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RESUMEN

El cancer es un problema de salud mundial, dada la alta morbilidad y mortalidad que
ocasiona. Particularmente, el cancer cervicouterino (CaCU) es la cuarta neoplasia
maligna mas comun en la poblacion femenina. En los paises en vias de desarrollo
la incidencia de mortalidad es mayor; en México ocupa el segundo lugar. Por esta
razon, se realizo la busqueda de terapias alternativas dirigidas al CaCU que brinden
mejores resultados a los observados con los tratamientos actuales. Una de las
enzimas que representa un reto de inhibicién para el CaCU es la CYP19A1, que
genera la conversion de la androstenediona y testosterona en estrona y estradiol, la

cual ya cuenta con un farmaco comercial (exemestano) para contrarrestarlo.

Como referencia se utiliz6 la base datos DrugBank, para un correcto
reposicionamiento; ademas, se manejo el software Schrddinger, que permite la
disminucién de energias de acoplamiento, estableciendo la flexibilidad al sitio de

unioén de las proteinas, los inhibidores y farmacos, dando lugar al docking molecular.

De dicho trabajo, resultaron 928 farmacos candidatos, con posible interaccion en el
sitio; posteriormente se utilizaron los siguientes criterios: energia de acoplamiento
(EA), reglas de Lipinski, Ghose, Veber y finalmente, informacion clinica de uso de
los farmacos, resultando 535 farmacos candidatos en CaCU. Prosiguiendo con el
estudio de reposicionamiento solo 94 farmacos cumplieron con lo mencionado
anteriormente, y de éstos, surgieron 2 farmacos como excelentes candidatos, uno
es el exemestano (inhibidor comercial) y el otro es la nomifensina (farmaco que se

utilizara para reposicionamiento).

Los resultados obtenidos sustentan que el farmaco a reposicionar es nomifensina,
por lo que es mas estable que el exemestano, presentdndose como mejor inhibidor,
ya que presenta una energia de afinidad superior al ligando enddgeno, lo cual lo
hace un candidato ideal para reposicionarlo y su interaccion con la CYP19A1 sea
favorable, proponiéndose para ser utilizado en estudios posteriores en CaCU tanto
in vitro como in vivo, confirmando que es posible utilizarlos como tratamiento

alternativo en pacientes con CaCuU.

Asi, la propuesta se presenta como innovadora y util para el tratamiento del CaCU

debido a que este farmaco cumple con todos los criterios antes mencionados.
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ABSTRACT

Cancer is a global health problem, given the high morbidity and mortality it causes.
In particular, cervical cancer (CaCU) is the fourth most common malignancy in the
female population. In developing countries the incidence of mortality is higher; in
Mexico it ranks second.

For this reason, a search was made for alternative therapies aimed at CaCU that
provide better results than those observed with current treatments. One of the
enzymes that represents an inhibition challenge for CaCU is CYP19A1, which
generates the conversion of androstenedione and testosterone into estrone and

estradiol, which already has a commercial drug (exemestane) to counteract it.

The DrugBank database was used as a reference for a correct repositioning; In
addition, the Schrédinger software was used, which allows the reduction of coupling
energies, establishing flexibility at the binding site of proteins, inhibitors and drugs,

giving rise to molecular docking.

This work resulted in 928 candidate drugs, with possible interaction at the site;
Subsequently, the following criteria were used: coupling energy (EA), Lipinski,
Ghose, Veber rules and finally, clinical information on drug use, resulting in 535
candidate drugs in CaCU. Continuing with the repositioning study, only 94 drugs
complied with the aforementioned, and of these, 2 drugs emerged as excellent
candidates, one is exemestane (commercial inhibitor) and the other is nomifensine

(drug to be used for repositioning).

The results obtained support that the drug to be repositioned is nomifensine, which
is why it is more stable than exemestane, presenting itself as the best inhibitor, since
it has a higher affinity energy to the endogenous ligand, which makes it an ideal
candidate for repositioning and its interaction with CYP19A1 is favorable, proposing
to be used in subsequent studies in CaCU both in vitro and in vivo, confirming that it
is possible to use them as an alternative treatment in patients with CaCU. Thus, the
proposal is presented as innovative and useful for the treatment of cervical cancer

because this drug meets all the aforementioned criteria.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Reposicionamiento de farmacos

El reposicionamiento de farmacos es un procedimiento que consiste en encontrar
una nueva aplicacion terapéutica [1, 2]. Este nuevo procedimiento resulta relevante
para el sector salud pues uno de sus objetivos es contribuir a mejorar la salud de
las personas, ya sea al buscar medicamentos para establecer tratamientos eficaces
y mejorar la calidad de vida de los pacientes. Por lo tanto, resulta una estrategia
muy util, particularmente en situaciones de crisis y emergencias sanitarias donde
existen pocas o0 nulas opciones terapéuticas. El reposicionamiento de farmacos
ofrece innumerables ventajas sobre diversos métodos relacionados con el
desarrollo de farmacos, tal y como se observa en la Figura 1. Una de las principales
ventajas que presenta este tipo de estudio es la simplificacién de los procesos de
investigacion preclinica y desarrollo de formas farmacéuticas, pero en caso de que
exista un cambio en la formulacién, dosis o via de administracion se requerira una

reexaminacién de su perfil de seguridad [3]

O0~0
> > < > O
opr Establecer la Seleccionar los
DESCUBRIMIENTO Identificar Identificar etividad candidatos
el objetivo COmpuUestos clinicn
Presentar solicitud para
’ ensayo clinico (IND/CTA)*
—
Pruebas in vitro y en
animales
o000 o000 o000 P .
resentar registro
’ > para aprobacion
’ regulatoria
20-100 100-500 1000-5000 (NDA/BLA/MAA)*
Ensayo Clinico Ensayo Clinico Ensayo Clinico
Fasel Fasell Faselll

Figura 1. Fases del desarrollo de un nuevo fdrmaco [3].




El proceso de desarrollo de nuevos farmacos implica la optimizacion de compuestos
y pruebas rigurosas para identificar, entre varios candidatos, el mas eficaz y seguro.
En la Figura 1. Fases de desarrollo de un nuevo farmaco, se muestran las
principales actividades emprendidas en cada fase, por lo que en la primera etapa
refiere al descubrimiento y desarrollo; se van a realizar nuevos farmacos por
diferentes vias: identificacion de nuevas dianas terapéuticas, tamizaje, evaluacion

de efectos improvistos y nuevas tecnologias [3].

Una vez identificado el compuesto para el desarrollo, se llevan a cabo experimentos
para recopilar informacion sobre; farmacocinética, farmacodinamia, identificacion de
la dosis, via de administracién, seguridad y tolerabilidad, comportamiento en grupos

poblacionales, interacciones farmacolégicas y eficacia comparativa [3].

Para la etapa 2 es la investigacién preclinica; aqui antes de ser probado en
pacientes se investigara su toxicidad, su potencial del causar dafios graves, por lo
que es regulada por las buenas practicas de laboratorio, con estos datos los

investigadores deciden si el medicamente puede ser probado en humanos [3].

Y para la ultima etapa que refiere a la investigacion clinica se realizan estudios o0 a
ensayos que se realizan en pacientes para responder preguntas sobre el protocolo,
criterios de seleccidn, duracion del estudio, la necesidad de un grupo control y otras
formas de limitar el sesgo de investigacion [3].

Por lo que un desarrollo “normal” de un nuevo farmaco puede variar mucho en los
detalles en funcién del tipo de farmaco que se estd desarrollando. Este método
presenta diversas limitaciones, ya que se requiere de una gran cantidad de
compuestos bioactivos, que en ocasiones son dificiles de obtener. Durante la
evaluacion del nuevo farmaco se pueden presentar falsos positivos (evaluacion de
moléculas inactivas que prevén que puedan ser activas durante la experimentacion)
como falsos negativos (no deteccion de moléculas aptas), por lo que el éxito de los
ensayos es bajo. Ademas, se requiere de una gran infraestructura para almacenar
los compuestos bioactivos de las quimiotecas, como también para realizar los
ensayos experimentales. Este es un proceso que toma tiempo largo, costo elevado
(1 a 2 billones de pesos por cada farmaco aprobado), y, en consecuencia, el precio

en que finalmente se adquieren los medicamentos suele ser alto. [3]
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Etapa de
descubrimiento y

optimizacion 1-2 ailos

Reposicionamiento de
Farmacos

Uso original Nuevo uso

Figura 2. Proceso de desarrollo de un nuevo farmaco contra el reposicionamiento de farmacos. Vision general del
reposicionamiento de farmacos, comparado con el proceso de desarrollo de un nuevo farmaco [4].

En la figura 2 se muestra que el reposicionamiento virtual de farmacos acelera el
proceso de descubrimiento de nuevos usos de agentes terapéuticos existentes ya
probados y seguros, reduce significativamente el costo y tiempo en su desarrollo
(de 40-80 millones de pesos y tiempo de 3 a 12 afios, por cada farmaco). Debido a
gue los farmacos evaluados han pasado por las diversas etapas del desarrollo
clinico, ya se conocen los perfiles de seguridad y farmacocinética, lo que reduce el
riesgo en comparacion con otras estrategias. El reposicionamiento virtual tiene un

enfoque racional, exhaustivo y sistemaético.

Para el reposicionamiento de farmacos se emplean herramientas bioinformaticas
como el docking molecular (figura 3), el cual permite calcular la energia de
acoplamiento entre la proteina blanco con un ligando de interés. Asi mismo, permite
realizar analisis espacial en donde se obtienen las conformaciones proteina/ligando,
evaluando tanto la interaccion como el acomodo espacial de los complejos, esto
mediante una puntuacion, con lo cual se puede clasificar la energia de interaccion
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en cada conformacion. Esta herramienta se ha empleado en las etapas de
identificacion del sitio blanco, asi como de la construccion y evaluacion de los
complejos resultantes, lo cual favorece la identificacion de farmacos con alto

potencial de un nuevo uso diferente al primer uso [4].

Adecuaciones la
proteina blanco

\Z

de unién

Etapa 3
Adecuaciones la
proteina blanco

SS.
‘" «
-

>\

x £
S

(< AR
<5

Formacién del complejo proteina-ligando

Figura 3. Etapas de la metodologia de docking molecular. Los ensayos de docking consta de tres etapas claves [4].

En la Figura 3 se muestran las etapas del docking; como primera etapa se obtiene
e identifica a la estructura tridimensional del blanco, en las bases de datos de
estructuras tridimensionales de proteinas, se realiza la fase de preparacion
molecular y la identificacion del sitio de unién en el blanco. Como segunda etapa se
hace la busqueda y obtencion de ligandos y la preparacion molecular de ligandos.
Y para la tercera y ultima etapa se realiza la formacion de complejos proteina
blanco-ligandos y evaluacién de los complejos formados, y el analisis, asi como la

validacion de resultados, con base a la afinidad [4].

El analisis de acoplamiento molecular es una herramienta importante dentro del
protocolo para el reposicionamiento de farmacos, debido a que permite calcular las
interacciones entre la proteina blanco con los ligandos de interés, con lo cual, es
posible analizar entre 10,000 a 100,000 moléculas [5]. Sin embargo, para que esto
se lleve a cabo, se debe disponer de estructuras tridimensionales tanto de la
proteina blanco como de los ligandos (farmacos) a evaluar, en la actualidad se
encuentran disponibles bases de datos libres y privadas con gran numero de

compuestos farmacéuticos; de igual forma, para la obtener las estructuras
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tridimensionales de las proteinas blanco existe la base de datos Protein Data Bank
(PDB) y Drug Bank (DB) [5].

Debido a sus multiples beneficios, el reposicionamiento de farmacos supone una
herramienta util contra enfermedades de dificil estudio como el cancer. Por lo que
existen diversos estudios en forma virtual para su posible uso en el tratamiento de
diferentes tipos de cancer. La tabla 1 se muestran algunos ejemplos de

reposicionamiento en cancer.

Tabla 1.Ejemplos de farmacos reposicionados contra cdncer de mama y prostata [6].

Farmaco Uso original Uso nuevo Mecanismo de accion
Enzultamida Céncer de prostata Cancer de mama avanzado Inhibidor competitivo del
receptor de andrégenos
Itraconazol Antimicético Cancer de prostata Inhibidor de la 140-
demetilasa
Diogoxin Insuficiencia cardiaca | Cancer de préstata Inhibidor de la bomba Na+ -
congestiva K+y ATPasa
Disulfiram con cobre | Manejo de alcoholismo | Cancer de mama | Inhibidor irreversible del
metastasico aldehido deshidrogenasa

Tomando como ejemplo la enzultamida, un inhibidor de receptores de andrégenos
y que actla en varias etapas del proceso de sefialamiento en los receptores de
androgenos se ha mostrado que este farmaco ademas bloguea la union de los
androgenos a sus receptores a través de un mecanismo competitivo, la
translocacion nuclear de los receptores y las interacciones con el ADN [7]. Un
metabolito importante, N-desmetil enzalutamida, también tuvo actividad in vitro
semejante a la enzalutamida. La enzalutamida redujo la proliferacion celular, in vitro
indujo la muerte de células cancerigenas en la préstata, y disminuy6 el volumen de

los tumores en un modelo en ratones con cancer de préstata.[7]

Asi mismo el disulfiram ha sido ampliamente investigado por su potencial actividad
antitumoral [8,9]. Este farmaco posee una farmacocinética bien establecida y es
seguro, ya que dosis elevadas de disulfiram (hasta 6 g/dia) tienen baja toxicidad en
humanos [10,11].

En otro estudio, se trabajo en el reposicionamiento del inhibidor etopdsido para

tratar el cAncer de mama; este medicamento se une al dominio de unién a
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hialuronano de CD44, por lo que disminuye la union entre células de cancer de
mama [12]. Ademés, se han evaluado el astemizol (antihistaminico), ebastina
(antihistaminico) y clotrimazol (antimicético); estos farmacos han mostrado
potencial de actividad antitumoral [12]. Se sabe que la actividad anticancerigena del
astemizol en el CaCU, este antihistaminico no impide la liberacion de histamina,
sino que compete con esta Ultima en los receptores H1. Este antagonismo
competitivo bloquea los efectos de la histamina en el tracto digestivo, Utero, grandes
vasos y musculo bronquial. El bloqueo de los receptores H1 supone la inhibicion de
la formacion de edema, ardor y prurito asociado a los efectos de la histamina. No
cruzard la barrera hematoencefalica facilmente por lo que practicamente carece de
efectos sedantes. A diferencia de otros antihistaminicos H1, el astemizol esta
desprovisto de efectos anticolinérgicos significativos, ya que tiene una ligera
actividad frente al broncoespasmo inducido por la histamina y, en dosis elevadas,
puede ocasionar graves efectos cardiacos, probablemente debidos a una accion
sobre los receptores H3 [12].

Las propiedades antitumorales del clotrimazol se basan en la inhibicion de la
sintesis del ergosterol al interaccionar con la 14-alfa-metilasa, una enzima del
citocromo P450 que es necesaria para transformar el lanosterol a ergosterol, un
componente esencial de la membrana. La ausencia del lanosterol en la membrana
aumenta la permeabilidad de la célula ocasionando la pérdida de componentes
esenciales de la misma, como el potasio y fosfatos que se escapan a través de las
fisuras de la membrana. [13].

Otra molécula con actividad antitumoral es la ebastina, se ha observado que revierte
la resistencia a farmacos en las lineas celulares de cancer de mama y prostata,
debido a la posible inhibicibn de la degradacién de proteinas via ERAD
(Endoplasmicreticulum-associated protein degradation) ya que la ebastina produce
una inhibicion rapida y prolongada de los efectos inducidos por histamina, y muestra
una fuerte afinidad para la unién a los receptores H1. Después de la administracion
oral ni ebastina ni sus metabolitos atraviesan la barrera hematoencefalica. Esta
caracteristica concuerda con el bajo perfil de sedacién observado en los resultados
de los experimentos en los que se estudiaron los efectos de ebastina sobre el

sistema nervioso central. Los datos in vitro e in vivo demuestran que ebastina es un
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antagonista potente, de efecto prolongado y altamente selectivo de los receptores
Hlde histamina, libre de efectos adversos sobre el SNC y de efectos
anticolinérgicos [14].

El reposicionamiento de farmacos ha sido empleado para la identificacion de nuevas
dianas relacionadas con el cancer. El cancer es una enfermedad heterogénea, por
lo que es complicada la identificacion y desarrollo de farmacos eficientes contra la
enfermedad. Por lo tanto, el reposicionamiento de farmacos mediante la aplicacion
de las estrategias bioinformaticas puede acortar significativamente la identificacion
de farmacos contra el cancer, lo que favorece la identificacién de estos y su pronto
uso en la clinica [15].

1.2. Cancer hormona dependiente

Las células responden a diversos estimulos dependientes de su microambiente [16].
Entre las moléculas que inducen respuestas proliferativas se encuentran las
hormonas, sustancias que funcionan como mensajeros quimicos, llegan a su
destino a través de la sangre y afectan la actividad de las células y los tejidos en

distintas regiones anatomicas [17].

Ademas, hay receptores a un gran nimero de hormonas, uno de ellos son los

receptores a estrogeno (RE) y receptores a progesterona (RP) [18].

Figura 4. (a) Estructura quimica del estrégeno estradiol. (b) Estructura quimica de la progesterona.

Debido a su papel fisiolégico, estradiol y la progesterona se encuentran
relacionados con la progresion de enfermedades como algunos canceres, los
cuales se han denominado canceres sensibles a hormonas (o dependientes de las
hormonas), en este tipo de canceres se observan altamente expresados los

receptores a hormonas, que se activan cuando las hormonas se unen a estos. Hay
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dos tipos de receptores a hormonal: receptores a estrogeno (ER) y receptores de
progesterona (PR), cuando se activan los complejos receptor hormona, inducen
cambios en la expresion de genes especificos que estimulan la division de las

células [19]

Jensen en 1971 [20] y McGuire en 1973 [21] fueron los primeros en establecer la
relacion entre la presencia de receptores de estrogeno en las células del tejido
mamario neoplasico y la respuesta a la manipulacion hormonal. La presencia de RE
en el tumor es un predictor de la respuesta a la terapia por via endocrina al igual
que la presencia de RP, dado que la sintesis de RP es estrogeno dependiente, su
presencia indica la capacidad de sintetizar productos por la regulacion a estrégenos

y seguir teniendo respuesta [22].

Figura 5. Tipos de cancer hormonodependiente. precisa de determinadas hormonas, para su crecimiento y en ausencia
de éstas, las células tumorales mueren como el cancer cervicouterino, de mama y de prostata.

Como se muestra en la figura 5, el CaCU se incluye en esta categoria, y engloba
las neoplasias malignas que se desarrollan en la porcién fiboromuscular inferior del
Utero que se proyecta dentro de la vagina. Su aparicion esta determinada por la
existencia de algunas lesiones cervicales consideradas potencialmente

carcinogeénicas y por tanto pre invasoras [23-25].

14




1.3 Cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCU), es la neoplasia maligna que por lo general se
origina en la union escamo columnar del cuello uterino y normalmente se asocia a
la infeccion por virus del papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR). A nivel mundial,
ocurren alrededor de 604 127 que refiere a un 3.1%, y en México 9 439 equivalente

a un (8.9%) de nuevos casos estimados de CaCU y de todas las edades [23].

Por lo que grupo de mujeres de todas las edades se registraron 341 831 una tasa
de 7.7% de defunciones en el mundo, por lo que en México se registra 90 222 de
mortalidad, por lo que para el 2025 el nimero estimado de casos sera de 530 602
de CaCu [23]. Las entidades con mayor mortalidad por cancer de cuello uterino
son: Morelos, Chiapas y Veracruz. Se asocia a la infeccién por el virus de papiloma
humano de alto riesgo (VPH-AR), el cual se transmite por contacto sexual y afecta
a 8 de cada 10 personas (hombres y mujeres). S6lo una de cada mil mujeres con

infeccion por este virus desarrollara cancer [24].
El CaCU es la Gnica neoplasia prevenible al 100%, mediante:

v" Vacunacion contra VPH (protege contra los tipos de VPH asociados al 70%
de los canceres)

v Uso del conddn (reduce en 70% la transmision del VPH)

v Deteccibn y tratamiento de lesiones precancerosas

v' Evitar el consumo de tabaco

En relacion con la clasificacion histolégica, el 68.5% de los canceres registrados,
corresponden a carcinoma epidermoide invasor, 11.8% a carcinoma epidermoide
micro invasor, 10.5% a adenocarcinoma endocervical in situ, 3.9% a
adenocarcinoma endocervical invasor. El resto se encuentran asociados a otros
tipos histologicos. Es importante mencionar sobre la clasificacion del CaCU para
conocer su forma, la invasion y los cambios que puede presentar el cuello uterino
[25].
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1.3.1 Clasificacion histolégica del cancer cervicouterino

Segun lo reportado por el control integral del cancer cervicouterino se han
identificado diferentes subtipos de cancer de acuerdo por los padrones distinguidos

en la expresion genética, por su forma, asi como su invasion (Figura 6).

e Carcinoma de las células escamosas: se origina a expensas del epitelio
pavimentoso, es el mas frecuente (80 % de los casos): El precursor inmediato
de este carcinoma son las lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado.

e Adenocarcinoma cervical: constituye el 15 % de los casos y se desarrolla
a partir de lesiones precursoras denominadas adenocarcinoma in situ.

e Carcinomas adenoescamosos y neuroendocrinos: constituyen el 5 %.

e Todos los tipos de tumores indicados presentan las mismas caracteristicas

clinicas y factores de riesgo [26].

Cambios en el cuello uterino

> —— Cancer de
Normal " LSIL . HSIL cuello uterino

Figura 6.Clasificacion histoldgica del cdncer cervicouterino. LSIL: Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado. HSIL:
Lesion escamosa intraepitelial de alto grado [27]

La estadificacién habitualmente es clinica y se encuentra complementada con los
estudios de gabinete (tele de torax, TAC abdominopélvica, cistoscopia y
rectoscopia) La clasificacion que se utiliza normalmente es la de la FIGO
(International Federation of Gynecology and Obstetrics) [26].

1.3.2 Estadificacién o etapas clinicas del carcinoma de cuello
La clasificacion de las etapas clinicas de la evolucion del carcinoma de cuello se

muestra en la figura 7, partiendo de la etapa cero, que corresponde al carcinoma in
situ (CIN-1ll o HSIL):

+ Etapa 0: carcinoma in situ

» Estadio I: carcinoma confinado al cérvix.
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Estadio II: tumor que se extiende mas alla del cérvix, sin involucrar la pared

pélvica lateral, ni el tercio inferior de la vagina.
Estadio Ill: tumor que presenta extension a la pared pélvica lateral, o al tercio

inferior de la vagina.
Estadio IV: tumor que se extiende mas alla de la pelvis verdadera o que

involucra la mucosa de la vejiga o el recto [28].
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Figura 7.Clasificacion, fases o etapas clinicas del carcinoma del cuello [28].

En una mujer con un sistema inmunocompetente el desarrollo del cancer de
cérvix puede llevar de 15 a 20 afios; sin embargo, en mujeres inmunosuprimidas
el tiempo de desarrollo de la enfermedad sera significativamente menor, entre 5

y 10 afios [29].

Progresiona
lesiones precancerosas

CERVIX INFECCION 2 Q9 Q CANCER
NORMAL PORVPH s /8 & CERVICAL
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Figura 8. Esquema simplificado del modelo de simulacion de Monte-Carlo que muestra los estados transitorios de salud
de la historia natural de la infeccion por VPH y del cancer de cérvix [29].
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1.3.3 Relacion de los VPH’'s para el desarrollo del CaCU

El ciclo de VPH esta ligado a la diferenciacion de los queratinocitos en piel y
mucosas. Una vez que el virus logra infectar a la célula hospedera inicia la expresion
de sus genes en las capas superficiales del estrato espinoso y epitelio granuloso
donde expresan grandes cantidades de proteinas virales y ocurre el ensamblaje
viral [30]. El ADN de los VPH puede encontrarse en forma de episomal o integrado
al genoma de la célula hospedera. Las células con el virus integrado adquieren
ventajas de crecimiento, lo que les permite una expansion clonal con una
consecuente inestabilidad genética que puede conducir a un proceso de malignidad.
Los VPH de alto riesgo como 16 y 18 tienen la capacidad de integrar su genoma al
de la célula hospedera y por esta razon son considerados altamente oncogénicos
[31]. Idealmente, las proteinas E1 y E2 son las encargadas de mantener bajos los
niveles de expresion de los genes E6 y E7 pero la sintesis de las proteinas E1 y E2
se ve frecuentemente afectada debido a que la integracion del genoma viral en la
célula hospedera en la region de los genes E1 y E2 interfiere con su funcion [32,33].
La pérdida de la expresion de la proteina E2 permite la sobreexpresién de los genes
E6 y E7 y una sintesis constante de estas dos importantes oncoproteinas virales de
VPH [34,35].
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Figura 9. Mecanismo de la infeccion por VPH [36].
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Una vez que las células son infectadas por VPH comienza la replicacion del virus
gracias a factores de transcripcion de la célula hospederay la proteina E1 viral. E7
se une la proteina retinoblastoma dejando libre al factor de transcripcion E2F, lo que
permite la activacion de genes que aumentan la proliferacion celular. La
oncoproteina E6 es capaz de inducir la ubiquinizacion y degradacion de p53, lo que
conlleva a disminucion de la apoptosis mediada por p53. E2 regula la transcripcion
de las oncoproteinas E6 y E7. La proteina E5 aumenta la accion de las kinasas
celulares lo cual promueve la proliferacion y bloguea la diferenciacion celular. E4
ayuda al ensamblaje de las proteinas de la capside viral L1 y L2 para el

empaquetamiento de los viriones de VPH [36].

1.3.4 Relacion entre el cancer cervicouterino y estrogenos
Los estrégenos son hormonas esteroides no polares, por lo que son capaces de

difundirse dentro y fuera de las células atravesando la membrana celular con
facilidad [37]. Los estr6genos actian a través de receptores intracelulares (los
receptores a estrégenos, RE) que actuan como factores de transcripcion al ser
activados por union de ligando (estrogeno), es decir son ligando-inducibles [38,39].
Existen tres estrogenos principales, estradiol, estrona y estriol. De ellos, el E, es el
mas abundante, siendo su fuente principal los ovarios, mismos que también produce

pequefias cantidades de estrona (Figura 10)
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Figura 10.Estructuras de los principales estrogenos fisioldgicos [40].

La mayor parte de los efectos de los estrogenos en sus érganos blanco se deben a
la cadena de eventos celulares conocida como “sefalizacion estrogénica”, la cual

es una via de transduccion celular que inicia con la activacion de los RE [41].

19




Entre los efectos de los estrogenos se encuentran los cambios en los depdsitos de
grasa corporal, en el tejido adiposo de mujeres con sobrepeso produce estrégeno
adicional, una hormona sexual que puede aumentar el riesgo de CaCU. Alrededor
del 70 % de los casos de CaCU estan vinculados con la obesidad, como las mujeres
pueden desarrollar este cancer si tienen diabetes, que a menudo estéa relacionada
con la obesidad, asi como el desarrollo y crecimiento mamario, la estimulacion de
la proliferacion celular del Gtero, trompas de Falopio y epitelio vaginal, la maduracién
en los ovarios y la produccion de hormonas esteroides durante la fase lutea del

embarazo [42].
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Figura 11. Via de los estrogenos y carcinogénesis cervical [43].

En la figura 11 se muestran la (a) Via de sefalizacién de los estrégenos. El
estrogeno (E2) se une a sus receptores citosolicos/nucleares y el receptor de
membrana GPR30 para ejercer sus funciones. El estrégeno por su tamafio y
caracteristicas fisicogquimicas puede atravesar la membrana celular, una vez dentro
de la célula el E2 se une su receptor (RE) en el citoplasma e induce la
homodimerizacion o heterodimerizacién del RE. Los RE unidos a estrégeno pueden
translocarse al ndcleo, donde activan o reprimen los genes diana mediante dos
mecanismos diferentes, es decir, la via clasica en la que el RE se une a secuencias
conocidas como elementos de respuesta a estrégenos (ERE) y modula los genes
diana y la via no clasica en la que el RE se une a los factores de transcripcion AP1
o Spl y modifica su funcién. El estrégeno también se une al receptor de membrana
GPR30, un miembro de la familia de receptores acoplados a proteina G, y transduce

rapidamente varias vias de sefalizacion que incluyen, fosfatidil inositol 3-quinasa
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(PI3K), proteina quinasa activada por mitdgeno (MAPK), California2+sefializacion

(via no gendémica), entre otras, [43].

En el inciso (b) se muestra como la enfermedad progresiva puede conducir al
desarrollo del CaCU. Se cree que las células de reserva multipotentes presentes en
la zona de transformacién del cuello uterino son el tipo de célula progenitora del
CaCuU. Los VPH de alto riesgo (HR-HPV), como el VPHL16, infectan y persisten en
estas células y promueven su diferenciacidon escamosa aberrante, lo que conduce
a la metaplasia escamosa atipica (ASM). La ASM puede progresar a neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) de grado 1 a 3y, finalmente, a CaCU. Este proceso de
enfermedad neoplasica progresiva normalmente toma mas de una década después
de la infeccion inicial por VPH antes de culminar en cancer franco. En la mayoria de
las mujeres, la enfermedad del cuello uterino se resuelve espontdneamente antes
del desarrollo del a CaCU [43].

La produccion de estrogeno en el cuerpo esta regulada por la familia de enzimas
citocromo P450, especificamente CYP19A1 que se ha relacionado con la
progresion del CaCU, ya que esta aromatasa se localiza en el reticulo
endoplasmatico de las células productoras de estrogeno entre las que se incluyen
las células de la granulosa ovérica, ya que los niveles mas altos de aromatasa se
localizan ahi, por lo que se ha seleccionado como una diana de interés para el

desarrollo de tratamientos farmacolégicos [44].

La regulacion fisiolégica de la CYP19A1 en CaCU refiere a la formaciéon de
estrogeno extraovarico esta estrechamente correlacionada con el exceso de peso
tanto en mujeres pre- como post-menopausicas y puede incrementar la morbilidad
de las mujeres con obesidad en la postmenopausia, ya que en la actualidad se
reconoce que la produccién de forma continuada de estrégenos por parte del tejido
adiposo y piel en estas mujeres es uno de los factores de riesgo a padecer
hiperplasias de endometrio y cancer [45]. Asi como el estrogeno producido por el
tejido adiposo y la piel pueda tener alguna implicacion en el cancer de mama. Asi,
la incidencia del cancer de mama esté directamente correlacionada con el volumen
de tejido graso o los niveles de estradiol en suero en mujeres postmenopausicas,

sugiriendo que el conjunto de estrogeno producido en los tejidos extraovaricos
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alcanzan el tejido tumoral a través del sistema circulatorio de forma endocrina

estimulando el crecimiento tumoral [45].

1.4 CYP19A1
La aromatasa del citocromo P450 (CYP19A1) cataliza el paso limitante de la

biosintesis de estrégenos mediante la aromatizacion de andrégenos alifaticos C-19

a estrégenos aromaticos C-18 [46,47].
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Figura 12. Esteroidogénesis ovdrica y suprarrenal[47].

En la figura 12 se muestran las vias metabdlicas en los diferentes compartimentos
glandulares. Cada compartimento cumple con la secrecion de hormonas para este
preciso balance. Las glandulas suprarrenales se dividen en corteza y médula (zona
fasciculata, reticularis y glomurulosa). El recuadro rojo representa las génadas y la
corteza suprrarenal, donde el colesterol, precursor de esta via metabdlica, se
transforma a través de una serie de pasos enzimaticos a progesterona y
testosterona; a su vez, esta ultima en la zona reticularis se transforma libremente a
dihidrotestosterona. El recuadro azul es la zona fasciculata y reticularis de la
glandula suprrarenal donde se lleva a cabo la secrecién de glucocorticoides como
el cortisol, mientras que los mineralcorticoides (aldosterona) se representan en el
cuadro amarillo. Finalmente ocurre la aromatizacion de los androgenos a estradiol

por medio de la P450 aromatasa en el ovario [47].
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La proteina de peso molecular 57,9 kDA estad formada por una Unica cadena
polipeptidica de 503 residuos de aminoécidos y un grupo hemo protésico en su sitio
activo (Figura 13) [46]. Se expresa ampliamente en muchos tejidos, incluidas las
gonadas de ambos sexos [47]. En los hombres, se expresa en los testiculos y las
glandulas accesorias, donde mantiene altos niveles de estradiol necesarios para la
espermiogénesis, la maduracion y la motilidad de los espermatozoides [48]. En las
mujeres, se expresa principalmente en los ovarios y en la placenta. Ademas,
también se expresa en los tejidos adiposos periféricos de hombres y mujeres

posmenopausicas [48].

Androstenediona

Figura 13.Ubicaciones de las variantes CYP19A1 en la estructura de la proteina. El residuo R264 en CYP19A1 estd
expuesto en la superficie y ubicado en la hélice G de la estructura CYP19A1, que forma parte del canal de acceso al
sustrato, y se ha informado ampliamente que es flexible en los citocromos P450 [49].

La proteina CYP19A1 esta implicada en el paso determinante de biosintesis de los
estrogenos y debido a que estos tienen implicaciones en la progresion del cancer
[49], la identificacion de nuevos inhibidores de moléculas pequefas dirigidos contra
CYP19A1 facilita el aumento de la sensibilidad a los farmacos de las células

cancerosas [49].
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2 OBJETIVOS

Objetivo general:
Reposicionar mediante herramientas in silico farmacos comerciales contra
enzima CYP19A1 en CaCU.

Objetivos especificos
1. Realizar el acoplamiento molecular (docking) para predecir la union entre

una macromolécula con un ligando.

2. Realizar la selecciéon de farmacos tomando en cuenta la energia de
acoplamiento y los parametros de Lipinski, Ghose y Veber.

3. Evaluar y seleccionar a los mejores candidatos por docking molecular en
contra de la CYP19Al1 asociada al CaCU para su correcto
reposicionamiento.

4. Analizar bi- y tridimensionalmente los farmacos candidatos, el ligando
enddgeno y el farmaco de referencia.

5. Analizar la informacién clinica de los farmacos reportados en la literatura

para sugerir los candidatos a reposicionamiento y saber sobre su
seguridad y posible aplicacion para tratar el cancer cervicouterino.
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3 METODOLOGIA.

El trabajo de investigacion se realizd por medio de las plataformas bioinforméaticas

para el reposicionamiento de farmacos usando como blanco molecular a la

CYP19A1 (Figura 14).

Obtencion
de la diana
de interés

Y

@RUGBANK
Lista de
farmacos

por
DrugBank
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Schrodinger

Criterios
energéticoy

de Lipinshi,

GhoseyVeber
Docking Considerar Igs. reglas
Molecular por farmacoldgicas
medio del
software

Analisis espacial
(figura 3D) y analisis
interaccional (figura
2D)

Figura 14. Diagrama aplicado para el reposicionamiento de fdrmacos.
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3.1 Obtencion de ligandos
La obtencién de farmacos se realiz6 mediante la base de datos DrugBank buscando

las moléculas con buena afinidad experimental en contra de la diana seleccionada
(CYP19A1) [50]. Se seleccion6 como farmaco de control a exemestano [51]. Toda
la base de datos y farmaco de referencia fueron preparados a condiciones
fisiologicas en el modulo LigPrep de Schrodinger [52].

3.2 Obtencidén de la diana
Mediante la base de datos PBD se seleccion6 la estructura CYP19A1 de citocromo

P450 de aromatasa con su cédigo de acceso PDB ID: 3S79 [53], la proteina se
modelo en condiciones fisiologicas a pH de 7.4 y temperatura de 37.5 °C en el

modulo Protein Preparation Wizard [54].

3.3 Docking Molecular
El acoplamiento molecular fue realizado en el software Schrodinger en el médulo

Glide [55], con libertad de giro por parte de las Ser, Try, Glu, Cys en el sitio catalitico
de la CYP19A1 previamente preparado de acuerdo con el protocolo reportado en la

literatura [56], con un modo de extra-precision.

3.4 Anélisis de datos
Se utilizé el software de Microsoft Excel para el analisis de los datos obtenidos,

haciendo una seleccion de acuerdo con estado de protonacién y estados
tautoméricos, para posteriormente descartar las moléculas con una EA baja
respecto a los ligandos enddgenos y el farmaco comercial de control. Para las
estructuras restantes se analizaron las diversas propiedades farmacocinéticas
evaluadas por Schrodinger mediante los tres criterios de Lipinski [57], Ghose [58] y
Veber [58], para proceder a estudiar sus efectos adversos y seleccionar los
candidatos a reposicionamiento, las imagenes bi y tridimensionales se obtuvieron

en el visor Maestro del software Schrodinger.
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4 DISCUSION DE RESULTADOS
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Figura 15. Proceso para la seleccion de los farmacos candidatos para el reposicionamiento (docking molecular).

En la Figura 15 se le da importancia al proceso exhaustivo para la seleccion de
farmacos, ya que el reposicionamiento de farmacos como alternativa en la
bdsqueda de nuevos tratamientos contra patologias como el cancer cervical es una
opcién viable particularmente buscando interacciones dirigidas, como lo es en el
caso de inhibidores de la produccion de estrégenos via inhibiciéon de CYP19A1. A
partir de esta proteina preparada in silico en condiciones fisiol6gicas y la base de
datos DrugBank se llevé a cabo el docking molecular, en el sitio activo de la enzima
obteniendo asi las energias de acoplamiento, para posteriormente realizar el
andlisis de los efectos secundarios reportadas, determinando los ideales y
correctos, asi mismo se utilizaron los criterios de Lipinski, Ghose y Veber, estos tres
son esenciales para evaluar compuestos y verificar que cumplan con su funcién
farmacolégica para su posible administracion oral. Por udltimo, se realizd la
conformacion espacial e interaccional, para analizar los efectos adversos y proponer

candidatos a reposicionamiento.
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4.1 Andlisis de datos

La primera fase de estudio consté en analizar los datos obtenidos de energia de
acoplamiento molecular, para el andlisis se procedio a la validacion del cristal y el
proceso de acoplamiento con el sustrato natural, es decir, la androstenediona. En
la figura 16, podemos observar que se encuentra en conexion directa al grupo hemo
del sitio catalitico ademas de presentar una energia de acoplamiento de -9.365

Kcal/mol, siendo este el marco de referencia para el reposicionamiento.
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Figura 16. Acoplamiento de la androstenediona en el sitio catalitico de la CYP19A1

4.1.1 Criterio energético

La energia de acoplamiento resultante en los estudios por acoplamiento molecular
se relaciona con la energia libre de Gibbs y representa la suma de todas las
interacciones presentes en el ensayo; entre menor es el valor mayor es la
probabilidad de que el ligando elegido interaccione con la diana de interés. Para
cada una de las proteinas de estudio se establecieron controles de tipo inhibidor o
ligando endégeno como referencia de los valores de energia de acoplamiento que

debian superar o igualar los farmacos candidatos de la base de datos.

Posteriormente se procedi6 a aplicar el criterio energético en la base de datos que
esta conformada por 2500 farmacos de los cuales solo por 928 farmacos han sido

aprobados por la FDA, de los cuales dos presentaron posibilidad de interaccion en

28




el sitio activo de la enzima el farmaco a reposicionar y el farmaco comercial.
Después se inicio con el proceso de eliminacién de las estructuras repetidas por
que de acuerdo a sus propiedades quimicas no cumplen con la FDA, quedando asi
estructuras con una mejor EA, para que la probabilidad de interaccion sea mayor
con la diana de interés, como segundo paso fue la busqueda de los ligandos
enddgenos, por lo que se realiz6 el docking molecular ya que este nos permite hacer
un célculo de que tan estable ser& el complejo ligando-proteina, y observar asi que
las condiciones fisioldgicas sean eficaces, como resultado del ligando enddgeno fue

la androstenediona (Tabla 3).

LIGANDO ENDOGENO ENERGIA DE ACOPLAMIENTO
(KCAL/MOL)
Androstediona -9.365

Tabla 2.Ligando enddgeno con su energia de acoplamiento.

A fin de lograr una inhibicibn competitiva por parte de los candidatos a
reposicionamiento se procedié a seleccionar moléculas con una EA superior a
sustrato enddgeno, con este criterio se generé un resultante de 535 farmacos

restantes, para evaluar a estos se consideraron los siguientes criterios.
4.1.2 Criterios de Lipinski, Ghose y Veber

Existen propiedades fisicoquimicas particulares que comparten los farmacos
aprobados por FDA las cuales incluyen peso molecular, hidrofobicidad, polaridad,
etc. Las moléculas que cumplen con dichas caracteristicas se definen como
“druglike”. Estas propiedades son importantes ya que brindan informacion sobre el

desemperio de las moléculas en sistemas in vivo.

Con la finalidad de filtrar compuestos para un posterior analisis clinico se aplicaron
como factores de inclusion los parametros de; a) Lipinski (peso molecular <500, logP
< 5, aceptores de puentes de hidrégeno <10, donadores de puentes de hidrogeno <
5) b) Ghose (peso molecular 160-480, logP -0.4 a 5.6, refractariedad molar 40-130,
atomos 20-70) y c) Veber (PSA <140 y N° de enlace que puede rotar <10). Estos
parametros se utilizaron para determinar la biodisponibilidad, permeabilidad y

absorcion de una molécula.
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Farmacos de la base de datos que no cumplieron o no cumplieron con estos criterios
fueron clasificados como: “1” significa que cumplen el criterio y “0” es que no
cumplen. Como primer lugar se observé que el E, que tuvo una EA mayor que del
ligando enddgeno (androstenediona) ya que se necesita que su EA sean mas afin
a la proteina, y que, de todas las estructuras obtenidas, pero esta no cumple con el
criterio de Veber (PSA <140 y N° de enlace que puede rotar <10), por lo que se

eliminé de la lista.

Tabla 3. Estradiol, se desglosa el DRUGBANK-ID (DB-ID), nombre genérico, la energia de afinidad, Clase ATC, el
cumplimiento de las reglas de Ghose, la de cinco y Veber (donde 1 es Sl'y 0 es NO).

DATA GENERIC DOCKING JCHEM JCHEM JCHEM

BASE NAME SCORE GHOSE RULE OF VEBER
FILTER FIVE RULE

DB00783 Estradiol -11.10 1 1 0

En la tabla 5 se muestra un farmaco del grupo de las fenotiazinas, por lo que no
cumple con la regla de Ghose ni de Lipinski, siendo eliminado de la lista, por lo que
este actla bloqueando los receptores cerebrales de la dopamina. La pimozida evita

la sobreestimulacién, ayudando asi al control de la enfermedad mental.

Tabla 4. Pimozida, se desglosa el DRUGBANK-ID (DB-ID), nombre genérico, la energia de afinidad, Clase ATC, el
cumplimiento de las reglas de Ghose, la de cinco y Veber (donde 1 es Sl'y 0 es NO).

DATA GENERIC DOCKING JCHEM JCHEM JCHEM

BASE NAME SCORE GHOSE  RULEOF  VEBER
FILTER FIVE RULE

DB01100 Pimozida -9.71 0 0 1

Al considerar los anteriores criterios quedaron 94 farmacos (tabla 6), se pudo
observar que cumplen con los tres criterios (Lipinski, Ghose y Veber), ya que solo
un farmaco que es la nomifensina que cumple con una EA mayor a la
androstediona (ligando endogeno), por lo que este farmaco puede ser mas estable,
ya que es un mejor inhibidor que el farmaco comercial (exemestano), debajo de
estos dos se muestra en la tabla ejemplos de farmacos (color blanco) que cumplen
con los tres criterios pero que no superan la EA del ligando enddgeno, por eso se

eliminaron los 92 farmacos restantes.
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Tabla 5. Dentro de los candidatos farmacoldgicos de interés, se realizd un filtrado de acuerdo con el cédigo ATC

JCHEM JCHEM
DOCKING JCHEM
DATABASE GENERICNAME CODE ATC GHOSE RULE OF
SCORE VEBERRULE
FILTER FIVE
DB04821 Nomifensina -9.97 NO6AX04 1 1 1
DB00990 Exemestano -9.78 L02BGO06 1 1 1
DB08801 Dimentindina -8.99 D04AA13 1 1 1
DB00934 Maprotilina -8.67 NO6AA21 1 1 1
DB01273 Vereniclina -8.62 NO7BAO3 1 1 1
DB09225 Zotepina -8.42 NO5AX11 1 1 1
DB09084 Benzydamina -8.34 A01ADO02 1 1 1
DB01246 Alimemazina -8.22 RO6ADO1 1 1 1
DB06126 Asenapina -8.20 NO5AHO5 1 1 1
DB12474 Linestrenol -8.14 G03AC02 1 1 1

La clasificacion ATC ( Anatomical Classification Therapeutic) es un sistema europeo
de codificacion de sustancias farmacéuticas y medicamentos en cinco niveles, y
subdividido en 14 grupos en total (A,B,C,D,G, H, J, L, M, N, P, R, S, V) con arreglo
al sistema u organo efector y al efecto farmacoldgico. Ademas, incluye las
indicaciones terapéuticas y la estructura quimica de un farmaco. Cada farmaco tiene
un codigo ATC, y éste se especifica en la ficha técnica (resumen de las

caracteristicas del producto) del medicamento [61].

En la figura 17 se muestra la predominancia el tipo N, que corresponde a los
farmacos de uso sobre el sistema nervioso, (70%), por lo que el cédigo L
(antineoplasicos e inmunomoduladores), el codigo D (dermatolégicos), el cédigo A
(tracto alimentario y metabolismo), cédigo R (sistema respiratorio) y el cédigo G

(sistema genitourinario y hormonas sexuales) con 10% cada uno.
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Figura 17. Codigos ATC ( Anatomical Classification Therapeutic) predominantes.

Dentro de los candidatos farmacoldgicos se realizé el porcentaje de que tipo de
codigo predomina mas, en la figura 17, se observa que el codigo tipo N es de mayor

prevalencia con un 59% que va relacionado con el sistema nervioso.

En algunos tipos de cancer necesitan estrégeno para poder crecer. Sin embargo,
se ha observado que, al inhibir la aromatasa, las células cancerosas inhiben su
crecimiento. El exemestano es un inhibidor de la aromatasa, que actua al disminuir
los niveles de estradiol en el organismo. El exemestano se une a la aromatasa, lo
gue ocasiona un cambio conformacional de la proteina de una manera
permanente. Este cambio "desactiva" la aromatasa, de modo que ya no puede
producir estrogeno. Por lo que, al bloquear la produccién del estrogeno, las células

cancerosas son incapaces de sobrevivir.

De acuerdo con los criterios que se mencionaron anteriormente, solo se obtuvo 1
candidato cuya energia de acoplamiento fue mayor a la del ligando endégeno
“androstenediona”, por lo que se evaluaron sus efectos adversos conocidos de la

Nomifensina (Tabla 7).
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Farmaco Via de Nombre Efectos adversos
Candidato Administracién comercial
(VA)
Nomifensina Oral Merital Sintomas paranoides,

SRS

somnolencia o insomnio ,dolor
de cabeza y sequedad de boca .
Los efectos secundarios que
afectaron al sistema
cardiovascular incluyeron
taquicardia y palpitaciones

, pero la nomifensina fue
significativamente menos
cardiotoxica que los
antidepresivos triciclicos
estandar.

Tabla 6. Fdrmaco Candidato de mayor interés describiendo su via de administracion (VA), nombre comercial, y sus

efectos adversos.

Para analizar la informacién clinica (tabla 6) se recopil6 informacién en las bases

de datos DrugBank, PubChem, Drugs.com y ATC, relacionada con:

v" Uso o tratamiento actual
Toxicidad

Efectos adversos
Contraindicaciones

Formulacién

AN NN N YN

Mecanismo de acciéon

Lesiéon hepatica inducida por farmacos (DILI, por sus siglas en inglés)

Se descartaron los farmacos con reportes de toxicidad, efectos adversos o

contraindicaciones graves. Por otro lado, la formulacién oral se consideré mejor ya

gue las quimioterapias tienen muchos efectos adversos tales como: nefrotoxicidad,

neurotoxicidad, etc.

Por ultimo, el uso o tratamiento actual y el mecanismo de accion es informacién

relevante para posterior ensayo clinico, ya que, son aspectos que deben

considerarse de acuerdo con el perfil de los pacientes.

De esta manera, la nomifensina es un inhibidor de la recaptacion de norepinefrina-
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dopamina, un farmaco que aumenta la norepinefrina y dopamina sinapticas
disponibles para los receptores al bloquear los transportadores de recaptacion de
dopamina y norepinefrina. En la década de 1970, la nomifensina se investigo para
Su uso como antidepresivo y se descubrio que es til en dosis de 50 a 225 mg por
dia, tanto motivador como ansiolitico. El efecto adverso mas grave correspondia a
taquicardia, por lo que su uso en pacientes con problemas cardiacos estaria
limitado.

La propuesta de los farmacos para reposicionar se llevd a cabo mediante los
estudios en el que se incluyo tanto la informacion del acoplamiento molecular como
la informacién clinica disponible. Es decir, solamente aquellos farmacos que
pasaron los filtros y los aspectos clinicos se consideraron como candidatos.

Dentro de las moléculas destaco el ligando enddgeno (referencia), asi como al

inhibidor comercialmente y al farmaco a reposicionar, (Figura 18).

a) Androstenediona b) Exemestano c) Nomifensina
2 |
N

SACH

Figura 18. Estructuras de los compuestos a evaluar en el andlisis in silico a)Ligando enddgeno, b)Inhibidor comercial
c)Fdrmaco a reposicionar

4.2 Andlisis de resultados a nivel espacial

Para realizar este analisis se debe tener en cuenta la energia de afinidad, ya que
este es un parametro que predice la interaccién entre el ligando junto con la diana
farmacoldgica. Por lo que es importante que la molécula de interés se encuentre en
el sitio activo para asegurar que puede ejercer la funcidon bioldgica deseada y que
actue de manera correcta para el CaCU, es por ello la importancia de realizar un
analisis espacial. Utilizando la suite Schrodinger se analizé la proteina, estudiando
todas las conformaciones energéticamente para determinar las interacciones

presentes en el complejo enzima-inhibidor/sustrato.
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Figura 19. Estructura de la CYP19A1 (aromatasa)

4.2.1. 4-Androst-4-ene-3,17-dione

En la figura 20a se muestra el ligando enddégeno (color rosa) se encuentra
especificamente en el sitio activo de la proteina. La figura 20b se muestra como el
ligando se ubica cerca de la hélice C-F y la hélice F-G interactia con la proteina
CYP19A1 (color verde). EI C-19 actta con la hélice C-F, y el grupo metilo adopta

una conformacioén cercana a la hélice 10.

Figura 20. Resultados espaciales del acoplamiento molecular de androstenediona
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4.2.2 6-Methyleneandrosta-1,4-diene-3,17-dione

En la figura 21a se muestra que los hidrégenos en la posicién 6 en la androst-4-ene-
3,17-dione (color rosa), y la 6-metilenandrosta-1,4-diene-3,17-dione (color morado),
los hidrégenos en la posicion 6 se reemplazan por un doble enlace a un grupo
metileno, el cual se encuentran interaccionando en el mismo sitio receptor, con una
cercania a las hélices C-F y F-G respectivamente, por lo que el grupo metilo sefiala
una direccion hacia la hélice H y la hélice 10. En la figura 21b se muestra
superposicion entre el exemestano y la androstenediona y mostrar que estan en el
mismo sitio activo, debido a esta interaccion este farmaco comercial actia como un

excelente inhibidor para la enzima.

Figura 21. Resultados espaciales de acoplamiento molecular de androstenediona con exemestano.

4.2.3 2-methyl-4-phenyl-1,2,3,4-tetrahydroisoquinolin-8-amine

En la figura 22a se muestra que la nomifensina presenta un grupo fenilo y amino en
las posiciones C-4 y C-8, respectivamente, se acomoda especificamente en la
region del sitio activo de la proteina, ya que es indicativo por lo que podria funcionar

como inhibidor de la proteina ya que hay selectividad en el mismo sitio de accion.

Por otro lado, en la figura 22b muestra que la regiéon de la cadena lateral que
contiene el anillo aromatico con el sustituyente de la amina proyecta hacia la hélice
B.
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a) b)

Figura 22. Resultados espaciales del acoplamiento molecular de la nomifensina

Por lo anterior la figura 23c muestra que la androstenediona y el exemestano se
acoplan especialmente con ambos anillos de la nomifensina, por lo que se sugieren
interacciones favorables entre el ligando, el inhibidor comercial y el farmaco a
reposicionar. En la figura 23d muestra superposicion entre la androstenediona y el
farmaco de la nomifensina, ya que estos se encuentran en el sitio activo lo que

sugiere inhibicion competitiva.

c) d)

Figura 23. Resultados espaciales del acoplamiento molecular de la nomifensina.
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4.3 Analisis interaccional

En ese andlisis in silico corresponde al ultimo nivel denominado interaccional, en
donde aqui se analizara a nivel molecular los tipos de interacciones no covalentes
entre el ligando y el receptor, por lo que debido a que se ha mencionado, las
moléculas que presentan actividad moduladora de los receptores de hormonas
esteroideas deben presentar interacciones con los residuos importantes en el sitio

activo.
4.3.1 4-Androst-4-ene-3,17-dione

En la figura 24a se observa la estructura del ligando enddgeno con sus residuos de
aminoéacidos, en donde se muestra que presentan dos interacciones por puentes de
hidrogeno la primera es con el residuo de ARG:115 y la segunda con MET:374 en
el grupo carbonilo, al igual que se observa la interaccion de alquilo con HEM:600

por lo que actla en el ciclohexano ambas interacciones con ambos residuos.
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e

Figura 24. Andlisis interaccional de androstenediona.

En la figura 25b muestra el residuo de la TRP:224 en color amarillo y este presenta

una interaccion de tipo alquilo (rosa), por lo que también interacciona con la hélice
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F-G (color amarillo) y en la figura 25¢ se muestra a VAL:370 con interaccion de -

alquilo en el metilo con VAL:370 en la hélice c-terminal.

Figura 25. Andlisis interaccional de la androstenediona con residuos

4.3.2 6-Metilenandrosta-1,4-diene-3,17-dione

Como podemos observar en la imagen 26a se muestran los mismos residuos de
aminoacidos que en el ligando enddgeno (androstenediona), solo que a excepcion
de la PHE: 221 (color amarillo) interacciona con alquilo en el grupo funcional de
metileno como lo muestra la 26b. En el inhibidor comercial se puede observar a la
ARG:115 que es un aminoacido hidréfobo y la MET:374 polar interaccionan con

puentes de hidrogeno, la VAL:370 es no polar y el TRP:224 es no polar,
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Figura 26. Andlisis interaccional del exemestano
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4.3.3 2-Metil-4-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-8-amine

En la figura 27a muestra que los P-450s, las cuales son hemoproteinas cataliticas,
por lo que interaccionan con el grupo HEM A:600 en donde las hélices | y L
altamente conservadas y estan en contacto directo con el grupo HEM. El puente de
hidrogeno establecido entre el grupo amina es el sustituyente amino en la posicion
C-8, el cual tiene como residuo de la LEU A: 477 y LEU A:372 son de tipo no polar,
ya que en su cadena lateral no tiene ningin &tomo que pueda establecer puentes
de hidrogeno, En la imagen 27b se muestra el anillo aromatico haciendo interaccion
con el residuo PHE:134 que es no polar y tiene una interaccion de 1T este tipo de
interaccién es -1 apilada, por lo que VAL:370 (no polar), ALA:306 (no polar) e

ILE:133 (no polar) poseen una interaccion 1 alquilo.
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Figura 27.Andlisis interaccional del fdrmaco a reposicionar

Cuando se compara el farmaco propuesto a reposicionar, surge la interrogante si
este pudiera superar a la testosterona, segundo sustrato de la CYP19A1, ya que su
acoplamiento present6 una energia de -10.483 kcal/mol, la nomenfensina no podria

desplazarla al igual que examestano haria selectividad sobre el sustrato de la
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androstenediona. En la figura 28, podemos observar que esta diferencia

puntalmente radica en la formacion de un puente de hidrogeno con la Met 374.

Figura 28. formacion de un puente de hidrogeno con la Met 374.

Al revisar la base de datos completa notamos que el estradiol es el Unico que puede
superar a la testosterona, esto sugiere la regulacién que existe a los altos niveles
de estradiol en el cuerpo, lo cual se puede generar una inhibicion competitiva, por
lo que para disminuir la formacion de este a partir de la testosterona, pero asi partir
de la androstediona, ademas el bloqueo desregulado de la CYP19Al1l puede
aumentar la actividad de la 5a-reductasa, generando altos niveles de andrégenos,
por lo que la nomifensina resulta un candidato excelente para un reposicionamiento

minimizando posibles alteraciones hormonales.
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CONCLUSIONES

El reposicionamiento de farmacos ofrece innumerables ventajas sobre diversos
métodos del desarrollo de farmacos, con el fin de encontrar nuevos farmacos para
innumerables enfermedades, es por eso que para la realizacion y el estudio del
reposicionamiento de farmacos se emplean importantes herramientas

bioinformaticas como el docking molecular.

Los resultados obtenidos sustentan que el farmaco a reposicionar (nomifensina),
presentd una energia de afinidad superior al ligando endégeno, lo cual lo hace un
candidato ideal para reposicionarlo para interaccion con la CYP19A1 (-9.97
kcal/mol) en el primer lugar. Este farmaco cumple con todos los criterios de Lipinski,
Ghose y Veber, sus caracteristicas son ideales para su reposicionamiento como

tratamiento en el CaCuU.

Ademas, posee pocos efectos secundarios y son leves, en comparacion con el
farmaco de referencia, por lo que este farmaco se propuso como un inhibidor de
esta enzima. También tiene buena absorcion cuando se administra por via oral,
siendo recomendable para los pacientes con cancer comparado con el tratamiento

con quimioterapias que tiene muchos efectos secundarios graves.

El analisis espacial e interaccional da evidencia de superposicion entre el ligando
endoégeno y el farmaco a reposicionar por lo que estos se encuentran
especificamente en el sitio activo, por lo que es indicativo que pueden funcionar

como inhibidores especificos.

La nomifensina es ideal para el reposicionamiento con CYP19Al y ser utilizado
como alternativa de tratamiento en pacientes con CaCuU.
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