosa); C)
RIFGOF (morado).
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En la figura 23, se observa que las moléculas se encuentran interactuando en el mismo sitio
espacial que los inhibidores (figura 22), esto quiere que decir que pueden activar a la enzima

11BHSDSI.

Figura 24. Sitio de union del inhibidor Carbenoxolona (naranja) y la estructura VAVGUY (amarillo) en la enzima
11BHSDS .
En un caso contrario, en la figura 24, se observa la posicion espacial de la molécula VAVGUY
que tuvo mejor energia de acoplamiento con -10.12 kcal/mol, sin embargo, no comparte la
misma posicidon espacial, por lo tanto, tiene otro tipo de interaccion con la enzima 11BHSDS1

desconocida, por lo que se descarta.

Para el caso de CYP19A1, se realiza lo mismo, una evaluacién de los sitios de unién de sus

inhibidores y una comparacion con las moléculas seleccionadas.
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Figura 25. A. Sitio de union del inhibidor Exemestano (morado). B. Sitio de union del inhibidor Anastrazol (azul).

C. Sitio de unidn del inhibidor Testosterona (naranja).

El Exemestano, Anastrazol y Testosterona comparten la posicién de sitio de unién, asi como

se observa en la figura 25.
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Figura 26. Sitio de union de A) FOSLAC (amarillo); B) POGPAE (morado) y C) RIFGOF (azul) con respecto a la
enzima CYP19A1.

En la figura 26, se puede observar que las moléculas seleccionadas, comparten el sitio
espacial de union, que los inhibidores y el sustrato enddgeno.

Este analisis ha proporcionado informacién importante, ya que se ha mencionado que las
moléculas seleccionadas derivados de la metilfenilhidrazona, comparten la ubicacion del sitio de

unién de los inhibidores de referencia, sin embargo, esto no quiere decir que sea la misma
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posicion y que se comporten de la misma manera, esto depende de las interacciones y residuos

de aminoéacidos que tiene cada uno, como veremos en el siguiente apartado.

8.5 Analisis de interaccion de los ligandos.

La interaccion del ligando se refiere a la interaccion estructural de las moléculas con la cadena
de aminoécidos que conforman a la enzima, se presentan distintas interacciones
intermoleculares, las mas importantes para este estudio son las fuerzas de Van der
Waals/alifaticas, puentes de hidrdgeno y pi-pi stacking. Este analisis al igual que los demas, se

realizé tomando como referencia los inhibidores de cada una de las dianas.

Tabla 2. Interacciones moleculares de los inhibidores de la 11BDSHSI.

Molécula Fuerza de Van der Puentes de Pi-Pi stacking
Waals hidrogeno

Carbenoxolona ILE 121 GLY 41
(inhibidor) LEU 126 THR 220
LEU 171
ALA 172
TYR 177
VAL 180
TYR 183
LEU 215
LEU 217
ILE 218
ALA 223
Cortisona (sustrato ILE 121 SER 170
endogeno) LEU 126
LEU 171
ALA 172
LEU 215
LEU 217
ILE 218
VAL 231
MET 233
TYR 284
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Figura 27. Esquema 2D de la Carbenoxolona y sus residuos de 11BDSHSI.
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Figura 28. Estructura 2D de la Cortisona con sus residuos de 113DSHS1.

Hidrofdbica ‘ Carga (negativa) . Carga (positiva) Puente H, C Puente de salino

Glicina Polar Metal ®—® pj-pi stacking

Las figuras 27 y 28 representan el esquema 2D del inhibidor de 11BDSHSI, la Carbenoxolona

y el sustrato endogeno Cortisona y los residuos de aminoacidos con los que interaccionan. Las
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interacciones hidrofobicas se interpretan como Van der Waals, la flecha morada indica
interaccion por puente de hidrégeno y en algunas estructuras mas adelante, podremos observar
lineas de color verde, estas indican interaccidon Pi-Pi stacking. Los ligandos de referencia de la
enzima 11p tienen interaccion de tipo Van der Waals donde participan 11 amino&cidos para la
Carbenoxolona y 10 para la cortisona. Ademas, la Carbenoxolona comparte puentes de

hidrogeno con GLY 41y THR 220, la cortisona Unicamente cuenta con uno, con SER170.

Tabla 3. Interacciones intermoleculares de los inhibidores de CYP19A1

Puentes de Pi-Pi

Molécula Fuerza de Van der Waals . .
hidrogeno stacking

ILE 47

Exemestano (inhibidor) PRO 48
PRO 50
ILE 133
PHE 134
ILE 305
ALA 306
VAL 313
VAL 369
VAL 370
LEU 372
VAL 373
MET 374
ILE 133
PHE 134
ILE 305
Testosterona (sustrato ALA 306
enddgeno) VAL 370
LEU 372

VAL 373
LEU 477

Anastrazol (inhibidor)

MET 374
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En el caso del Exemestano (figura 29), las interacciones que tiene son del tipo hidrofébicas,
son fuerzas de Van der Waals con los residuos ILE47, PRO48 y PRO5SO0, el resto con glicinas e
interacciones polares. Del Anastrazol (figura 30A), destaca su interaccion con 10 aminoacidos
con los que forma fuerzas Van der Waals, hay poca participacién de residuos con interaccién
polar y compuestos de carga negativa. La testosterona, el sustrato enddgeno (figura 30B) forma
interaccion de Van der Waals con 8 aminoacidos, también forma un puente de hidrégeno con

MET 374.

Tabla 4. Interacciones intermoleculares de las 3 moléculas seleccionadas de cada diana.

[ Molécula 11pDSHS1 CYP19A1
SR Puentes de Pi-Pi et Puentes de Pi-Pi
de Van hidrogeno stackin de Van hidrogeno stackin
der Waals 9 g der Waals 9 9
LEU 171 ILE 133
ALA 172
PHE 134
MET 179
ILE 305
PRO 178
TYR 183 ALA 306
FOSLAC VAL 370 MET 374
VAL 180
LEU 372
LEU 215
VAL 373
LEU 217 LEU 477
TYR 280
TYR 284
LEU 171
ALA 172 ILE 133
TYR 177 ILE 305
PRO 178 ALA 306
MET 179 VAL 370
POGPAE VAL 180 TYR 280 LEU 372
TYR 183 VAL 373
LEU 215 MET 374
LEU 217
TYR 284

77



LEU 171
ALA 172
PRO 178
MET 179
VAL 180
RIFGOF LEU 215
LEU 217
ILE 218
ALA 223
ALA 226
VAL 227

TYR 177

ILE 133
PHE 134
ILE 305
ALA 306
VAL 370
LEU 372
VAL 373
MET 374

HEM 600

Son tres las moleculas que tienen en comin ambas dianas como la 11BDSHS1 y CYPI9AL,

como se puede observar no tienen las mismas interacciones, esto puede deberse a que también

los valores de energia que tiene cada uno son distintos y varian de acuerdo con la diana.

Tampoco son iguales a los inhibidores, a pesar de que comparten el sitio de union este no es el

mismo, este varia de acuerdo con la cadena aminoacidica y las interacciones que cada uno

presente, pero presentan mayor afinidad a los inhibidores que entre si.
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A diferencia de los inhibidores, las moléculas POGPAE y RIFGOF presentan un puente Pi-Pi

stacking, POGPAE (figura 31B) lo forma con TYR280 y RIFGOF (figura 31C) con TYR177. Se
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tiene conocimiento de que la Tirosina (TYR) tiene un anillo aromatico en su estructura y los

puentes Pi-Pi stacking se dan entre anillos aromaticos, tal como se observa.

Al realizar una comparacion entre el inhibidor Carbenoxolona y las moléculas seleccionadas,
comparten similitud en la presencia de aminoacidos y el tipo de interaccion que crea con ellos.
En el caso de la molécula FOSLAC (figura 31A) presenta similitud en interacciones de Van der
Waals con LEU171, ALA172, VAL180, TYR183, LEU215 y LEU217 y no destaca alguna otra.
También con POGPAE (figura 31B) con los residuos LEU171, ALA172, TYR177, VAL180,
TYR183, LEU215, LEU217 interacciones de Van der Waals. RIFGOF (figura 31C) comparte

interacciones Van der Waals en LEU171, ALA172, VAL180, LEU215, LEU217 y ILE218.

Respecto al sustrato enddgeno Cortisona este presenta interaccion por puente de hidrégeno
con SER170, las moléculas presentan este residuo, sin embargo, la interaccion que hay es de tipo
polar, pero comparten interacciones de Van der Waals con los siguientes residuos de
aminoéacidos; FOSLAC comparte esta interaccion con LEU171, ALA172, LEU215, LEU217 y
TYR284. Con POGPAE coinciden con LEU171, ALA172, LEU215, LEU217 y TYR284. Por su

parte RIFGOF también con LEU171, ALA172, LEU215, LEU217 y ILE218.

En las siguientes imagenes se muestran la interaccién moléculas seleccionadas con respecto a

la diana CYP19A1.
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El Exemestano presenta interacciones poco energéticas como las de Van der Waals, sin
embargo, con ninguna de las moléculas seleccionadas tiene similitud o interaccién. En cambio,
con el Anastrazol tienen similitud al presentar algunos residuos de aminoacidos y presentar la
misma interaccién siendo la de Van der Waals, la que mas predomina. Con FOSLAC (figura
32A) interacciona con ILE133, PHE134, ILE305, ALA306, VAL370, LEU372, VAL373 y crea
un puente de hidrégeno con MET374, que el inhibidor Anastrazol lo presenta, pero con una
interaccion débil. POGPAE (figura 32B) presenta con ILE133, ILE305, ALA306, VAL370,
LEU372, VAL373, MET374. La molécula RIFGOF (figura 32C) interactla con estas
interacciones débiles con ILE133, PHE134, ILE305, ALA306, VAL370, LEU372, VAL373 y
MET374, ademas, crea una interaccion de tipo Pi-Pi stacking con el grupo HEM600 que

participa como cofactor con la diana.

En el caso del sustrato enddgeno Testosterona, FOSLAC tiene estas interacciones de Van der
Waals con ILE133, PHE134, ILE305, ALA306, VAL370, LEU372, VAL373 y con MET374
forma un puente de hidrogeno al igual que el inhibidor. POGPAE presenta interacciones con
ILE133, ILE305, ALA306, VAL370, LEU372, VAL373 y MET374. Por ultimo, RIFGOF

interacciona con ILE133, PHE134, ILE305, ALA306, VAL370, LEU372, VAL373.
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IX. DISCUSION

Para realizar el analisis del estudio, se seleccionaron 3 moléculas, ya que fueron las que
interaccionaron con ambas dianas, sin embargo, en el desglose de los resultados, se observo que

existen diferencias a nivel energético, estructural y en el plano.

e Inhibicion de CYP19A1

El Exemestano pertenece a la familia de los inhibidores esteroideos de la aromatasa (IAE),
participa en tratamiento para algunas enfermedades, sin embargo, presenta algunos efectos
secundarios y su uso prolongado ha revelado ser toxico (13), principalmente presenta efectos
secundarios androgénicos como la infertilidad y la osteoporosis (103). Ademas, este farmaco
es un inhibidor irreversible, esto quiere decir que acttia como falso sustrato, se cataliza por un
intermediario inactivo que se une al sitio activo de manera irreversible (121). A nivel
espacial, el Exemestano si acoplamiento es el mismo sitio de union al que presentaron las
moléculas como FOSLAC, POGPAE y RIFGOF vy el resto de los inhibidores; en cuanto a
nivel energético el Exemestano presentd una energia de -9.746 kcal/mol, con respecto a la
enzima fue el valor mas alto, lo cual justifica su aplicacion terapéutica para el tratamiento del

cancer.

Por lo cual, se esperaba que los compuestos se encontraran alejados de este valor,
afortunadamente fue asi, las moléculas FOSLAC (-8.937 kcal/mol), POGPAE (-7.571
kcal/mol) y RIFGOF (-7.571 kcal/mol), tuvieron una energia de acoplamiento menor que el
inhibidor, posicionandolas como posibles candidatos. En el analisis de interacciones

moleculares, el Exemestano presenta interacciones de Van der Waals con PRO50, PRO48 y
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ILE47, con compuestos de interaccidn polar y ninguna de las moléculas seleccionadas de la

metilfenilhidrazona, presenta estas interacciones.

El Anastrazol, pertenece a la familia de los inhibidores no esteroideos de la aromatasa
(IANE), actua de forma competitiva y no presenta efectos adversos mortales, pero también
puede llegar a ser toxico y presenta efectos secundarios. Este inhibidor tiene una energia de
acoplamiento de -7.451 kcal/mol, y la Testosterona, que es el sustrato endégeno presenta una
energia de -7.329 kcal/mol, ambos tienen un valor muy similar. Sin embargo, para el caso de
FOSLAC, POGPAE y RIFGOF, estos compuestos superan en valor energético al Anastrazol,
pero sin llegar a alcanzar el del Examestano. A nivel espacial, estos compuestos presentan la
misma ubicacion que el Anastrazol, este se une de forma competitiva, por medio de un enlace
coordinado interacciona con el grupo hemo, presente en el sitio activo de la aromatasa (122).
Al realizar la comparacion de las interacciones con las moléculas, se puede decir que; el
Anastrazol tiene en comun algunos residuos, como se describié anteriormente, pero, las
moléculas también presentan otro tipo de interacciones como FOSLAC, crea un puente de
hidrogeno con MET374; en el caso de POGPAE interacciona con el grupo prostético Hemo
de la enzima, también forma interaccion Pi-Pi stacking con TYR280 y RIFGOF tiene una
interaccion Pi-Pi stacking con el grupo Hemo y a su vez, este grupo crea una puente salino

con el Nitrégeno (+) del indazol.

Las tres moléculas seleccionadas presentan interaccion con el grupo hemo de la enzima,
esta interaccién depende de la orientacion que tiene cada una con el grupo prostético, esto es

bueno ya que el inhibidor de referencia Anastrazol, tiene esta misma interaccion.
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e Inhibicion de 11B-HSDS1

Los glucocorticoides son hormonas importantes que participan en diferentes procesos
fisiolégicos, sin embargo, el uso cronico de glucocorticoides puede provocar efectos
secundarios como la osteoporosis, hiperglucemia, diabetes, obesidad, enfermedades
cardiovasculares, depresion, por lo que su uso debe ser controlado y evitar su uso cronico

(123)

El inhibidor Carbenoxolona es un farmaco que tiene una actividad no selectiva, por lo que
la energia de acoplamiento que presenta es de -7.25 kcal/mol, mucho menor a la que
presentan los compuestos propuestos. La ubicacion espacial que tiene la Carbenoxolona
depende como se ha mencionado en los residuos de aminoacidos y la interaccién que
presente con cada uno. Este presenta en su mayoria interacciones de Van der Waals, e

interaccion por puentes de hidrogeno con THR220 y GLY41.

De los compuestos derivados de la metilfenilhidrazona, ninguna presenta interacciones
por puentes de hidrégeno, FOSLAC muestra regiones hidrofobicas, por lo que su interaccion
es de tipo Van der Waals. Para el caso de POGPAE la mayoria de sus interacciones son con
regiones hidrofobicas, presenta interaccion de tipo Pi-Pi stacking con TYR280 y en el caso
de RIFGOF las interacciones son igual de Van der Waals, son las interacciones que

predominan, ademas tiene una interaccion Pi-Pi stacking con TYR177.

La inhibicion de la enzima 11BHSDSI1 ha tenido mucho interés en los ultimos afios,
debido a su sefializacion en diferentes patologias derivadas de hormonas, por lo que algunos
autores han explorado este campo, con otro tipo de compuestos pero resalta que la presencia

de algunos residuos son comunes, y que han demostrado ser importantes para lograr la
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inhibicion de la enzima, estos residuos son de interaccion no polar, que forman una region
hidrofdbica que interacciona con la enzima, LEU171, ALA172, VAL180, TYR177, LEU217
(42) y positivamente estos mismos residuos se encuentran presentes en las moléculas
propuestas. Ademas, se sefiala quela fuerza impulsora de la unién parece ser las
interacciones hidrofébicas del ligando con los grupos no polares, apoyadas por puentes de
hidrégeno y concluye que los posibles inhibidores de la enzima deben de contener un grupo
donador y un grupo aceptor de protones, con dos regiones hidréfobas y la presencia de un
anillo aromatico (42), en este caso las moléculas propuestas no cumplen con todos los
criterios anteriores, sin embargo, se demuestra que se acoplan en el sitio. Estos hallazgos sin
duda son esperanzadores para el futuro de las moléculas derivadas de la metilfenilhidrazona,

ya que todo parece indicar que pueden ser candidatos a inhibidores competitivos.
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X. CONCLUSION

Los resultados obtenidos del docking molecular aplicado a 96 moléculas derivados de la
metilfenilhidrazona frente a las dianas bioldgicas, las enzimas 11HSDS1 y CYP19A, han sido
de lo mas satisfactorios, de acuerdo con los analisis realizados, se obtuvieron 3 moléculas que
tienen participacion con ambas enzimas, se obtuvo informacion importante sobre el sitio de
acoplamiento de las moléculas seleccionadas y las interacciones que tiene cada una con los

residuos.

Los diferentes analisis que se realizaron revelaron informacion importante, el estudio
energético y espacial, permitieron la seleccion de las moléculas. El andlisis de interacciones
desde mi punto de vista fue el mas importante, debido a que depende de los residuos de
aminoacidos que tiene y la interaccion que crea con el sitio activo de la enzima o con la propia
enzima para determinar si es 0 no un candidato favorable. Las interacciones que se tomaron en
cuenta fueron las de Van der Waals, estas a pesar de ser de las mas debiles, en estos casos,
permiten la orientacion de las moléculas frente a la enzima, los puentes o enlaces de hidrogeno,
son los mas fuertes, las interacciones Pi-Pi stacking o apilamiento aromatico, son aquellas que se
dan entre anillos aromaticos y en una de las moléculas hubo una interaccion por puente salino, la
cual llama mucho la atencién debido a que puede cambiar el estado de la enzima, del cual para

comprender mas su interaccion harian falta méas estudios.

En el caso de la enzima CYP19A1 es la que se encuentra mayormente relacionada con el
cancer hormona-dependiente, ademas de que los farmacos comerciales inhibidores de la
aromatasa han demostrado tener efectos secundarios, toxicidad incluso hasta resistencia, la

busqueda de nuevos inhibidores esta en auge. De acuerdo con la 11BHSDSL1 su relacién con la
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progresion del cancer es poca, hay mas informacion con respecto a obesidad, diabetes, sindrome
metabdlico, entre otras, por lo que, de igual manera, las investigaciones para hallar nuevos

inhibidores son importantes.
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6(2H)-ona /N—N

64 |Pentaacetato de 6-(2-metil-2- o
fenilhidraziniliden)hexano- )}\
1,2,3,4,5-pentailo T/ 0 N\

POHDIC S \]/
OYO j\
65 |1-metil-3-(5-fenil-1,3,4- /
oxadiazol-2-il)-1H-indazol N\
N
/
PUQSOM
N/ T
\ =
N

66 | 1-metil-3-[5-(4-metilfenil)-1,3,4- /

oxadiazol-2-il]-1H-indazol N\
N
/
PUQSUS
Q N/ e}
\ =
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67 | 3-[5-(4-bromofenil)-1,3,4-
oxadiazol-2-il]-1-metil-1H-
indazol
/=
N
PUQTAZ \ o
N,
N\/
68 | 5-cloro-N-(1-metil-4-(3-tienil)-
1H-indazol-3-il) tiofene-2- s
sulfonamida / ?
P
/o
QAGSID m
— ___N
. \
/ N—__
69 | 5-cloro-N-(4-metoxi-1-metil-1H-
indazol-3-il) tiofen-2- =
sulfonamida \ 1\
O\/S\O
QAGSO0J HN
N
\
/O A
70 | Trifluorometanosulfonato de 1,2-
dimetil-1H-indazol-2-io AN
QATZAQ /
N
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71

Solvato de diclorometano de 4-
metil-N-(4-metilbenceno-1-
sulfonil)-N-[4-(1-metil-2-
oxoindazol-3-carbonil)
fenil]benceno-1-sulfonamida

QOLMOW

72

N-(3,4-diclorofenil)-1-metil-1H-
indazol-5-carboxamida

RAGYEG

73

N-(3-cloro-4-fluorofenil)-1-
metil-1H-indazol-5-carboxamida

RAGYIK

74

4-hidroxi-1,3-dimetil-7-nitro-6-
fenil-1H-indazol-5-carboxilato de
etilo

RAXHUX

75

Tetrafluoroborato de  4-[3,5-
bis(trifluorometil) fenil]-2-etil-1-
metil-1H-indazol-2-io

RIFGIZ
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76 | Tetrafluoroborato de 2-etil-1-
metil-4-fenil-1H-indazol-2-io \
N—N%
RIFGOF
77 | Cloruro de 2-etil-1-metil-4-fenil-
1H-indazol-2-io \
N\N+
RIFKEZ
78 | 2,3-bis(metil(fenil) S 0
carbonohidrazonoil) but-2- @\ |
enidioato de dietilo SODFEY P 2N \N/“\O
& N N
79 | N-(4-Cloro-2-nitrofenil)-N-metil-
N'-(quinolin-4-ilmetilen) |
hidrazina
TAQVAJ
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80 | 1'-(metil(fenil)hidrazono)-1'H-
spiro[ciclopentano-1,4'-
isoquinolin]-3'-amina NH,
|N
UKEROT |
N
~v
81 |Solvato de metanol de [hidroxi /
(1-metil-1H-indazol-3-il) N
metilen]bis (&cido fosfénico) \N
/
VAVGUY /OH
HO\ //\OH
OH
o// \OH ©
82 | 4-(2-metil-2-fenilhidrazono)-1-
fenilpent-1-en-3-ona
VIBJOG
X
N
(0] / \N
83 | 6-(2-metil-2-fenilhidrazono)-1-
fenilhepta-1,3-dien-5-ona
VIBKIB N
X
N
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84 |1,2,3-tris(2-fenil-2-
metilhidrazono)  propano  N-
metilanilina
N
X
VIBLEY j\/ Q
NN,
ON\ |
85 | 4-Difenilaminobenzaldehido
metilfenilhidrazona
VIJPEJ] N
Q/O\/N\T@
86 |2,3-dicloro-N-(4-metoxi-1-metil- /
1H-indazol-3-il) N
bencenosulfonamida \
N
VISXUS % o
HN\//
O S
- I
0
87 |Butano-2,3-diona
bis(metilfenilhidrazona) |
VOXDOB @/N\N/ s
88 |Hemihidrato de 6-Metoxi-1- /
metil-N-(9-metil-9- P N
azabiciclo[3.3.1]non-3-il)-1H- \N
indazol-3-carboxamida /
VUQMAW NH

N—cp,
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89

Solvato de metanol de 7-hidroxi-
1-metil-N-(9-metil-9-azabiciclo
[3.3.1]non-3-il)-1H-indazol-3-
carboxamida

VUQMEA

90

3-cloro-1-metil-5-nitro-1H-
indazol

WUQPAB

O

10

91

Hemihidrato de 4-metoxi-N-(1-
metil-1H-indazol-7-il) benceno-
1-sulfonamida

YANGUS

92

1-metil-4,5,6,7-tetrafenil-1H-
indazol

YAPNUB
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93 |1,4,6-trimetil-5,7-difenil-1H-
indazol
YAPPAJ N

94 | Monohidrato de 6xido de 1,1,7-
trimetilindazol-3-ilio

YIHAA

~
\N
/
I\
95 | Nitrato de 1,1,7-trimetil-3- OH
N
/
N
AN

hidroxiindazolio
YIJHEE \

96 |1,3-Dimetil-1H-indazol-6-amina
ZANZIZ \/N
H,N N\

*L_a molécula base de la metilfenilhidrazona, se encuentra indicada en color azul.
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