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Resumen

Actualmente, existen una amplia variedad de opciones terapéuticas que sirven para
el tratamiento del cancer, sin embargo, las células cancerosas son capaces de
adaptarse y volverse resistente a ellos, conllevando la disminucién o perdida de la
efectividad del tratamiento y por ende el avance de la enfermedad. Ejemplo de esto,
se da en las etapas avanzadas del cancer de prostata, donde la castracion quimica,
con el paso del tiempo pierde efectividad y la enfermedad pasa a un cancer de
préstata resistente a la castracion.

La etapa de resistencia a la castracion del cancer de prostata se ha atribuido a dos
mecanismos moleculares principales: el primero se relaciona con el mal
funcionamiento y la activacion del receptor de andrégenos, que desencadena la
activacion de genes de proliferacion de las células y el segundo que son las vias
independientes al mismo, donde la enzima CYP17A1 tiene un papel importante para
la produccién enddégena de andrégenos. Siendo los farmacos inhibidores de la
actividad de la CYP17A1 y la activacion del receptor de andrégenos son la eleccion
para tratar este estadio del cancer.

En el presente trabajo se estudiaron mediante métodos computacionales a ocho
estructuras derivadas de la sapogenina diosgenina, una molécula que se ha
reportado tiene poder anticancerigeno y utilizando dos plataformas de acoplamiento
molecular y las metodologias de acoplamiento flexible de AutoDock VINA y la de
ajuste inducido de Schrédinger se determind que todas tienen afinidad por el sitio
activo la CYP17A1 y Unicamente cuatro tienen por el sitio de unién a ligando del
receptor de androgenos. Con los resultados del acoplamiento se determino la
actividad inhibitoria de las moléculas basandose en las energias de interaccién y su
interaccion con los residuos clave de ambas proteinas, donde los resultados de
AutoDock VINA indican a las moléculas: 5aOHLaxo, oxima-i-esteroide Yy
glyiesteroide como inhibidores especificos de la enzima CYP17A1. Mientras que,
con base a los resultados obtenidos con el software Schrodinger, la diosgenina,
5a0OHLaxo y oxima-i-esteroide son las que pueden tener esta actividad. También se
realizo el acoplamiento de las sapogeninas con la enzima CYP21A2, esto para
proponer aquellas estructuras que fueran a inhibir a la CYP17A1 y no a otra, los
resultados mostraron que el Unico posible inhibidor especifico de la CYP17A1 es la

molécula oxima-i-esteroide.



Adicionalmente, debido a que los resultados mostraron que es dificil inhibir
Unicamente a la CYP17A1, se estudid de manera bioinformética los sitios activos de
las dos enzimas CYP utilizadas y se obtuvo que a nivel estructural y nivel de
secuencia se conservan los residuos Arg239, Glu305, Thr306, Val366, Asp298 y
Val489 de la CYP17A1 con la Arg234, Glu295, Thr296, Val359, Asp288 y Val470 de
la CYP21A2, los cuales interaccionan en ambas enzimas con las moléculas
estudiadas y causan que el Unico inhibidor especifico para la CYP17A1 de las ocho

estructuras estudiadas sea el oxima-i-esteroide.
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Capitulo 1

Introduccioén

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es un conjunto de
enfermedades caracterizado por la rapida proliferacion de células anormales con
origen en cualquier region del cuerpo y con la capacidad de extenderse a regiones
ya sean adyacentes o distantes del cuerpo [1]. En 2020, cerca de 10 millones de
personas murieron a causa del cancer, convirtiéndola en la primera causa de muerte
a nivel mundial [2]. Estadisticas del mismo afio, posicionaron al cancer de mama,
cancer de pulmon y cancer de prostata como los mas diagnosticados, siendo el
cancer de pulmén e higado, asi como el de estbmago los mas mortales [3].
Actualmente, se cuenta con una amplia variedad de tratamientos quimioterapicos y
antineoplasicos que se utilizan en la lucha contra el cancer. Pero, la generacién de
resistencia por parte de las células cancerosas ha llevado a la busqueda o
desarrollo de nuevas moléculas que puedan servir como tratamientos de esta
enfermedad. Bajo este contexto, la identificacion y extraccion de compuestos
naturales ha cobrado gran importancia debido a que, por miles de afios, las plantas
se han utilizado para prevenir y tratar diversas enfermedades como el cancer y la
diabetes.

Especificamente, los esteroides de origen natural o sintético han sido una clase de
compuestos que han mostrado una gran variedad de muchas actividades bioldgicas,
volviéndolos un area de interés en la investigacion cientifica [4,5]. En la oncologia
son ampliamente utilizados debido a los beneficios que tienen en el paciente y los
efectos anticancerigenos que pueden presentar [6]. Entre los esteroides sintéticos
gue se usan en el tratamiento del cancer se tiene por ejemplo a los compuestos de
prednisolona, metilprednisolona, dexametasona [7] y la fluoximesterona [8].

Los compuestos naturales con actividad biolégica comprobada pueden servir como
base para el disefio y sintesis de nuevos compuestos [9,10], abriendo una ventana
de oportunidad para mejorar la actividad intrinseca que un compuesto puede tener o
puede darle un nuevo efecto.

En este trabajo se estudia mediante métodos in-silico a derivados de sapogeninas
sintetizadas por Carrasco y col., [11] buscando su aplicacion en el tratamiento para

el cancer de prostata resistente a la castracion (CPRC).



La estructura que esta tesis es la siguiente:

Capitulo 1 Introduccion: Se presenta un panorama general de las estadisticas del
cancer a nivel mundial, asi como la importancia del uso de esteroides naturales o
sintéticos como un tratamiento para esta enfermedad.

Capitulo 2 Antecedentes: En este capitulo se presentan los antecedentes del cancer
de prostata, donde, por ejemplo, se mencionan las generalidades del padecimiento,
su tratamiento y su avance a un fenotipo de resistencia a la castracion, incluyendo
sus mecanismos moleculares. También, se mencionan las caracteristicas quimicas
de las sapogeninas y mecanismos de accién de diosgenina, asi como la estructura
base de las moléculas estudiadas. Adicionalmente, se mencionan las caracteristicas
moleculares de las enzimas estudiadas, al igual que los datos de acoplamiento en la
CYP17A1l ya realizados.

Capitulo 3 Planteamiento, justificacion, hipétesis y objetivos: En este capitulo se
hace mencién acerca del planteamiento del problema, la hipétesis del trabajo y los
diferentes objetivos que se plantean en este trabajo de tesis.

Capitulo 4 Marco tedrico: Para poder desarrollar el presente proyecto, se presenta el
marco teorico correspondiente a las metodologias utilizadas para el desarrollo
adecuado del manuscrito, la cual abarca la parte de quimica cuantica, bioinformatica
y biologia computacional.

Capitulo 5 Metodologia: Se describen las metodologias utilizadas, asi como el flujo
de trabajo para el procesamiento de las diferentes macromoléculas y moléculas
pequefias que fueron utilizadas. Para ello, en cada apartado se justifica el uso de
cada metodologia aplicada.

Capitulo 6 Resultados y discusiones: Se exponen los resultados obtenidos de los
diferentes acoplamientos moleculares realizados con las ocho sapogeninas
estudiadas, el analisis del sitio activo entre las CYP17Aly la CYP21A2.

Capitulo 7 Conclusiones: Se recapitula los resultados mas relevantes obtenidos del
presente trabajo y una perspectiva del trabajo subsecuente a corto plazo.

Capitulo 8 Bibliografia: Finalmente, en este capitulo se enlista y se numeran las
referencias utilizadas para contextualizar y validar el trabajo. Cabe sefialar que en la
parte final del manuscrito también son enlistados 4 apéndices que complementan la

presente tesis de grado.



Capitulo 2

Antecedentes

2.1 Cancer de prostata: Generalidades, tratamiento y etapa de resistencia a la
castracion.

Se habla de cancer de prostata (CPa) o adenocarcinoma de préstata cuando el sitio
de origen de las células tumorales es la prostata, una glandula accesoria del
sistema reproductor masculino, cuya funcion principal es la secrecién de fluidos
constituyentes del semen, asi como la produccion de hormonas androgénicas. Las
estructuras funcionales de esta glandula son los acinos que estan compuestos por
células epiteliales y estromales [12], con predominio de las células glandulares que
segregan el antigeno prostatico especifico (PSA) [13]. Investigaciones hechas por
Lee & Shen han demostrado que las células luminales y basales del epitelio son los
dos linajes celulares de la prostata mas susceptibles a dar origen a un tumor
maligno [14].

Desde hace afios es sabido que el crecimiento, diferenciaciéon y mantenimiento de la
actividad de la glandula prostética, es dependiente de los andrégenos [15],
hormonas sexuales derivadas del metabolismo de los esteroides y cuya funcién es
promover el desarrollo de las caracteristicas sexuales del hombre. La testosterona
es el androgeno mas conocido, el cual al ser metabolizado por las células de la
préstata es convertido a dihidrotestosterona (DHT), la cual es considerada el
andrégeno mas potente del cuerpo, por su alto acoplamiento con el receptor de
androgenos y su estrecha relacion con el crecimiento de la prostata [16]. Es
atribuida a la relacion metabolismo prostatico-sefializacion de androgenos, el origen
y el avance del cancer de prostata a un fenotipo resistente a la quimioterapia y
castracion [17-19].

La Sociedad Americana del Cancer (American Cancer Society) menciona que, para
clasificar los distintos niveles de céancer de préstata, se utiliza el sistema de
Gleason, una puntuacion basada en el grado de similitud entre las células en el
tejido canceroso y las células del tejido normal cuando son observadas bajo el
microscopio [20]. En la puntuacion de Gleason se evaluan tanto la arquitectura
primaria 0 mas predominante como la segunda mas visible o secundaria del tumor,

evaluando los resultados con valores que van desde 1 hasta 5 [21].



Adicional a la puntuaciéon de Gleason, el estado patologico se puede medir con el
sistema de clasificacion TNM (ver Tabla 1), desarrollado por el Comité Conjunto
Estadounidense sobre el Cancer (American Joint Committee on Cancer), el cual
considera aspectos como la extension del Tumor (T), envolvimiento de los nodos
linfaticos (N), presencia de metastasis (M), la concentracion de PSA y la puntuacion
de Gleason [22].

Tabla 1: Sistema de clasificacion TNM para cancer de prostata basada en el AJCC
Cancer Staging Manual [23]

Estadio T N M PSA (ng/ml) | Gleason

Tla-c NO MO <10 <6
! T2a NO MO <10 <6
Tla-c NO MO PSA<20 7
Tla-c NO MO PSA=10 <20 <6
lla T2a NO MO PSA=10 <20 <6
T2a NO MO PSA<20 7
T2b NO MO PSA<20 <7

T2c NO MO Cualquiera | Cualquiera

lIb T1-2 NO MO PSA=>20 Cualquiera
T1-2 NO MO Cualquiera >8

1] T3a-b NO MO Cualquiera | Cualquiera

T4 NO MO Cualquiera | Cualquiera

\Y Cualquiera N1 MO Cualquiera | Cualquiera

Cualquiera | Cualquiera M1 Cualquiera | Cualquiera

Tla: Cancer presente en menos del 5 % del tejido extirpado.T1b: Cancer presente en el 5 % o0 mas
del tejido extirpado. T1c: Cancer diagnosticado por biopsia debido a un elevado nivel de PSA. T2a :
El tumor ha invadido la mitad (0 menos) de un lado de la prostata.T2b: El tumor se ha propagado a
mas de la mitad de un lado de la préstata, pero no a ambos lados.T2c: el cancer ha invadido ambos
lados de la préstata.T3a: El tumor se ha desarrollado fuera de la prostata; sin embargo, no se ha
propagado a las vesiculas seminales.T3b: El tumor se ha diseminado a las vesiculas seminales.T4:
el tumor se ha propagado a los tejidos proximos a la prdstata distintos de las vesiculas seminales.NO:
El tumor no se ha propagado a los ganglios linfaticos cercanos. N1: El tumor se ha propagado a los
ganglios linfaticos cercanos.MO: El cancer no ha hecho metéstasis a otras areas del cuerpo mas alla

de los ganglios linfaticos cercanos. M1: El cancer ha hecho metéastasis a partes distantes del cuerpo.
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Las opciones de tratamientos para el cancer prostatico dependen del estadio en el
gue se encuentre. Si el tumor se encuentra localizado, algunas de las opciones mas
recomendadas son: Vigilancia activa, prostatectomia radical, radioterapia de haz
externo (XRT), braquiterapia y crioterapia. Mientras que, si el tumor es recurrente
después de la terapia local o se ha vuelto metastasico se dice que esta en etapas
avanzadas y las opciones recomendadas son: Terapia hormonal, quimioterapia o
bien opciones emergentes [24].

Especificamente, con la terapia hormonal se busca por todos los medios reducir los
niveles de andrégenos en el organismo y con esto evitar la activacion del receptor
de andrégenos. Esta accion de bloquear la produccion de andrégenos se llama
castracion y puede realizarse de manera quirdrgica o quimica [25].

La castracién quirdrgica busca remover los testiculos y asi evitar la produccion de
andrégenos, mientras que la castracion quimica o también conocida como terapia
de privacion de androgenos (ADT), busca con medicamentos cuyo principio activo
sea antagonista de la hormona liberadora de la hormona llamada luteinizante o
LHRH, bloguear la sefializaciéon de la produccién de los andrégenos [26].

En los dltimos afios, el uso de la ADT se aplica en pacientes con cancer de préstata
cuando se encuentra en etapa avanzada. Las estadisticas del uso de la ADT son
buenas, mostrando tasas de respuesta que van del 80%-90% [27]. Adicionalmente,
en el cancer de prostata de bajo riesgo, el 85% de los pacientes que aceptan la ADT
postoperatoria obtienen una tasa de supervivencia promedio de por lo menos 5 afios
[28]. Ademés, por si sola la ADT ha mostrado una efectividad entre el 80-90% en los
pacientes ayudando a bajar los niveles de PSA en el suero sanguineo de personas
con metastasis [29].

A pesar de los datos estadisticos de efectividad que han mostrado los tratamientos
de la ADT contra el cancer de prostata, desafortunadamente la efectividad de estos
disminuye entorno a los 2-3 afos posteriores a dichos tratamientos, lo cual se refleja
en el alza de la concentracién de testosterona a niveles mayores de 20 ng/dl [30] en
el plasma sanguineo. Siendo en este punto que el cancer se denomina cancer de
prostata resistente a la castracion (CPRC), el cual tienen una baja prognosis y una
vida media del paciente de 16-18 meses [31].

El CPRC se ha relacionado con diferentes mecanismos moleculares que llevan a su
desarrollo, teniendo como principales responsables por ejemplo la via relacionada

con el receptor de andrégenos o RA y las vias independientes al mismo, las cuales
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se pueden observar en la Figura 1 [32]. Entre las vias dependientes del receptor de
andrégenos se incluye la amplificacion de su gen y la sobreexpresion de la proteina,
mutaciones puntuales, expresion de variantes resultantes del splicing, alteracion en
la expresion de co-reguladores, modificaciones post-translacionales aberrantes y la
sintesis de hormonas esteroides intratumorales [33].

Andrégenos
Adrenales Receptor Tirosina
Quinasa
(o= +
Citopl / Tirosina Quinasa
itoplasma 4z
P 5a-Reductasa Produccién no Receptora

L g e

Ligandos Altematwos, Ruta
‘ ' Glucocorticoides, alterna K
Progesterona, Androgenos w
Adrenales, efc.
a@® .

Variantes —
de RA
(- J
Thapd0 |
S
} JEET
‘\ Ny 7, Activacion
}' :. Aberrante
F 4 (oo |
Variantes w Modificacién
de RA A lifi 2= de
\ m;()je ﬁ"}f o Coreguladores
Nucleo
Complejo
Regulacién Coregulador Reclutamiento ¥
Transcripcional de Cofactores

Crecimiento y ¢
Regulacién de
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Figura 1: Principales vias y mecanismos moleculares implicados en el desarrollo del

cancer de préstata, tomada de Huang et al. (2018) [32].
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2.2 Saponinas, sapogeninas y diosgenina.

Las sapogeninas son compuestos organicos policiclicos de tipo esteroidal derivadas
de la hidrdlisis de las saponinas, una clase de metabolitos secundarios (glucésidos
esteroidales) sintetizados por las plantas. La estructura completa de la saponina es
mostrada en la Figura 2, esta se compone de una parte sacarida y una no sacarida,
unidas por un enlace glucosidico en el carbono 3. La parte sacarida se compone de
ciertos monosacaridos o cadenas oligosacaridas compuestas ya sea de: Glucosa,
galactosa, manosa, ramnosa, fucosa, etc [34]. Mientras tanto, la parte no sacarida
gue también es conocida como aglicona o sapogenina, puede dividirse en 3 clases:

Triterpenoides glucdsidos, glucésidos esteroides y glucésidos esteroides alcalinos
[35].

Cadena
Sacarida

Aglicona

Figura 2: Estructura general de una saponina.

Las saponinas pueden subdividirse en dos clases dependiendo de la estructura de
la aglicona. Por ejemplo, si cuenta con una estructura central compuesta por 6
anillos, pertenecen a la subclase de los espirostanos y si cuentan con una estructura
de 5 anillos pertenecen a la clase de los furostanos o bisnorlactonico (segun la
funcién del 5to anillo). Ademas, las saponinas se encuentran en una amplia
variedad de especies dicotiledoneas como Glycine Max [36], Hippocastani, Ginseng
[37] entre otras. En plantas de origen mexicano se han encontrado en chaya
silvestre (Cnidosculus chayamansal) [38], gobernadora (Larrea tridentata) y sangre
de drago (Jatropha dioica Sesseé) [39].

Estos compuestos cuentan con una amplia variedad de actividades biolégicas

comprobadas, entre las que se encuentra la citotoxicidad de células cancerigenas
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[40], como la linea MCF de cancer de mama y la linea de cancer en fibroblastos
L20B de cancer [41]. Esta sobre todo comprobado que la actividad anticancerigena
de las saponinas se conserva en la parte de la sapogenina, principalmente cuando
se realiza el proceso de hidrolisis del compuesto (saponina) y se separa en sus dos
componentes (sapogenina y el glicosido) [42].

Por otro lado, la molécula de diogenina es el derivado de la parte no sacarida de la
molécula de dioscina, cuenta sobre todo con la capacidad de reducir los niveles de
glucosa en sangre, suprimir la inflamacién e inducir la apoptosis en una variedad de
células tumorales [43]. Adicionalmente, la molécula de diosgenina es de gran interés
en la sintesis organica debido a su uso como principal precursor de varias drogas
esteroideas como los compuestos de pregnenolona y progesterona [44].

A nivel molecular, los mecanismos anticancerigenos que tiene esta molécula se
relacionan con la interrupcion de la via TNF-a, asi como la capacidad de inhibir la
via de STAT3 relacionada con la proliferacion, invasion y metastasis, Figura 3 [45].

TNF-a IL-6
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Figura 3: Mecanismos a nivel molecular de la molécula de diosgenina con accién

anticancerigena. Fuente: Sethi et al. (2018) [45].

Ademas, se ha comprobado que cuenta con propiedades para inducir apoptosis a
través de la via dependiente de las caspasas [46], inducir la autofagia [47] y volver
sensibles lineas celulares resistentes a ciertos farmacos [48]. Para la realizacion del
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presente trabajo se utilizaron como ensayo ocho moléculas de sapogeninas
derivadas sintéticamente de la diosgenina, las cuales estan compuestas de 6 anillos

(espirostanos) y que son derivadas de la diosgenina.

2.3 Citocromo P450 17A1 (CYP17A1).

El citocromo P450 (CYP450) es un complejo enzimatico capaz de catalizar una
amplia variedad de reacciones quimicas entre las que se destacan la hidroxilacion,
oxigenacion de heteroatomos, liberacion de heteroatomos y formacién de epoxidos
[49], las cuales son necesarias para llevar a cabo el metabolismo de xenobidticos,
drogas y esteroides. En el humano se han encontrado al menos 57 genes diferentes
asociados a CYP450, cada uno con una funcién especifica dentro del metabolismo
[50].

Por otra parte, la proteina esteroide 17-a-hidrolasa/17,20-liasa o CYP17A1 (por sus
siglas Citocromo P450 de la familia 17 subclase A miembro 1) es una enzima
membranal del reticulo endoplasmatico codificada por el gen CYP17A1 en Homo
sapiens [51]. Esta proteina se encuentra localizada en el cromosoma 10, con un
tamafio de 6569 pb, divididos en 8 exones y 7 intrones [52]. La expresion de esta
enzima, segun lo reportado en la base de datos Bgee suite [53], se origina en mas
de 120 tipos celulares distintos, siendo las células de las glandulas adrenales las
gue mas lo expresan, seguido de las de testiculo y prostata.

Estructuralmente, la enzima CYP17A1 se encuentra conformada por 508 residuos y
cuenta con una fosforilacion post-traduccional necesaria para activar la actividad de
liasa [54]. Los residuos cataliticos de esta enzima aldn no se conocen por completo,
pero gracias a varios estudios de mutagénesis dirigida presentados en la Tabla 2, se
ha empezado a elucidar el papel de ciertos residuos en relacion con la unién de los
ligandos de la enzima, sitios de union a cofactores y papel en la reaccién.

Tabla 2: Resumen de trabajos donde se determiné el papel de los residuos del sitio
activo de la enzima CYP17ALl.

Mutacién Efecto Referencia
E305G Deficiencia de la actividad [55]
liasa
Cambios en la preferencia
N202S de los sustratos y velocidad [56]
de conversion a DHEA.
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Destruccion de la actividad

R347H y R358Q liasa. [57]
Deficiencia parcial de la
F114Vy D116V actividad hidrolasa y total [58]
de la actividad liasa.
R347C y R347H Deficiencia parcial de la (58]

actividad liasa.
Cambios en la afinidad de
A105L los sustratos y cambio del [59]
sitio de hidroxilacion.

La CYP17A1 como su nombre lo indica, presenta una actividad bifuncional, por un
lado, es una 17-alpha hidrolasa y por otro es una 17,20- liasa. Ambas actividades de
esta enzima son indiscutiblemente necesarias para la produccién de las hormonas
sexuales, mineralocorticoides y glucocorticoides, siendo principalmente el tipo de
hormona esteroidea sintetizada dependiente de la reaccion que se realice [60].

Dentro de la ruta esteroidogénica la enzima CYP17A1 cataliza varias reacciones,
siendo principalmente 3 oxidaciones de acuerdo con la Figura 4: la 17-a
hidroxilacion de la pregnenolona a 17a-hidroxipregnenolona, la conversiéon de 17a-
hidroxipregnenolona en dehidroepiandrosterona (DHEA) y la 17-a hidroxilacion de la
progesterona a 17a-hidroxiprogesterona y luego a androstenediona [61]. Cada
reaccion mediada por esta enzima requiere de un cofactor diferente. La actividad
17-hidrolasa requiere del citocromo P40 reductasa (POR) y la actividad liasa del
citocromo b5 (Cypb5). La formacién del complejo CYP17A1/b5 o CYP17A1/POR se
encuentra modulada por el sustrato, existiendo regulacion alostérica entre el sitio

activo y el sitio de union de b5 [63]
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Figura 4: Ruta de la sintesis de hormonas esteroides. Entrada a la célula mediada
por mediadores como la LDL y las reacciones metabdlicas mas importantes
realizadas dentro de la mitocondria para dar origen a la aldosterona y cortisol.
Fuente: Martinez-Arguelles & Papadopoulos (2019) [62].

Debido a que la enzima CYP17A1 se relaciona directamente con la produccion de
androgenos, puede verse como un posible blanco terapéutico para el tratamiento del
CPRC puesto que, una vez bloqueada la produccion de andrégenos por medio de la
ADT, las células cancerigenas de la prostata siguen creciendo al tomar del medio
DHEA y androstenediona, ambos liberados por las glandulas suprarrenales o por el
microambiente tumoral y convertirlos en testosterona (Figura 5) [64]. La testosterona
dentro de las células de la préstata es convertida a DHT, un andrégeno capaz de
unirse y activar al RA [65], el cual es capaz de transcribir varios genes relacionados
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con el desarrollo, manutencién y funcion de la préstata [66], que en caso de células

cancerigenas se relacionan con su proliferacion [67].
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Figura 5: Ruta esquematica de conversion de la DHEA a testosterona y relaciéon con

la activacion de la sefializacion del receptor de andrégenos en células de cancer de

préstata. Fuente: Sivonova et al. (2017) [68].

La seleccion de la enzima CYP17A1 como blanco terapéutico para el desarrollo de
esta tesis, es debido al papel que tiene como generador determinante en la sintesis
de hormonas androgénicas y su relacién directa con la progresion del cancer de

préstata al producir androgenos intracelulares.

2.4 Inhibidores de laenzima CYP17A1.

El uso de moléculas inhibitorias de la enzima CYP17A1 busca disminuir los niveles
de andrégenos en el organismo y por ende combatir enfermedades o padecimientos
androgenodependientes como el CPRC. En la actualidad, se han encontrado y
sintetizado varias moléculas que pueden cumplir con este objetivo, las cuales segun
su mecanismo de accion se pueden dividir en dos clases de acuerdo con Figura 6.
Los inhibidores de tipo | que desplazan a la molécula de agua como sexto ligando
del atomo de Hierro (Fe) del grupo hemo, permitiendo una coordinacion con el metal

en un estado pentacoordinado; y los tipos Il, que interactian como sexto ligando con
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el grupo hemo y en algunos casos, con residuos de aminoécidos proximos al sitio

del grupo hemo [69].

%
{** Ligando Tipo |

A (e.qg. Progesterona)
\ ) Amax = 393 nm

Estado en reposo Nr=
(unido a agua)

Amax = 418 nm / ﬁ

Ligando Tipo Il
(e.g. Abiraterona)
Amax = 424 nm

Figura 6: Esquema de los 2 tipos de ligandos que hay en la enzima CYP17A1

debido a su interaccion con el grupo Hemo. Fuente: Yadav et al. (2017) [70].

En el afio 2011, la U.S. Food and Drug Administration (US-FDA) permitié el uso del
primer inhibidor especifico de la enzima CYP17A1 como un potencial tratamiento
guimioterapéutico enfocado al CPRC. Este farmaco es la abiraterona acetato, que
en combinacion con prednisona, puede ser utilizado para tratar a los pacientes con
CPRC mostrando una reduccién del riesgo de muerte del 35% y una media de vida
de 15.8 meses comparado con 11.2 meses del grupo placebo [71]. Como pasa con
otras terapias anticancerigenas, desgraciadamente la gran mayoria de las células
del CPRC han demostrado volverse resistentes a la terapia con abiraterona acetato,
lo cual se han atribuido a mutaciones en el RA [72]. Otros inhibidores de la enzima
CYP17A1 que se han propuesto y estudiado en diferentes fases clinicas son por
ejemplo los compuestos: VT-464-(S)-orteronel (TAK-700), galeterone (TOK-001),
CFG-920 y EN3356 [73].

A pesar de que los farmacos anticancerigenos utilizados para tratar el PCa pueden
llegar a ser ciertamente selectivos a alguna de las dos actividades que presenta la

enzima CYP17Al, existen estudios como el realizado en 2016 por Udhane et al.
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[74], donde han demostrado que la abiraterona acetato no lo es, ya que afecta a
ambas actividades y también a la enzima CYP21A2. Adicional a esto, en estudios in
vitro se ha demostrado con varios estudios que la sustancia abiraterona tiene una
alta capacidad inhibitoria de otras enzimas de la misma familia como son las
enzimas: CYP1A2, CYP2D6 y CYP2C8, asi como una capacidad moderada de
inhibicién de las enzimas: CYP2C9, CYP2C19 y CYP3A4/5 [75]. Por lo anterior, y
debido a que afecta varios puntos del metabolismo celular y no solo a la produccion
de andrégenos, es necesario que al proponer nuevos compuestos anticancerigenos
inhibidores de la actividad de CYP17A1 se tomen en cuenta las demas proteinas de

la familia.

2.5 Acoplamiento molecular de la enzima CYP17A1.

Una de las enzimas seleccionadas para ser estudiada en el presente trabajo es la
enzima CYP17A1, la cual ha sido objeto de varios estudios computacionales que
han permitido determinar su sitio activo, elucidar los residuos involucrados en la
uniéon a sus ligantes y comprender las caracteristicas estructurales del complejo
enzima-ligando, como lo es la geometria de las moléculas interaccionantes una vez
colocadas dentro del sitio activo. Asi, los diferentes residuos que se han encontrado
como necesarios para llevar acabo un acoplamiento molecular usando una variedad
selecta de programas computacionales para describir de manera mas adecuada la
interaccion con los diversos tipos de ligandos se muestran en la Tabla 3. En la tabla
se muestran los tipos de ligandos involucrados en el Docking Molecular, los valores
de energia obtenidos durante los célculos, los residuos del sitio activo y algunas

referencias encontradas para cada estudio realizado.

Tabla 3: Estudios de los acoplamientos moleculares realizados entre varios ligandos
y la enzima CYP17A1

Residuos
. Valores de claves del sitio
Tipos de ! :
Programa . energia de activo .
: ligando . . Referencia
computacional acoplamiento involucrados

probados 9

(kcal/mol) en launidn del
ligando
AUTODOCK | Inhibidores Phel14, [76]

4.0 andlogos | (6-77)-(-10-88) | 11 501 "Asn202,
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de la [le205, 1le206,
pregnolona Gly301, Ala302,
Glu305, Thr306,
lle371, Val482 y
Val483
Inhibidores
Autodockd.2 | 2"N09% | (.7.73) (12.31) A'ajﬁég'laf?’o [77]
pregnolona
ILed43, Gly444,
1le371, Leu370,
Inhibidores Phe301,
Schrodinger 9.4 | de ésteres | (-3.00)—(-9.00) Met262, [78]
de ftalato Phel32,
Ser441, Thr307,
Thr306
Inhibidores
no Asn202, Alal105,
Sybyl esteroideo o Arg239, [79]
s diversos
Inhibidor
_ glucésido _ Aonaney [80]
esteroideo 9 '

— Informacién no reportada en el articulo.

2.6 Receptores de andrégenos.

El receptor de androgenos es un factor de transcripcion de la superfamilia de los
receptores de hormonas esteroideas con actividad dependiente del ligando. El RA
se encuentra en el cromosoma X, en un gen de tamafio 2757pb que codifica para
una proteina de 919 aminoacidos en 8 exones [81]. Estructuralmente, se compone
basicamente de 3 dominios funcionales: El dominio N-terminal, el dominio de union
a DNA y por ultimo el dominio de union a ligando (LBD) en el C-terminal. En el atlas
de proteinas humanas [82], se tiene registrado que las células con mayor expresion
son las del epididimo y las vesiculas seminales, seguidas del rifién y los testiculos.
La activacion del RA es mediada por los andrégenos, principalmente la testosterona
y la DHT. Cuando un compuesto agonista se une al LBD, el RA sufre un importante
cambio conformacional que afecta notablemente a la posicién de la hélice 12a del
C-terminal, permitiéndole reclutar co-activadores que le ayudan a activar los genes
bajo su control [83]. La inhibicion de la activacion de RA se utiliza para el tratamiento
del CPRC, administrando antagonistas que se unan al LBD como las sustancias
enzalutamida, ARN-509, TOK-001, entre otros [84].
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Dado que algunos de los mecanismos de resistencia a la castracion que desarrolla
el cancer de prostata, se relacionan principalmente con la activacion de RA, fue que
se decidi6 ademas de probar las moléculas estudiadas en la CYP17A1, realizar el
acoplamiento con el LBD de RA. Cubriendo asi dos posibles vias relacionadas con
el avance del CPRC como posibles candidatas para realizar un estudio basado en
métodos computacionales que ayuden a explicar los mecanismos de accién en la
desactivacion de la sefalizacion del receptor de androgenos en células de cancer
de prostata.

Tabla 4: Estudios de los acoplamientos moleculares realizados entre varios ligandos

y el receptor de andrégenos.

Residuos
. Valores de
Tipos de . claves
Programa : energia de . .
: ligando : involucrados | Referencia
computacional acoplamiento )
probados en launidn del
(kcal/mol) :
ligando
- Leu873, Gly708
Inhibidores ’ ’
, - (-10.32)—(- Arg752, GIn711,
Argus Lab 4.0.1 fltoquslmlco 13.92) Met745, y [85]
Met749
. Arg752, GIn711
Inhibidores ’ ’
Schrodinger 9.0 | de diversa (-11.35)~(- Met749, [86]
naturaleza 13.18) Phe764,y
Met787
Substancia
S
MOE Dock endocrinas (-8.38)—(-11.35) - [87]
activas

— Informacién no reportada en el articulo.

Capitulo 3

3.1 Planteamiento y Justificacion

En el afio 2020, la agencia internacional para la investigacion del cancer reporto
mas de 90,000 muertes por cancer en nuestro pais, siendo por lo tanto el cancer
mama, seguido del cancer de préstata, los dos tipos mas diagnosticados con mayor
namero de muertes y una mayor tasa de mortalidad [88]. Convirtiendo asi a esta
enfermedad que es indiferente del género y edad, en un punto de atencion tanto en
su diagnostico temprano, como en su tratamiento.

En el cancer de prostata, la pérdida de sensibilidad de las células por la ADT, que
produce un fenotipo de CPRC, ha motivado a la busqueda de nuevas opciones
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guimioterapéuticas que sirvan en este estadio del cancer. Tal como se mostré en los
antecedentes de este trabajo de investigacion, el uso de moléculas de naturaleza
esteroide o la modificacién de sustratos enddégenos para el desarrollo de posibles
inhibidores, es una estrategia que sirve como método para el desarrollo de nuevos
farmacos para los blancos terapéuticos del CPRC.

Para ayudar en esta tarea y llevar a cabo ciertas predicciones, las aproximaciones
computacionales tales como el acoplamiento molecular, que forma parte del disefio
dirigido apoyado por computadora (CADD), son de gran utilidad para aproximar el
comportamiento que puede tener una nueva molécula, probando su interaccion y
proponiendo un posible efecto que puede tener en un cierto blanco terapéutico.
Ayuda a realizar un cribado o tamizado mas rapido de los miles de compuestos que
se han descubierto o sintetizado hasta ahora, bajando los costos y tiempo de

investigacion en la industria farmacéutica [89].

3.2 Hipotesis

Las ocho sapogeninas estudiadas en este trabajo, dada su naturaleza esteroidea y
parecido en estructura quimica a los andrégenos, tendran la capacidad de unirse al
receptor de andrégenos o a la enzima CYP17Al, interactuando de esta manera con
los residuos clave para su funcionamiento, permitiendo asi tener un posible inhibidor

de la accién de la enzima o proteina.

3.3 Objetivo general y objetivos especificos.

Objetivo general

Describir mediante herramientas in-silico las interacciones mas probables entre
ocho moléculas de sapogeninas con dos de las proteinas relacionadas con el
CPRC, tales como la CYP17Al y el RA.

Objetivos especificos

1. Analizar el acoplamiento molecular del grupo de ocho saponinas y
proponerlas con posible actividad anticancerigena en el CPRC, utilizando dos
programas basados en los métodos de quimica computacional.
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2. Comparar los resultados del acoplamiento del grupo de sapogeninas con la
enzima CYP17Al y la enzima CYP21A2 para determinar la especificidad por

el blanco terapéutico empleando dos programas computacionales.

3. Analizar la interaccion entre el grupo de sapogeninas propuestas en este
trabajo y el RA usando herramientas de acoplamiento molecular de ajuste

inducido.
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Capitulo 4

Marco Teorico

La quimica cuantica computacional es el area de la quimica encargada de predecir
tanto la estructura como las propiedades fisicoquimicas de los &tomos y moléculas
utilizando algoritmos computacionales, al tratar de obtener una solucion aproximada
de la ecuacion de Schrddinger o ecuacion de valor propio. Para realizar estas
predicciones, se utilizan los conocimientos de la mecénica cuantica y la mecéanica
estadistica, que en conjunto permiten estudiar a los sistemas quimicos con base en
las leyes fundamentales que rigen a las particulas subatémicas, relacionando su
comportamiento microscopico con el macroscopico. La bibliografia consultada para
escribir el marco tedrico que sustenta el presente trabajo se basa principalmente en
los siguientes libros de texto: Introduccion a la quimica computacional [90], quimica

cuantica [91] y un enfoque quimico [92].

4.1 Mecanica Cuantica

Con el nacimiento de la mecanica cuéntica en el siglo XX, se generan varias teorias
y es en 1926, que el fisico austriaco Erwin Schrddinger, publica su trabajo sobre la
mecdanica ondulatoria y establece una ecuacién general que sin duda alguna permite
obtener informacion de los sistemas de particulas subatomicas, utilizando para ellos
sus propiedades ondulatorias. De esta manera, la ecuacion de Schrodinger permite
describir el estado de un sistema de particulas o de una sola particula utilizando
Unicamente una funcion que depende de su posicién y evolucién en el tiempo, dicha
funcidn es llamada funcion de onda y representada por la letra psi (V). La forma de
la ecuacion de Schrodinger puede variar en funcién del numero de dimensiones a
considerar para describir el sistema, asi como de las condiciones del sistema, en

forma general se puede escribir la ecuacion de la forma:
HY (% t) = EV(F t) (1)

donde H es el operador hamiltoniano que considera tanto la energia cinética como
la potencial. En especifico para moléculas, el hamiltoniano considera a los protones
y electrones, asi como las interacciones entre particulas de la misma especie y

diferentes, formando el llamado hamiltoniano molecular que tiene la forma:
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siendo i y j los subindices que representan a los electrones que forman el sistema
molecular, mientras que los subindices u y v se refieren a los nucleos, I—iﬂ R,y F
I; corresponde a los vectores de posicion entre los nicleos y electrones. En el dltimo
término, las variables Z, y Z,, corresponden al nimero atomico de los ndcleos u y v.
Asi, los dos primeros términos de la ecuacidén (2) son los operadores de energia
cinética de los electrones y nucleos, respectivamente. Mientras que los Ultimos tres
términos conciernen a la energia potencial de las repulsiones de los nucleos, la
atraccion entre electrones y nucleos y la repulsién entre electrones en ese orden.

La resolucion de la ecuacion de Schrodinger debe generar como resultado la
descripcion exacta de la energia del sistema estudiado y debe ser aplicable a
cualquier sistema atémico o molecular. Un factor importante tomando en cuenta las
aproximaciones establecidas, es que la solucién de la no debe generar un valor de
energia menor al valor experimental.

Una de las primeras aproximaciones que se proponen para resolver la ecuaciéon de
Schrédinger, propuesta por Born y Oppenheimer en 1972. La aproximacion se basa
en consider la masa de los nucleos mayor a la masa de los electrones, causando
gue los nucleos se consideren estaticos. Al tomar en cuenta lo anterior, se puede
separar el operador hamiltoniano en una parte electrénica y una nuclear, obteniendo
la energia total del sistema molecular considerando un hamiltoniano en funcion de la

posicion de los electrones llamado hamiltoniano electrénico:
ﬁel(Fr Ro)‘pgz(f': Ro) = Eq®g (F' Ro) 3)

La solucién de la ecuacion de Schrddinger con el hamiltoniano electronico, permite
obtener las energias para diferentes estados electronicos y por ende diferentes
funciones de onda parametrizadas a una configuracion nuclear especifica. Dado que
es posible tener un nimero infinito de configuraciones de los nudcleos, al resolver la

ecuacion de Schrodinger para cada una de ellas, se obtiene un numero infinito de
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funciones de onda y sus respectivas energias que en conjunto forman la superficie
de energia potencial, que describe el comportamiento de la energia conformacional
de una molécula. En muchas ocasiones la resolucion de la ecuacion de Schrodinger
electronica para atomos polielectrénicos o moléculas considerando la aproximacion
de Born y Oppenheimer es complicada, entonces es necesario el desarrollo de
metodologias mateméaticas que ayudaran a resolverla, como lo son los métodos de
Hartree-Fock y la teoria de funcionales de la densidad (DFT), dichos métodos seran
descritos brevemente a continuacion.

El método Hartree-Fock que se usa para calcular las diferentes con formaciones
moleculares y sus correspondientes energias electrénicas esta basado en dos
consideraciones relacionadas al comportamiento de los electrones. En la primera
consideracion se propone que los electrones sean particulas que no interactian
entre si, permitiendo que la funcién de onda total del sistema sea un producto
antisimétrico de funciones de spin-orbitales. El producto antisimétrico tiene como

caracteristica que debe ser una determinante de Slater de la forma:

d10r)  P2(x) o dnCra)
L {410 920 - dnr) @
VN! : : :
d1Cn) P20w) - dvCw)

W(leXZf ”'lXN) =

donde (N!)‘l/z es el factor de normalizacion. Las filas del determinante de Slater se
encuentran definidas por los electrones, mientras que las columnas definen a los
términos spin-orbitales. De esta forma, la antisimetria de la funcién de onda permite
gue, al intercambiar las coordenadas de dos electrones, la funcion de onda cambie
de signo, propiedad fisica que muestran las particulas fermionicas, familia a la que
pertenece el electrén.

Esta aproximacién considera el determinante de Slater como una funciéon de onda
polielectronica a través del producto de funciones monoelectronicas. Ademas, este
meétodo esta basado en el principio variacional el cual trata de encontrar la mejor
funciébn de onda de un sistema molecular y con ello pretende que la energia
calculada sea igual o mayor a la energia exacta o experimental como ya ha sido
mencionado. Usando el principio variacional y el determinante de Slater como una
funcién prueba, es posible es posible minimizar la energia E,;,, con respecto a la

funcidén de onda mediante la siguiente ecuacion:
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donde H es el Hamiltoniano electronico completo. El primer término de la ecuacion
(5) es el Hamiltoniano mono-electrénico o de core, el segundo se denomina integral
de Coulomb y tiene el analogo clasico de la repulsion interelectrénica. Mientras que
el tercer término es la integral de intercambio, que aparece como consecuencia de
la antisimetria de la funcién de onda de los electrones y no tiene un analogo clasico.
La segunda consideracion se encuentra relacionada con el segundo y tercer término
de la ecuacion anterior, los cuales representan el operador coulémbico y el operador
de intercambio, respectivamente. Por lo tanto, la solucion de la ecuacion de Hartree-
Fock (llamados nivel RHF o UFH) se resuelve de forma iterativa mediante el método
llamado de campo autoconsistente, el cual determina la mejor funcion de onda

electronica posible y con ello la mejor energia electronica.

4.2 Teoria de funcionales de la densidad (DFT)

La Teoria del Funcional de la Densidad o DFT fue desarrollada gracias a las
aportaciones de Thomas y Fermi, asi como las de Hohenberg y Kohn. La teoria DFT
se fundamente en la idea de que la energia de una molécula en estado fundamental
es solo funcional de la densidad electronica. Permitiendo resolver la ecuacion de
Schrédinger utilizando anicamente el funcional de la densidad electronica.

La teoria DFT considera al hamiltoniano puramente electrénico y de acuerdo a la
aproximacion de Born-Oppenheimer en conjunto con el teorema de Hohenberg y
Kohn, se obtiene una expresiéon del hamiltoniano que, en lugar de depender de las
coordenadas de cada electron, lo hace en funcion de densidad electronica de la

forma:
Eele = Ev[Po] = T[Po] + 17'Ne [Po] + I7ee [Po] (6)

donde cada uno de los términos de la llamada energia de potencial externo E,[p,]

es un promedio de las interacciones obtenidas de la densidad electrénica.
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La ecuacién (6) no proporciona una via practica para resolver la E,;. a partir de la p,
debido a que el funcional definido como F[p,] = T[po] + V..[po] €S desconocido, por
lo tanto, es necesario para que sea mas practica su resolucion emplear el teorema
variacional de Hohenberg-Kohn y el método de aproximacion Kohn-Sham propuesto
en 1965, el cual permite obtener la densidad p, y la energia electrénica del estado
fundamental E,;, a partir de la misma densidad p,. En principio este método es
capaz de obtener resultados exactos, sin embargo, la solucion contiene funcionales
desconocidos que deben aproximarse, por lo que el método Kohn-Sham genera
resultados aproximados.

Para este sistema de electrones no interaccionantes y utilizando varias definiciones
consideradas en la teoria DFT, la expresion de la energia electrénica teniendo en

cuenta el potencial externo viene dada por la siguiente expresion:

_ 1 (s _ _
Blol = [ pwiar+ ol +5 [ | %dndrzwﬂmmem] %

En esta ultima ecuacién, no se conocen las formas explicitas de los funcionales
AT[p] y AV,.[p], por lo que es necesario definir el llamado funcional de energia de

intercambio y correlacion como:

Exclpl = AT[p] + AV.[p] ®

Quedando la ecuacién (8) rescrita como:

_ 1 (s
Fo = Bulpl = [ pwdr+ Tipl +5 [ [ %dndrz FExlpl  (9)

Para resolver todas las ecuaciones de la teoria DFT es necesario determinar la
funcién de densidad del estado fundamental y conocer Ey. a través de los orbitales
de Kohn-Sham, los cuales son descritos para el estado fundamental. Por lo tanto,

para obtener E,;, = E, a partir de la densidad p se realiza por medio de la ecuacion:

_Za:zafpr(lz)d 1

1 i 2
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S
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Finalmente, una vez teniendo la ecuacion (10) se necesita encontrar los orbitales de
Kohn-Sham siguiendo el principio variacional hasta minimizar la energia E,. Ademas
se debe encontrar el funcional de energia de intercambio y correlacion Ey., lo cual
se hace aplicando otras aproximaciones como la aproximacion de la densidad local
(LDA) o la aproximacion de la densidad de espin (LSDA).

Los funcionales de correlacion de gradiente corregido comiunmente empleados son
el funcional B3LYP, el cual es un funcional hibrido formulado en 1994. Cualquier
funcional de intercambio se puede combinar con cualquier otro funcional que
contenga correlacion para formar un funcional de intercambio y correlacion como el
funcional hibrido hibrido B3LYP (o Becke3LYP) en donde el tres indica un funcional

con tres pardmetros y viene definido como:
EB3YP = (1 — a, — ay)EFPA + aoEFF + ayEZ®® + (1 — a )EYWN + a EFYP (11)

donde EJf es la energia de intercambio Hartree-Fock, EZ®® es el funcional de
Beckel de 1988, ELSP4 es la energia de intercambio basados en la aproximacion
local de la densidad de espin, ELYP es el funcional de correlacion de Lee-Yang-Parr
y los parametros a,,ay y a. corresponden a valores cuyos resultados hacen que

concuerden con los reportados experimentalmente.

4.3 Funciones de Base

En el campo de la quimica computacional, uno de los dos componentes necesarios
para describir a los sistemas quimicos son las funciones base, las cuales pueden
ser vistas como una aproximacién matematica de los orbitales atébmicos. Asi, al
combinar orbitales atomicos, se obtienen los orbitales moleculares. Los dos tipos de
funciones bases mas utilizados en los céalculos de quimica computacional son los
orbitales tipo Slater (STO) y los Gaussianos (GTO).

Es posible aproximar su comportamiento a través de una contraccion de cierta
combinacion lineal de funciones gaussianas preestablecidas y que son llamadas

funciones gaussianas primitivas (GF), cuya forma viene dada por:

L
¢L€GF(r - RA) = z dpu ¢5F(05pu7‘ - RA) (12)

p—1
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Al momento de seleccionar la funcién de base con la cual se representaran los
orbitales atdmicos y los orbitales moleculares, es necesario considerar ciertas
caracteristicas del conjunto de base a utilizar. El conjunto de base mas pequefio que
se puede utilizar es llamado base minima y consiste en solo tomar el nimero de
funciones base necesarias para contener representar a los orbitales atobmicos que
son ocupados por los electrones del sistema. Si bien la base minima permite realizar
célculos computacionales de manera rapida, sacrifica exactitud del comportamiento
fisico del sistema, por lo que se han desarrollado extensiones de la base minima

gue presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Funciones de base utilizadas en quimica cuantica computacional y sus

caracteristicas principales

Tipo de conjunto de base Caracteristica
Utiliza el nudmero funciones de base
Base minima (MBS) exactas para representar a los orbitales
atomicos utilizados por los electrones de un
atomo.
Base doble Zeta (DZ) :Z)ul\p/)llécsa las funciones de base utilizadas en
a .

S Para los electrones de core del atomo es
Base de valencia dividida (DZV) | yna MBS, mientras que para los electrones
de la capa de valencia es una DZ.

Multiplica la cantidad de funciones de base
Base extendida de una MBS en numeros enteros mayores
a 2 (base doble), englobando los conjuntos
de base Triple Zeta, Cuadruple Zeta, etc.

Es un conjunto de base DZ, en el cual se
Base DZ con Polarizacién (DZP) adJC|(_)nan funciones de base de orbitales
atobmicos no ocupados por los electrones
en el estado fundamental de la molécula.

Se construyen como MBS, pero adicionan
funciones de base con exponentes mas
Bases con funciones difusas pequefios, modificando el tamafio de los
orbitales atomicos, permitiendo que se
extiendan mas alla de la dimensién que
ocupan en el &tomo en su estado basal.

Son conjuntos de base DZV que tienen la
forma general k-nimG, donde k es el
Bases de Pople nimero de funciones gaussianas primitivas
para representar a los orbitales atémicos
de los electrones core.
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En el presente trabajo se utilizaron dos bases de Pople distintas, la primera fue la 6-
31G(d) o 6-31G*, que es una funcion DZV con polarizacion. La construccion de esta
base se realiza mediante el producto de 6 funciones gaussianas primitivas para
describir a los orbitales de los electrones del core y duplica los orbitales de los
electrones de la capa de valencia, utilizando un producto de 3 gaussianas para uno
de los orbitales y de una gaussiana para el orbital duplicado. Adicionalmente,
agrega funciones del tipo d a atomos pesados.

La segunda funcion de base utilizada fue la 6-31g+(d), la cual tiene las mismas
caracteristicas que la anterior, con la diferencia que se adicionan funciones difusas

en los &tomos pesados.

4.4 Acoplamiento molecular

El docking molecular o acoplamiento molecular, es una metodologia computacional
utilizada para predecir la interaccion entre una molécula llamada ligando y otra
llamada receptor. El resultado que se obtiene de un calculo de acoplamiento
molecular es una serie de conformaciones del ligando, para las cuales este tiene la
capacidad de interaccionar con la proteina, asi como la energia libre de uniéon que
se da entre las dos moléculas. EI complejo ligando-receptor resultante es una
estructura estable, cuya fuerza depende del tipo de interacciones intermoleculares
presentes.

Dentro del funcionamiento de los programas de acoplamiento molecular existen dos
funciones importantes de las cuales depende la fiabilidad de la prediccién de un
buen complejo ligando-receptor. Siendo el algoritmo de busqueda y la funcién de
puntuacion, estas dos funciones importantes y que varian dependiendo el programa
de docking empleado.

El algoritmo de busqueda que el programa utiliza debe dar como resultado una
colecciébn de configuraciones o poses de unién del ligando, que puedan
determinarse experimentalmente [93]. La principal caracteristica que éstos deben
tener es una rapidez suficientemente alta y efectiva para cubrir gran parte del
espacio conformacional que el ligando puede tener. Los algoritmos de busqueda se
clasifican segun las estrategias que utilizan para cubrir el espacio conformacional y
pueden ser del tipo: basados en enfoques de construccion incremental como FlexX,

algoritmos basados en formas usados en DOCK, algoritmos genéticos aplicados en
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el programa GOLD, técnicas de busqueda sisteméatica usado por el programa de
Glide o simulaciones Monte Carlo que utiliza LigandFit [94].

Por otro lado, la funcién de puntuacion debe evaluar las interacciones que hay para
cada pose y devuelve un valor cuantitativo de la energia libre de interaccion para el
complejo ligando-receptor. Estas funciones de puntuacién deben ser lo
suficientemente rapidas para ser aplicadas a un gran nimero de poses y poder
discriminar entre conformaciones de unién y no union, ademas de tener valores
adecuados para evaluar los diferentes términos energéticos que conforman al valor
de la energia de acoplamiento [95].

Las funciones de puntuacion suelen dividirse en cuatro clases principales:

e Basadas en fisica: Utilizan campos de fuerza de la mecénica molecular, para
simular los posibles efectos fisicos de las interacciones proteina-ligando [96].

e Basadas en enfoques empiricos: Usan técnicas de regresion estadistica para
ajustar funciones a los datos experimentales y obtener asi los valores de los
términos de aporte para cada tipo de interaccion [97].

e Basados en conocimiento: Utilizan analisis estadistico de los pares de
atomos que interactian de los complejos proteina-ligando con estructuras
cristalogréficas disponibles, para determinar el valor de los diferentes tipos de
interacciones [98].

e Basados en aprendizaje automatico: Emplean una variedad de algoritmos de
aprendizaje autbnomo, como la red neuronal y el aprendizaje profundo, para
predecir las interacciones implicitas que son dificiles de modelar por otras

funciones de puntuacién [99].

En el presente trabajo se utilizaron dos programas de acoplamiento molecular
diferentes, cuyas funciones de puntuacion y algoritmos de busqueda se muestran en
la Figura 7. El programa de AutoDock Vina combina tanto caracteristicas de una
funciébn de puntuacion empirica, como una basada en conocimiento, con un
algoritmo de busqueda global y de busqueda local iterada. Mientras que Glide utiliza
un algoritmo de busqueda diferente basado en una busqueda jerarquica y una

optimizacion local.
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Programa Funcion de Puntuacion Algoritmo de Basqueda

Perturbaciones Aleatorias
Autodack Vina Empirica + Basada en conocimiento (Metropolis-Hasting),
optimizacion local (BFGS)

PLANTS Empirica + Basada en la fisica Optimizacién por colonia de hormigas
Gold Empirica + Basada en la fisica Algoritmo genético
Glide Emplrica + Basada en la fisica Busqueda jerarquica, optimizacion local
Molegro Empirica + Basada en la fisica Evolucién diferencial guiada (DE)
AutoDock 4 (AD4) Empirica + Basada en la fisica Algoritmo genético lamarckiano (LGA)

Algoritmo genético, recocido simulado y

rDock Empirica T T
minimizacién simple

Figura 7: Funciones de puntuacion y algoritmos de busqueda de los principales

programas de acoplamiento molecular. Fuente: Lyne (2002).

Otro de los parametros que puede variar en los programas de acoplamiento, son los
tipos de metodologias de docking que estas pueden realizar. Tipicamente, las
metodologias de docking pueden dividirse en dos:

e Docking rigido: Metodologia de acoplamiento en la cual tanto el ligando como
el receptor se mantienen rigidos, haciendo que la busqueda de poses de
interaccion, se limite a aquellas que se den para la conformacién del ligando
dado. Este tipo de acoplamiento simula el comportamiento de un modelo de
llave-cerradura de un sistema enziméatico propuesto por Emil Fisher [101].

e Docking flexible: Metodologia de docking donde los enlaces con giro libre del
ligando, del receptor o de ambos se dejan libres, permitiendo movilidad en el
sitio de interaccion de la proteina. El enfoque general del acoplamiento
flexible requiere de una busqueda en el espacio conformacional permitido del
ligando, en el procedimiento se varian las 6 + N variables de traslacién,
rotacion y conformacion que la molécula tiene [102]. Aunado a la movilidad
del ligando, la movilidad del receptor se realiza permitiendo cambios en la

orientacion de las cadenas laterales.

Adicionalmente, la teoria de ajuste inducido indica que cuando un ligando se une a
Su receptor existen cambios conformacionales en la superficie del receptor, tal que
la interfaz de interaccion se optimiza para tener la mayor cantidad de interacciones
[103]. Razon por la cual, cuando se utiliza un complejo ligando-receptor ya resuelto

experimentalmente, puede existir un sesgo en la afinidad del receptor por una clase
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de ligandos, cuya estructura central sea parecida a su co-cristalizante [104]. Por lo
cual, agrega flexibilidad al receptor ha cobrado importancia, llevando al desarrollo de
metodologias de docking flexible o al desarrollo de la metodologia de acoplamiento
de ajuste inducido (IDF).

La metodologia de acoplamiento de ajuste inducido del programa Schrddinger
consta de cuatro pasos [105]:

1.- Acoplamiento inicial con potencial suavizado en un receptor rigido para generar
un conjunto de conformaciones iniciales del ligando.

2.- Muestreo de la proteina mediante el refinamiento de las cadenas laterales para
cada pose del ligando generada en el primer paso.

3.- Re-acoplamiento del ligando en la estructura generada con el ajuste inducido.

4.- Puntuacion de la pose final teniendo en cuenta la energia de acoplamiento del
receptor y términos de solvatacion.

Como se observa en la metodologia de ajuste inducido anterior, primero se realiza
un docking rigido donde el potencial suavizado se refiere a permitir generar poses
gue normalmente son eliminadas por el impedimento estérico entre los atomos del
ligando-receptor. Seguido, para las poses que se obtienen, se refinan las cadenas
laterales con el objetivo de optimizar las interacciones en el complejo. En tercer
lugar, una vez obtenida una nueva conformacion de las cadenas laterales del
receptor, se vuelve a acoplar el ligando y se determinan aquellas poses mas
favorables. Por dltimo, las poses finales se evaltan utlizando la funcion de

puntuacion del programa.

4.5 Analisis bioinformatico

El alineamiento de secuencias hace referencia al proceso de comparar secuencias
de origen biologico, como pueden ser los &cidos nucleicos y las proteinas,
permitiendo identificar regiones que sean idénticas, donde la secuencia se
conserva, 0 que sean similares, donde por la evolucion la secuencia ha cambiado,
pero mantiene una relacion. Teniendo como objetivo determinar de manera
cuantitativa que tan similares son las secuencias y si son o no homoélogas.

En el proceso de alineamiento, se calculan el niumero de simbolos que coinciden,
asi como del edit distance o distancia de edicion, que corresponde al numero
minimo de sustituciones, inserciones y eliminaciones necesarias para convertir una

secuencia en otra [106]. Otro de los parametros que ayuda a evaluar el alineamiento
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es el gap penalty, el cual permite penalizar la introduccion de caracteres
espaciadores en el alineamiento de la secuencia. Uno de las herramientas mas
utilizadas para esta tarea es el algoritmo de BLAST (Herramienta basica de
busqueda de alineacién local) perteneciente al Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI). El algoritmo de BLAST desarrollado por Altschul et al. 1990
[107] permite, de manera heuristica, alinear de manera rapida y eficiente secuencias
biologicas. Para realizar esta tarea, BLAST no compara caracter por caracter, sino
gue usa segmentos cortos de la secuencia denominados palabras para crear una
serie de semillas de alineacion. Con estas palabras, se buscan aquellas que
coincidan y extiende el alineamiento, después dado un puntaje de corte se
seleccionan aquellas que sean homdélogas. Si se detecta un acierto, el algoritmo
verifica si la palabra esta contenida dentro de otro par de segmentos alineados que
pueden ser mas largos o que tengan una puntuacién de corte mayor o igual a la de
corte. El alineamiento de cada palabra termina cuando una puntuacién de alineacion
comienza a disminuir mas alla de una puntuacion de umbral inferior.

Es posible utilizar este algoritmo, para alinear secuencias de ADN o de proteinas.
En el caso de proteinas, se emplea el programa BLASTP, que a través de una
matriz de sustitucion de aminoacidos, determina el puntaje correspondiente al
alineamiento para los diferentes 20 aminoacidos, esto dada la probabilidad de que
uno se sustituya por otro. Adicional al alineamiento de secuencias que se puede
realizar en proteinas, es posible realizar el alineamiento de estructuras, el cual
permite comparar la conformacion tridimensional de las proteinas y establecer la
coincidencia entre residuos, esto mediante la superposicién de las coordenadas de
éstos. Permitiendo con esto, determinar la homologia estructural, cuando no es
posible determinar por medio de la secuencia, que estas son homologas. En este
trabajo se uso el programa PBDefold para hacer el alineamiento estructural de las
dos enzimas CYP estudiadas. PDBefold a través del algoritmo de correspondencia
de estructuras secundarias (SSM) [108] permite identificar residuos que ocupan
posiciones geométricas equivalentes, al ejecutar primero la identificacion y
alineamiento de elementos de la estructura secundaria, seguido de la alineacion

tridimensional de los &tomos de carbono alfa del esqueleto de la proteina.
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Capitulo 5

Metodologia

La metodologia del presente trabajo se dividi6 en tres etapas, cada una
correspondiente al &rea de conocimiento necesaria para el desarrollo de este
proyecto:

1. Quimica cuéantica: Realizacion de célculos de estructura electrénica para
optimizar la geometria molecular de las ocho saponinas estudiadas y los
calculos de las frecuencias vibracionales.

2. Biologia computacional: Simulacion del acoplamiento molecular de las ocho
moléculas de sapogeninas con las enzimas CYP17A1, CYP21A2y el AR.

3. Bioinformética: Analisis bioinformatico de las secuencias y la estructura
tridimensional entre las enzimas CYP17A1 y CYP21A2. Adicionalmente, se
estudiaron las caracteristicas fisicoquimicas del sitio activo de ambas
proteinas.

5.1 Calculos de optimizacion de la geometria molecular

La estructura quimica de la ocho sapogeninas propuestas para el estudio del
presente trabajo de tesis son las siguientes: diosgenina, 5aOHLaxo,
acetato5aOHLaxo, oxima-i-esteroide, glydiosgenina, i-esteroide, glyiesteroide vy
oximabaOHLaxo, sus estructuras se muestran en la Figura 8 y fueron obtenidas del
trabajo de Carrasco-Carballo, A. (2018).

Los calculos computacionales de optimizacion se llevaron a cabo en el programa
Schrédinger, utilizando el paquete de célculos ab initio Jaguar [109]. Primero se
optimizaron las geometrias empleando el método de Hartree-Fock y el conjunto
base 6-31g(d). Después se volvieron a optimizar las estructuras obtenidas, pero
empleando el funcional B3LYP y el conjunto base 6-31g+(d). Las optimizaciones se
llevaron a cabo para generar estructuras tridimensionales que correspondieran a un
minimo de energia en la hipersuperficie de potencial de la molécula, lo cual nos
asegura que tenemos la conformacion de minima energia y por ende su
conformaciéon mas estable. Para cada optimizacion se calcularon las frecuencias
vibracionales de cada una de las geometrias obtenidas, usando el programa
Gaussian09 [110]. Estas fueron calculadas para confirmar que se tratara de la

conformacién de minima energia en la superficie de energia potencial (v; < 0).
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Figura 8: Estructuras 3D de las 8 sapogeninas estudiadas en este trabajo.



5.2 Acoplamiento molecular
Los estudios de acoplamiento molecular entre las proteinas estudiadas y las ocho
sapogeninas se llevaron a cabo en dos programas computacionales, Autodock Vina
[111] y Schrodinger [112]. Para lograr los objetivos del presente trabajo con respecto
al acoplamiento molecular, se comenz6 con la busqueda de las estructuras
cristalinas de las 2 enzimas y el receptor a estudiar en el Banco de Datos de
Proteinas (PDB https://www.rcsb.org/). Para el caso de la enzima CYP17Al, se
encontraron varios resultados de la forma de Homo sapiens, pero se selecciond la
estructura, con el identificador (ID) 6CHI, el cual corresponde al citocromo humano
P450 17A1 sin mutaciones en complejo con el inhibidor abiraterona C6 amida. Para
la CYP21A2 se selecciond la estructura con el PDB ID 4Y8W correspondiente a la
estructura cristalina del complejo de progesterona citocromo P450 21A2 humano.
Por dltimo, para estudiar las interacciones entre las sapogeninas y el receptor de
andrégenos, Unicamente se selecciond la regién correspondiente al dominio de
unién del ligando, por lo que se selecciond la estructura con el PDB ID 1T65 co-
cristalizada con DHT.
El programa de Autodock Vina permite establecer diferentes parametros para tratar
al ligando y a la proteina durante la simulacibn de acoplamiento molecular,
permitiendo realizar 4 tipos diferentes de metodologias que son:

1. Proteinay ligando rigidos (Docking rigido)

2. Proteina rigida y ligando flexible

3. Proteina flexible y ligando rigido

4. Proteinay ligando flexible (Docking flexible)

La diferencia entre tratar a la proteina de manera flexible o rigida radica en que en la
primera se deben seleccionar los residuos que se podran mover y que deben estar
dentro de la caja grid que se prepara. Mientras que en la otra, todos los residuos
dentro del grid no se mueven. De igual manera sucede en el ligando, donde se
mantienen rigidos o flexibles los enlaces con giro libre. Utilizando la enzima
CYP17Al Yy la estructura de su ligando enddgeno (progesterona), se llevaron a cabo
los cuatro diferentes tipos de metodologias de acoplamiento que permite Vina, esto
con la finalidad de seleccionar aquellas dos metodologias que modelaran mejor las
interacciones reportadas para este sustrato.
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5.3 Acoplamiento de Autodock Vina

Una vez seleccionadas las dos mejores metodologias, se decidid por aquella que
recreara la pose e interacciones mostradas en el cristal de la enzima seleccionada.
Por lo que se realizé con éstas el acoplamiento de la proteina con su co-cristalizante
la abiraterona 6-amida o 3XN por su identificador en la base de datos PDB.
Posteriormente, a través del software Chimera, se calculo la desviacion cuadratica
media (RMSD) entre los atomos de la pose obtenida y la descargada del PDB. La
metodologia final seleccionada fue tomada y aplicada a todos los calculos de
acoplamiento molecular efectuados a lo largo del trabajo.

Sin importar el programa a utilizar, previo a la realizacibn del acoplamiento
molecular, es necesario preparar las proteinas a trabajar mediante la herramienta
AutoDock Tools [113] siguiendo el tutorial proporcionado por sus creadores en la
pagina oficial web [114]. Los pasos para preparar una proteina son: eliminar las
moléculas de agua que contenga la estructura cristalina, agregar los hidrégenos
polares, asi como unir los no polares que pueda haber. Finalmente, se asignan las
cargas atomicas. A diferencia del tutorial, en este caso a los &tomos del receptor se
les asignaron las cargas de Kollman [115]. La seleccién del uso de las cargas de
Kollman para las proteinas, se basé en el hecho de que las cargas parciales
extraidas por este método son para cada uno de los 20 aminoacidos, ademas de
contar con ajustes basados en la densidad del potencial electrostatico obtenidos de
célculos mecano cuanticos [116].

En el caso de la CYP17Al1 y la CYP21A2 que son metaloproteinas y cuyo sitio
activo contiene un atomo de hierro asociado a un grupo hemo, las cargas que se
asignaron al hierro fueron de cero, esto debido a que el programa de Autodock Vina
no tiene parametrizados los distintos estados de oxidacién que tiene este atomo y
demas elementos metalicos.

La seleccion de residuos flexibles para las dos enzimas estudiadas se baso
considerando que fueran residuos cataliticos o que se tratara de residuos que, dada
Su posicion se consideraron podrian desfavorecer la unién del ligando con la enzima
debido a un impedimento estérico de los atomos. A la CYP17A1l se le asignaron
como residuos flexibles a los residuos cataliticos Asn202 y Glu305 cuya importancia

se menciono en los antecedentes, mientras que los residuos que podrian impedir la

40



union del ligando fueron 11e206, Arg239, Thr306, Val483 y Phell4. Por otro lado, a
la CYP21A2 se les asigné flexibilidad a los residuos cataliticos Ser109, Leul1l0,
Arg234 que son importantes para el reconocimiento y orientacion del ligando [117] y
a la Asp288, Val306 y Leu364 como residuos con posible impedimento estérico.
Como parte de los pasos a seguir para realizar un acoplamiento molecular, se debe
preparar una caja compuesta por puntos, paso en el cual se restringe el espacio de
busqueda de interacciones y se selecciona en qué region de la proteina se probara
la interaccion entre las moléculas y la proteina. Para el caso de la CYP17Al en
Vina, la caja se posicion6 en las coordenadas X=26.023, Y=151.052 Z=37.621. En
el caso de la CYP17A2 la caja se posicioné en las coordenadas X=-7.265, Y=8.454
Z=25.736. Las localizaciones de estas cajas (grid) se pueden observar en el
apéndice B. En general las dimensiones de la caja utilizada fueron de 30x30x30 A
sobre cada uno de los ejes y con un espaciamiento entre puntos de 1 A, que es el
valor por defecto establecido por el programa. Por ultimo, el valor de exhaustividad
se mantuvo en el valor predeterminado de 8. Finalmente, los resultados del
acoplamiento fueron visualizados y analizados a través de los diagramas de
interaccion generados con el programa Discovery Studio [118].

Las estructuras de las moléculas utilizadas como ligandos fueron preparadas en el
programa de Autodock Tools [113]. Como primer paso se agregaron los hidrégenos
polares faltantes a las estructuras, posteriormente se les asignaron cargas atbmicas
y finalmente, dependiendo de si el ligando iba a ser rigido o flexible, se establecio el
namero de torsiones. A los ligandos rigidos se les asign6 un valor de O torsiones
activas, es decir, no se permite que ningun enlace con giro libre pueda moverse,
mientras que a los ligandos flexibles se les asignd el nimero maximo de torsiones
gue la molécula presentaba. En el caso de las cargas atdmicas, a todos los ligandos

se les adicionaron las cargas Gasteiger [119].

5.4 Acoplamiento en Schrodinger

En la suit de Schrodinger las proteinas fueron preparadas de acuerdo con el
asistente de preparacion de proteinas de la interfaz maestro con el propésito de
refinar la estructura proteica que agrega los atomos de hidrogeno, los bucles y
demas partes faltantes. Posteriormente, se analizé el espacio de trabajo, se
eliminaron todas las moléculas de agua y se calcularon los estados de protonacién

para el atomo de hierro, al final se seleccioné el estado ferroso, con una carga de
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+2, simulando con esto el estado activo del ciclo de activacion canonico de las
enzimas P450[120]. Por dltimo, se minimizo la estructura utilizando el campo de
fuerza OPLS-2005 y se optimizo la red de puentes de hidrogeno.

Como Schrodinger no cuenta con una opcion de docking flexible igual a la de Vina,
se decidio utilizar la metodologia de acoplamiento molecular de ajuste inducido
(IDF), la cual permite dejar flexible no solo las cadenas laterales de residuos del sitio
activo, sino todos los residuos dentro de la caja grid seleccionada. Para esta
metodologia se dejaron los valores predeterminados del programa, la caja se
prepar6 empleando como centroide al ligando y debido al tamafio de las
sapogeninas y a su estructura no plana, se decidid por una caja que tuviera 20 A de
tamafo en cada direccion. Ademas, se aplico un factor de escalamiento de 0.5 tanto
al receptor como al ligando y se seleccion6 que el programa calculara un maximo de
20 poses por ligando. La aplicacion de un factor de escalamiento a los radios de van
der Waals, permite disminuir el tamafio de los atomos tanto del receptor como del
ligando, suavizando el potencial y dando cierta flexibilidad al docking

Los ligandos fueron preparados de manera diferente a la realizada para su uso en
Vina. En la interfaz de maestro, Unicamente se modificé el factor de escalamiento
sobre los &tomos no polares y se utilizé el valor de 0.7. La asignacion de cargas se
efectta de manera automatica como parte del proceso de acoplamiento del
programa de Glide y utiliza el mismo campo de fuerzas que el receptor, el OPLS-
2005.

5.5 Analisis bioinformatico

Se procedid a realizar un alineamiento de secuencias por pares utilizando la
herramienta BLAST del Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica (NCBI)
[121], esto con el fin de comparar las dos enzimas utilizadas en este trabajo, la
CYP17Al y la CYP21A2 y ver que tan parecidas son a nivel de secuencia. Con la
informacion anterior se estudio el porqué es dificil tener inhibidores selectivos de la
CYP17A1, que no afecten a la actividad de la otra enzima. Las secuencias utilizadas
para el alineamiento se presentan en el apéndice C.

Posterior al alineamiento de secuencias de las enzimas estudiadas, se realizo el
alineamiento estructural tridimensional de las estructuras cristalograficas
seleccionadas. La herramienta utilizada para esto fue PDBeFOLD del Instituto

Europeo de Bioinformatica (EBI) [122]. El objetivo de realizar este alineamiento fue
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estudiar la conformacion general del sitio activo de las enzimas y compararlas,
permitiendo identificar si hay residuos conservados en la misma posicion.

Como parte final del estudio de las enzimas CYP17A1 y CYP21A2, se realizo la
comparacion de la naturaleza quimica de la superficie del sitio activo de ambas
enzimas, utilizando la herramienta de mostrar superficie del receptor del programa
Discovery Studio Visualizer. Se analiz6 tanto la hidrofobicidad del sitio activo como

la capacidad de formar puentes de hidrogeno de la superficie de éste.
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Capitulo 6

Discusion y resultados
En esta seccion se presentan los resultados obtenidos segun la metodologia

descrita en el capitulo anterior.

6.1 Célculo de las geometrias moleculares optimizadas

Las geometrias moleculares de todas las estructuras optimizadas a nivel de teoria
B3LYP/6-31g+(d) presentadas en la Tabla 5, mostraron valores positivos en sus
frecuencias vibracionales, asegurando que las geometrias finales obtenidas para
cada ligando corresponden a su conformacion de minima energia. Con los valores
de RMSD para las distancias de enlace, angulos de enlace y angulos diedros, se
observa que las estructuras utilizadas de partida no son modificadas en gran medida
en sus distancias de enlace, siendo los valores de angulos de enlace y diedros los
pardmetros que mas variarén en la optimizacion. Es apreciable en las estructuras
optimizadas que, los angulos de enlace de los anillos de seis miembros que
conforman el esqueleto de las moléculas no sufren cambios significativos
comparadas con las inicilaes, manteniendo siempre una conformacién que se
asemeja a la conformacion de silla que adquiere el ciclohexano en su estado de
minima energia. Siendo los enlaces diedros los que tienen mas variacion, para
llevar a las moléculas a una conformacién de menor impedimento estérico entre los

atomos de la molécula y por ende a una geometria del estado basal.
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Tabla 5: Valores de RMSD de las estructuras 3D inicial de las moléculas estudiadas

previas a los célculos de optimizacién y estructura final obtenida con el nivel de
teoria y la base B3LYP/6-31g+(d).
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6.2 Acoplamiento molecular empleando el software Autodock Vina

Los resultados de los acoplamientos realizados para la CYP17A1 y la CYP21A2, se
muestran exponiendo primero los obtenidos en Autodock Vina, seguidos de los
obtenidos en Schrodinger y por ultimo se llevara acabo un analisis y comparacion de
los resultados de ambos programas. Cabe mencionar en este punto que Unicamente
para el receptor de andrégenos en Autodock Vina, no fue posible obtener poses que
mostraran interaccion entre las estructuras estudiadas y su sitio de unién con el
ligando, por lo que solo se muestran los resultados con Schrddinger.

Los resultados de las 4 metodologias de acoplamiento molecular permitidas por el
programa de Autodock Vina, permitieron seleccionar aquella que mejor modela las
interacciones reales entre la CYP17A1l y la progesterona. Por lo que, teéricamente
se podria extender este resultado a las moléculas estudiadas y modelar sus
posibles interacciones. Los dos parametros utilizados para la evaluacion son las
energias de interaccion y la conformacion de las poses generadas. La busqueda
bibliografica realizada en los antecedentes indico que el residuo mas importante
para mediar la unidn entre esta enzima y sus ligandos es la Asn202, razén por la

cual se buscé principalmente recrear esta interaccion. Las energias de acoplamiento
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mas bajas y que reflejan una interaccion mas estable pertenecen a las metodologias

donde se utilizaron residuos flexibles (Tabla 6).

Tabla 6: Energias de acoplamiento de las metodologias Receptor-Ligando aplicadas
al acoplamiento de la enzima CYP17A1 y a la molécula de progesterona.

Enzima CYP17A1

Receptor rigido | Receptor flexible

Ligando rigido -11.5 kcal/mol -11.1 kcal/mol

Ligando
flexible -12.1 kcal/mol -11.7 kcal/mol

Molécula
progesterona

Adicionalmente, de los diagramas 2D de interaccion de cada complejo resultante
del acoplamiento (Figura 9), se obtuvo que con las metodologias donde la enzima
se mantenia rigida, no se logré recrear el puente de hidrégeno entre la Asn202 y el
oxigeno de la cetona en el carbono 3 de la progesterona. Mientras que, en aquellas
donde existia flexibilidad del sitio activo, si se logré recrear esta interaccion

indicando que utilizar residuos flexibles era la mejor opcién para tratar a la proteina.
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Figura 9: Diagramas 2D de interaccion de las 4 metodologias de acoplamiento entre
la CYP17Al y la Progesterona a) Receptor Rigido — Ligando Rigido, b) Receptor
Rigido — Ligando Flexible, c) Receptor Flexible — Ligando Rigido, d) Receptor
Flexible — Ligando Flexible

Los resultados generados de la validacion utilizando como ligando 3XN, que es la
molécula co-cristalizante de la estructura CYP17A1 seleccionada [123], mostraron
que con el docking flexible se obtiene el menor valor de RMSD entre la pose del
ligando obtenida manteniendo el ligando flexible y la conformacion de la molécula
dentro del cristal, en comparacion a la que se obtiene manteniendo el ligando rigido
(Tabla 7). El uso del RMSD en la validacion del acoplamiento, se debido a que es un
parametro cuantitativo que mide la similitud en la posicion de los atomos entre dos
moléculas, al superponer sus coordenadas atdOmicas y calcular la distancia entre los

atomos equivalentes [124]. Por lo que, aquella pose con el menor valor de RMSD
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comparada con el cristal, es la que mejor simul6 la interaccion real que se dio entre
el ligando y la enzima. La superposicion de las estructuras de las poses generadas
en el proceso de validacion con la conformaciéon del cristal (Figura 10), mostraron
gue la orientacion del grupo amida, al mantener el ligando flexible en la estructura
del 3XN, se asemeja mas a la referencia, sucediendo o mismo con la orientacién

del grupo hidroxilo en la parte superior de la estructura.

Tabla 7: Energias de acoplamiento y valor de RMSD para la validacion del
acoplamiento entre CYP17A1 y 3XN.

Receptor flexible— Receptor flexible—
CYP17A1 . . _ .
Ligando rigido Ligando flexible
] ] RMSD ] RMSD
Molécula Energia (kcal/mol) _ Energia (kcal/mol) _
(Cristal) (Cristal)
3NX -13.6 5.579 -13.1 5.543

Por los resultados anteriores, se decidio utilizar la metodologia de docking flexible,
manteniendo al ligando y los residuos del sitio activo mencionados en la

metodologia con la configuracion de flexibles.

docking docking
cristal ligando ligando
rigido flexible

Figura 10: Superposicion de las poses de 3XN generadas en el acoplamiento
manteniendo a Asn202, GIu305, 1le206, Arg239, Thr306, Val483 y Phell4 flexibles,

con el ligando rigido o flexible

49



Los resultados del acoplamiento de las ocho sapogeninas estudiadas con la
CYP17A1 mostraron que todas las moléculas cuentan con interaccion en el sitio
activo de la enzima y se muestra un resumen de los resultados con las energias de
interaccion, asi como los residuos con los cuales interactian en la Tabla 8. Dentro
de los ligandos a estudiar se incluy6 a la progesterona, un ligando enddgeno de la
enzima, y la abiraterona, un inhibidor de la enzima ya aprobado y utilizado
clinicamente contra el CPRC, esto para comparar las energias de acoplamiento de
estas dos moléculas con las otras estudiadas. Los diagramas de interaccion para

cada molécula se encuentran en el Apéndice D para su consulta.

Tabla 8: Resultados del acoplamiento molecular de las moléculas estudiadas, la

progesterona y abiraterona acopladas con la enzima CYP17AL1.

energia de
Molécula acoplamient Residuos con interaccion

o (Kcal/mol)

Alal13, Phell4, Asn202, Leu209, Ala302,

progesterona -11.7
le371, Val482, Val483, HEM.
_ Alal13, Phell4, Asn202, lle205, lle206,
abiraterona -12.1
Leu209, Ala302, Ala367, lle371, Val482, HEM.
_ _ Tyr201, 1le205, 11e206, Arg239, Ala302, Ala367,
diosgenina -12.5
le371, Val482, Val483, HEM
Alal05, Alal13, Phell4, Asn202, lle205,
5a0OHLaxo -10.1
Ala302, Val366, Ala367, lle371, HEM
Alal05, Alal13, Phell4, lle205, Arg239,
acetato5aOHLaxo -10.3

Ala302, Val366, Ala367, 11e371, HEM.

Alal05, Alal13, Phell4, lle205, Asn202,
oXxima-i-esteroide -13.6 lle205, Ala302, Glu305, Val366, Ala367,
le371, Val482, HEM

Alal05, Asn107, Alal13, Phell4, 1le205,
glydiosgenina -10.0 lle206, Arg239, Ala302, Val366, Ala 367,
Val482, Val483, HEM.

lle205, lle206, Arg239, Asp298, Ala302,
Thr306, Val366, Ala367, Val482, Val483, HEM

i-esteroide -13.5
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Alal05, Alal13, Phell4, Asn202, lle205,
glyiesteroide -9.9 Ala302, Glu305, Val366, Ala367, 1le371,
Val482, HEM.

Alal05, Alal13, Phell4, lle205, Arg239,
Ala302, Val366, Ala367, 1le371, Val482, HEM.

oximabaOHLaxo -12.3

En negritas residuos que coinciden con aquellos considerados cataliticos.
En verde aquellos con los cuales presenta puentes de hidrégeno.

E negro se agruparon todas aquellas interacciones débiles.

En rojo los residuos con interacciones desfavorables.

La acoplamientode las sapogeninas con la CYP17A1 fueron en general buenas,
siendo glyiesteroide quien obtuvo la energia mas alta con valor de -9.9 kcal/ mol, lo
cual difiere en 1.8 kcal/mol con la interaccion del ligando enddgeno y en 2.3 kcal/mol
de la abiraterona. De todas las moléculas, la oxima5aOHLaxo, i-esteroide, oxima-i-
esteroide y diosgenina muestran las energias de interaccibn menores comparadas
con la progesterona y con el inhibidor abiraterona (Gréfica 1) y, por lo tanto, forman
un complejo mas estable, compitiendo por el sitio activo con la progesterona y si su

efecto biologico fuera inhibitorio, interactuarian mejor que la abiraterona.
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Gréfica 1: Energias de interaccidon de las moléculas estudiadas con la enzima
CYP17AL1 utilizando la metodologia de acoplamiento flexible.
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Para proponer a las moléculas estudiadas como posibles inhibidores, estas no solo
deben interactuar en el sitio activo. Como se menciona en Hernandez-Rodrigue et
al. (2016) [125], una inhibicion enzimatica se debe a factores como interacciones
fuertes mediadas por puentes de hidrégeno e interacciones con los residuos
cataliticos. Siguiendo esta idea, y al analizar las interacciones obtenidas por el
acoplamiento, observamos que 5aOHLaxo, oximaisteroide y glyiesteroide
interactian con la CYP17Al1l a través del puente de hidrogeno con el residuo
Asn202 (Figura 11). Mientras que, el resto a pesar de no hacerlo con este residuo, si
muestran interacciones fuertes de puente de hidrégeno con otros residuos como la
Tyr201, Asnl107, Arg239, Glu305 y Thr306. Cabe mencionar que GIlu305 es
considerado parte del sitio catalitico y que Arg239 ha servido como un residuo
importante para el disefio de inhibidores de la enzima [126, 127]. Por otra parte,
oxima5aOHLaxo es el Unico compuesto que no interactla por formacion de puentes
de hidrogeno con la enzima. Adicionalmente, si bien las estructuras estudiadas
interactdan con el grupo hemo, no es marcado como un enlace de coordinacion con

el a&tomo de hierro.
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Figura 11: Diagramas de interaccion 2D de los ligandos con interaccion por puente
de hidrégeno con Asn202 de CYP17A1.

Dada la informacion anterior, se puede proponer a la 5aOHLaxo, oxima-i-esteroide y
glyiesteroide como moléculas cuya accién biolégica podria ser inhibitoria especifica
de la actividad de la enzima CYP17A1, destacando que oxima-i-esteroide interactia
fuertemente con dos residuos cataliticos y que acetato5aOHLaxo y glydiosgenina
interactian con Arg239 que ha sido el blanco para el desarrollo de nuevos
inhibidores de CYP17A1 ya publicados en la literatura (Figura 12). Es importante
mencionar que oxima5aOHIlaxo y acetato5aOHLaxo podrian ser inhibidores de la

enzima, pero por la fuerza y tipo de interacciones que en su mayoria son débiles de
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tipo alquilo, serian menos especificas y mas que bloquear el sitio activo evitarian la

union de ligandos enddgenos.
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Figura 12: Diagramas 2D donde se muestra la interaccion por puente de hidrogeno
de acetato5aOHLaxo y glydiosgenina con el residuo Arg239 de la enzima CYP17A1

6.3 Acoplamiento molecular empleando el software Schrédinger

Para esta validacion de la metodologia de acoplamiento de ajuste inducido (IDF) se
utilizé nuevamenta la enzima CYP17A1 como receptor y a 3XN como ligando. Con
Schrédinger Unicamente se validaron los pardmetros de la metodologia de ajuste
inducido a emplear con los ligandos. El uso de los valores por defecto para el factor
de escalamiento en los radios de van der Waals, permitié recrear una pose parecida
de 3XN en el cristal, posicionando la estructura central de la molécula en el mismo
espacio, alineando el nitrégeno del anillo en direccién de interaccion con el atomo
de hierro del cofactor (Figura 13). La Unica parte de la molécula que no se acopl6 de
manera parecida al cristal, fue el grupo amida del carbono 6, el cual roté casi por
completo posicionando el grupo carbonilo en donde se halla el &tomo de nitrogeno.
El valor de RMSD entre la conformacién del cristal y la generada con el IDF fue de
4.7 A, resultado menor al valor obtenido con la validacion de la metodologia con

Autodock Vina.
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Figura 13: Superposicion de la pose de 3XN generada en el acoplamiento

ajuste inducido con la estructura del cristal.

Los resultados del IDF también mostraron que las ocho sapogeninas interactian
con el sitio activo de CYP17A1, teniendo todas las moléculas una energia de
acoplamiento menor que la del sustrato endégeno (progesterona), pero mayores a
la presentada con la abiraterona (Grafica 2), y por lo tanto, todas las sapogeninas
podrian competir por el sitio activo. En cuanto a las interacciones presentes entre
los complejos obtenidos, los de la diosgenina, 5aOHLaxo y oxima-i-esteroide
interactuaron con Asn202 a través de puente de hidrégeno, mientras que el resto lo
hacen ya sea con Tyr201, Arg239, Gly297, Asp298 Ala367; residuos que la literatura
no marca como cataliticos (Tabla 9). Cabe destacar que Arg239 y Asp298 son
residuos mediante los cuales puede realizarse la inhibicién de la actividad de la
enzima [128].
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Grafica 2: Energias de interacciéon de las moléculas estudiadas con la enzima
CYP17AL1 utilizando IDF

De las ocho sapogeninas, Unicamente la diosgenina, 5aOHLaxo y oxima-i-esteroide
presentaron interaccion por puente de hidrégeno con Asn202 (Figura 14), por lo que
podrian considerarse como posibles inhibidores de la enzima. Sin embrago, es
importante destacar que las estructuras con mayor nimero de puentes de hidrogeno
formados con CYP17A1 fueron la acetato5aOHLaxo y glydiosgenina, teniendo un
total de 3 interacciones de este tipo con los residuos Arg239 y Asp298, razon por la
cual es posible considerar que tengan la capacidad de bloquear el sitio activo de la
enzima. De manera similar los ligandos oxima5aOHLaxo, i-esteroide y glyiesteroide

interactdan con Arg239 o Asp298 formando dos puentes de hidrégeno.

Tabla 9: Resultados del acoplamiento molecular de las moléculas estudiadas con la
enzima CYP17A1 utilizando IDF.

energia de
Molécula acoplamiento Residuos con interaccion
(Kcal/mol)
Ala, 113, Phell4, Asn202, Leu209, Ala302,
progesterona -8.453
Val482, Val483, HEM.
abiraterona -10.331 Alall3, Phel14, Asn202, lle205, lle206,
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Leu209, Ala302, Thr306, Val366, Ala367,
Val482, HEM

Alal13, Phell4, Asn202, 1le205, Arg239,

diosgenina -9.343
Val366, Ala367, Ile371, Val482, HEM

Phell4, Asn202, 1le205, Arg239, Val366,
Ala367, 1le371, Val482, Val483, HEM

5a0OHLaxo -9.286

Tyr201, lle205, Arg239, Gly297, Ala302,
Val366, Ala367, lle371, Val482, Val483, HEM

acetato5aOHLaxo -9.635

Alal13, Phell4, Tyr201, Asn202, Arg239,
Ala302, Val366, Ala367, Val482, Val483, HEM.

oxima-i-esteroide -9.182

Alal05, Alall3, Phell4, Tyr201, Leu214,
glydiosgenina -8.177 Arg239, Ala302, Ala367, 11e371, Pro434,
Val482, HEM.

lle205, 11e206, Arg239, Ala302, Val366,
Ala367, 11le371, Val483, HEM

i-esteroide -8.776

Tyr201, lle205, 1le206, Leu209, Arg239,

glyiesteroide -9.022
Asp298, Ala302, lle371, Val482, Val483, HEM.

le205, 11e206, Gly297, Asp298, Ala302,
Val366, Ala367, lle371, Val482, Val483, HEM.

oximab5aOHLaxo -9.691

En negritas residuos que coinciden con aquellos considerados cataliticos.
En verde aquellos con los cuales presenta puentes de hidrégeno.

En egro se agruparon todas aquellas interacciones débiles.

En rojo los residuos con interacciones desfavorables.

Con los resultados anteriores, todas las moléculas estudiadas podrian actuar como
inhibidores de la enzima CYP17A1.
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Figura 14: Diagramas de interaccion 2D de las moléculas que forman puentes de
hidrogeno con Asn202 de CYP17A1 obtenidos con IDF.

6.4 Comparacion de los resultados entre Autodock Vinay Schrodinger del
acoplamiento molecular entre la enzima CYP17Aly las sapogeninas

Al comparar los resultados obtenidos de ambos programas utilizados se observa, de
manera general, que los valores de las energias de acoplamiento para todas las
estructuras estudiadas, incluidos el ligando endégeno y el inhibidor, son menores en
Autodock Vina (Gréfica 3).
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Gréafica 3: Comparacion de las energias de acoplamiento obtenidas con los dos
programas utilizados para el acoplamiento de las 8 sapogeninas estudiadas.

Con base en los resultados descritos en las secciones anteriores, se comparo los
modos de union de las moléculas propuestas, y se seleccionaron como inhibidores
especificos, solo aquellos compuestos que interactuaron con la enzima a través de
Asn202 (Tabla 10), ya que como se mostrard y discutira mas adelante, el hecho de
gue exista interaccion con residuos como Thr306, Arg298 y Asp298 no los hace
especificos para esta enzima.

De acuerdo con los resultados obtenidos con Autodock Vina los posibles inhibidores
especificos puden ser 5aOHLaxo, oxima-i-esteroide y glyiesteroide y, segun
Schrédinger, la diosgenina, 5a0OHLaxo y oxima-i-esteroide. Con estos resultados se
puede concluir gue ambos programas permiten obtener poses donde la 5aOHLaxo y
oxima-i-esteroide podrian ser inhibidores especificos de la enzima por la interaccién
gue presentan con Asn202. Por otra parte, se concuerda que la acetato5aOHLaxo y
oxima5aOHLaxo se pueden considerar como inhibidores inespecificos de CYP17A1
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Tabla 10: Estructuras seleccionadas como inhibidores especificos y no especificos
de la CYP17A1 como resultado de los dos programas utilizados.

AutoDock Vina Schrodinger
Estructura con
) o 5aOHLaxo, . .
posible actividad - _ diosgenina, 5a0OHLaxo
o o oxima-i-esteroide _ _ _
de inhibicion especifica _ _ y Oxima-i-esteroide.
_ y glyiesteroide.
de la enzima CYP17A1
Estructura con
) o acetato5aOHLaxo,
posible actividad _ _
o acetato5aOHLaxo glydiosgenina,
de inhibicion _ _ _ _
. N y oxima5aOHLaxo. | oxima5aOHLaxo, i-esteroide y
inespecifica de la . .
. glyiesteroide
enzima CYP17A1

Al comparar la conformacién espacial de las poses de 5aOHLaxo y oxima-i-
esteroide (Figura 15) se muestra que, si bien en ambos programas se acoplan las
moléculas en el sitio activo y forman el puente de hidrégeno con Asn202, no lo
hacen en la misma posicion. Por ejemplo, para 5aOHLaxo, el esqueleto central, que
esta conformado por los 6 anillos de la sapogenina, se encuentra girado cerca de

180°, causando que los grupos metilo se posicionen hacia sentidos contrarios.

5a0OHLaxo oxima-i-esteroide

P

8

Acoplamiento IDF
flexible Vina Schrodinger

Figura 15: Superposicion de las poses de las moléculas con posible actividad
inhibitoria especifica de la enzima CYP17A1 y que concuerdan en ambos
programas empleados.
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Como se refleja en los resultados, ambos programas difieren tanto en las poses
generadas como en las energias de interaccion de cada complejo, quedando la
duda de cual resultado es méas confiable o probable de poder ser reproducible en el
laboratorio. Directamente, no se ha comparado el poder de prediccion que tiene el
uso de la metodologia de docking flexible de AutoDock Vina y compararla con el
modelo de ajuste inducido que permite Schrodinger, no obstante, si se ha evaluado
la exactitud del algoritmo de busqueda y funcion de puntuacion de ambos
programas.

El algoritmo de busqueda de ambos se ha evaluado mediante la reproducibilidad de
las poses de diferentes ligandos cristalizados, donde Autodock Vina ha mostrado
tener los valores mas bajos de RMSD al ser comparado contra programas como
DOCK, Autodock 3.0-4.2 y Glide [129], mostrando el mismo comportamiento al ser
comparada con PLANTS, Gold, Glide, entre otros [130], donde Glide es el modulo
gue utiliza la metodologia de IDF para hacer el acoplamiento dentro de su protocolo.
Esto nos indica que, las poses obtenidas con AutoDock Vina son mas propensas a
describir la realidad. Pasando a la funcion de puntuacion, se mantiene el mismo
comportamiento, siendo AutoDock Vina mejor que Glide para predecir la energia de
acoplamiento [131] al compararlas con las experimentales. Por lo que, los
resultados obtenidos con Vina parecen ser mas confiables.

A pesar de la falta de evidencia que compare las metodologias aplicadas, se ha
demostrado que el IDF de Schrédinger genera mejores resultados en la
reproducibilidad de las configuraciones para una enzima CYP, al ser capaz de
predecir el modo exacto de union para interactuar con el atomo de hierro y
reaccionar con la enzima [132]; esto puede atribuirse a que el campo OPLS que
Glide, si tiene parametrizado el &tomo de hierro y lo considera al momento de
realizar el acoplamiento, mientras que con AutoDock Vina no se realiza esto,
guedando la carga formal sobre el hierro de cero. En consecuencia, si bien Vina ha
tenido mejores resultados en cuanto a reproducibilidad de las estructuras
tridimensionales, el IDF es una buena estrategia para estudiar nuevas moléculas
interactuantes con la familia de enzimas estudiadas.

Ademas, es importante establecer que, si bien ambas metodologias permiten tener
flexibilidad en las cadenas laterales del sitio activo, AutoDock Vina considera solo

unas pocas manteniendo al resto de los residuos en la configuracion que se les
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determind experimentalmente, mientras que con Schrddinger todo el sitio activo
tiene la capacidad de moverse y optimizarse a las posibles poses, causando que el

espacio conformacional del complejo se pueda estudiar mejor.

Por lo tanto, se considera que ambos resultados son independientes y no
comparables, siendo cada resultado un posible modo de union que pueden tener las
ocho sapogeninas estudiadas con la CYP17A1l, ya que la representacion fisica del
algoritmo de cada programa es diferente. Si bien, ambos programas tratan de
representar un modelo de ajuste inducido que sufren las enzimas, la metodologia de
Schrédinger permite explorar mejor el panorama conformacional de la interaccion
del complejo ligando-receptor, mientras que AutoDock Vina lo hace con menos
grados de libertad combinando parte del modelo de ajuste inducido en los residuos

flexibles y del modelo de llave-cerradura en aquellos que se mantienen rigidos.

6.5 Comparacién de los resultados entre Autodock Vinay Schrodinger del
acoplamiento molecular entre la enzima CYP21A2 y las sapogeninas

De manera similar a lo ocurrido con CYP17A1, las ocho sapogeninas estudiadas
mostraron interaccién en el sitio activo de la enzima CYP21A2. De todas las
estructuras, la Unica energia de acoplamiento que fue menor a la Progesterona y la
abiraterona la present6 i-esteroide (Gréfica 4). Las diferencias entre los valores de
energia van desde los 1.7 kcal/mol para la 5aOHLaxo y hasta los 5.5 kcal/mol como
es el caso de la glydiosgenia. Si bien todas estructuras podrian unirse al sitio activo,
solo i-esteroide competiria con el sustrato endégeno para bloquear su unién incluso

mejor que la abiraterona.
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Gréfica 4: Energias de interaccion de las moléculas estudiadas con la enzima

CYP21A2 utilizando la metodologia de acoplamiento flexible.

Para el andlisis de interacciones y determinar si las sapogeninas tienen el potencial
de bloquear el sitio de la enzima, se consider6 como residuo catalitico importante a
Arg234, cuyo papel es el anclaje, seleccion del sustrato y el posicionamiento de éste
[133]. De los complejos obtenidos, ninguno formé puente de hidrégeno con Arg234,
dandose en su lugar interacciones por puente de hidrégeno con los residuos:
Vall01, 1le231, Asp235, Ala363, Glu295, Asp288 y lle291 (Tabla 11). Si bien la
interaccidbn con Arg234 no ocurre por la interaccidn esperada, la diosgenina,
5aOHLaxo, oxima-i-esteroide, glyiesteroide y oxima5aOHLaxo lo hacen con éste por
interacciones de tipo alquilo. En la literatura se encontré6 que no es necesaria la
interaccion con Arg234 para poder bloquear la enzima, basta con que exista
interaccién con el atomo de Fe para tener esta actividad [134]. Dado que con
AutoDock Vina no se logra simular la interaccion con los iones metalicos, la

posibilidad de inhibicion enzimatica no se puede descartar.

Tabla 11: Resultados del acoplamiento molecular de las moléculas estudiadas, la
progesterona y abiraterona con la enzima CYP21A2.

energia de
Molécula acoplamiento Residuos con interaccion
(kcal/mol)
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progesterona -11.9 Leul10, Trp202, Arg234, lle291, HEM

Vall01, Leull0, Vall198, Trp202, Arg234,
lle291, Val360, Leu364, HEM

abiraterona -11.4

Vall01, Leull0, Vall98, Leul99, Trp202,
diosgenina -7.7 lle231, Arg234, Asp235, Val287, lle291,
Val360, Leu364, Val470, HEM

Vall01, Leull0, Vall198, Trp202, lle231,

5aOHLaxo -10.2 Arg234, Met284, Val287, 1le291, Ala363,
Leu364, HEM

Vall01, Vall198, Leul99, Trp202, lle231,

acetato5aOHLaxo -9 Arg234, Met284, Val287, 1le291, Gly292,

Leu364, Val470

Vall01, Val198, Leul99, lle291, Trp202 lle231,
oxima-i-esteroide -6.9 Arg234, Val287, His283, Met284, Val287,
Asp288, Leu291, Leu364, Val470,

Val101, Leull0, Vall98, Leul99, Trp202,
glydiosgenina -6.4 Asp235, Val287, lle291, Val360, Leu364,
Val470, lle471, HEM

Vall01, Leull0, Vall98, Trp202, Met284,
i-esteroide -12.5 Val297, 1le291, Gly292, Val360, Leu364,
Val470, lle471, HEM

Vall01l, Leull0, Trp202, lle231, Arg234,
glyiesteroide -7 Val287, 11e291, Glu295, Thr296, Leu364,
Val470, HEM

Vall01, Leul10, Vall98, 1le231, Arg234,
Met284, Val287, 11e291, Gly292, Leu364

oximab5aOHLaxo -9.8

En negritas residuos que coinciden con aquellos considerados cataliticos.
En verde aquellos con los cuales presentan puentes de hidrogeno.

En egro se agruparon todas aquellas interacciones débiles.

En rojo los residuos con interacciones desfavorables.

Basandose en los residuos que se consideran como parte del sitio catalitico,
ademas de aquellos con los cuales las moléculas tuvieron interaccion y el nimero

de puentes de hidrogeno, se propone a diosgenina, glyiesteroide y glydiosgenina
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como posibles inhibidores de la enzima CYP21A2 (Figura 16). Adicionalmente, se
considera que la 5a0OHLaxo y la oxima5aOHLaxo también podrian ser inhibidores,

debido a que presentan un puente de hidrégeno con la enzima.
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Figura 16: Diagramas de interaccion 2D de los ligandos diosgenina, glydiosgenina y

glyiesteroide con la enzima CYP21A2.

En contraste con los resultados de AutoDock Vina para la CYP21A2, se obtuvo que
7 de las 8 sapogeninas, especificamente la diosgenina, 5aOHLaxo,
oximabaOHLaxo, acetato5aOHLaxo, i-esteroide, oxima-i-esteroide y glyiesteroide,
forman un complejo enzima-sustrato con una energia menor a la obtenida con la
progesterona (Grafica 5). La glydiosgenina es la Unica sapogenina que se acopla
con una mayor energia que la del ligando enddgeno, indicando el posible potencial
de estas estructuras como competidores del sitio activo de la CYP21A2. Ademas, de
las siete sapogeninas con energia de acoplamiento menor a la de la progesterona,
todas a excepcion de la acetato5aOHLaxo y i-esteroide tienen una energia menor a

la de la abiraterona.
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Gréfica 5: Energias de acoplamiento de las moléculas estudiadas con CYP21A2
utilizando la metodologia IDF.

El analisis de las interacciones entre las moléculas estudiadas y la CYP21A2 mostré
gue las poses de la diosgenina, 5a0OHLaxo, oxima5aOHLaxo, glydiosgenina y
glyiesteroide, interactian a través de la Arg234 mediante un puente de hidrégeno
con el sitio catalitico de la enzima. Adicionalmente, se mostr6 este tipo de
interaccion con los residuos: Aspl07, lle,291, Gly292, Thr296, Ser469, Asp288
(Tabla 12).

Tabla 12: Resultados del acoplamiento molecular de las moléculas estudiadas con
CYP21A2.

Molécula Energia de Residuos con interaccion

acoplamient

o (kcal/mol)
progesterona -10.253 Leull0, Leul99, Trp202, Arg234, lle291, HEM
_ -11.36 Vall0l, LeullO, Trp202, Arg234, 1le291,
abiraterona
Thr296, Val360, Leu364, HEM
-12.690 Vall01, Leull0, Vall98, Trp202, Leu227,

diosgenina

lle231, Arg234, Val287, 11e291, Val360,
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Leu364, Val470, HEM

-11.986 Vall01, Val198, Trp202, Leu227, lle231,
Arg234, 1le291, Gly292, Thr296, Val360, HEM

5a0HLaxo

-11.313 Vall01, Leull0, Vall98, Trp202, Leu227,
acetato5aOHLaxo lle231, Val287, 1le291, Val360, Leu364,
Val470, HEM

-11.777 Vall01, Leull0, Vall98, Leul99, Trp202,
oxima-i-esteroide lle231, Arg234, lle291, Thr296, Val360,
Leu364, Val470, lle471, HEM

-8.577 Leu40, Aspl07, Leull0, Arg234, leu364,

glydiosgenina
Pro365, Ser469, Val470,

-11.157 Vall01, Val198, Leul99, Trp202, Gly292,
Val360, Val470, lle471, HEM

i-esteroide

-10.386 Tyr98, Pro95, Leull0, Aspl07, Leul99,
glyiesteroide Trp202, Arg234, Asp288, 11e291, Leu364,
Pro365, Val470, HEM

-11.313 Vall01, Laul10, Val198, Trp202, lle221,
oxima5aOHLaxo Leu227, Arg234, Val287, 11le291, Thr296,
Val360, Leu364, Val470 HEM

En negritas residuos que coinciden con aquellos considerados cataliticos.

En verde aquellos con los cuales presenta puentes de hidrogeno.

En egro se agruparon todas aquellas interacciones débiles.

En rojo los residuos con interacciones desfavorables.

Las sapogeninas que presentaron un mayor numero de interacciones fuertes con
CYP21A2 que se traduce en la formacion de un complejo mas estable son:
5a0OHLaxo, glyiesteroide, glydiosgenina oxima5aOHLaxo (Figura 17), teniendo en
total 3 puentes de hidrogeno con los residuos del sitio activo, entre los que se
incluye el residuo Arg234, por lo que estas 4 estructuras serian propensas a
bloguear el sitio activo de la enzima. Adicionalmente, la diosgenina presenta la
interaccidén necesaria con la Arg234, para unirse de manera selectiva a la CYP21A2,

lo cual la hace un posible inhibidor.
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Figura 17: Diagramas 2D obtenidos de interaccion de los ligandos 5aOHLaxo,

glyiesteroide, glydiosgenina y oxima5aOHLaxo con la enzima CYP21A2.

6.6 Comparacién de los resultados entre Autodock Vinay Schrodinger del
acoplamiento molecular entre la enzima CYP17A2 y las sapogeninas

Tal como se hizo con la CYP17A1, se compararon los resultados obtenidos de
ambos programas para el acoplamiento de las sapogeninas con CYP21A2 y se
observo que no todas las energias de acoplamiento obtenidas con la metodologia
de IDF eran menores a la de las de AutoDock Vina. Siendo los valores de energia
para los complejos de progesterona y abiraterona menores en AutoDock Vina
(Gréfica 6).
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Gréfica 6: Comparacion de las energias de acoplamiento obtenidas con los dos
programas utilizados para el acoplamiento de las 8 sapogeninas estudiadas con la
enzima CYP21A2.

Para seleccionar y proponer cuales estructuras podrian fungir como inhibidores de
la actividad de la CYP21A2, se decidié usar como parametro selectivo la interaccion
con Arg234, por lo que, basandose en los resultados de AutoDock Vina, diosgenina,
glydiosgenina y glyiesteroide fueron seleccionados como posibles inhibidores cuya
accion seria especifica. Por otra parte, glydiosgenina, 5aOHLaxo, oxima5aOHLaxo
y glyiesteroide fueron seleccionados, con base en los resultados de la Tabla 13. De
estas moléculas, ambos programas concuerdan en que la glydiosgenina y

glyiesteroide podrian bloquear la actividad de la enzima de manera especifica.

Tabla 13: Estructuras seleccionadas como inhibidores especificos y no especificos
de CY21A2 basados en los resultados con los dos programas empleados.

AutoDock Vina Schroédinger
Estructura con diosgenina, glydiosgenina, 5aOHLaxo y
posible actividad glydiosgenina oximab5aOHlaxo
de inhibicién especifica y glyiesteroide. y glyiesteroide.
con laenzima CYP21A2
Estructura con 5a0OHLaxo acetatoSaOHLaxo.
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La superposicion de las poses obtenidas para la glydiosgenina y glyiesteroide que
se obtuvieron con ambos programas (Figura 18) muestran un comportamiento
parecido al obtenido con CYP17A1 que, si bien hay acoplamiento de las estructuras,
no se realiza en la misma region del sitio activo ademas de que no se superpone

ninguna parte de las estructuras de las dos moléculas.

glydiosgenina | glyiesteroide

W e
-4

Acoplamiento IDF

flexible Vina Schrodinger
Figura 18: Superposicién de las poses de las moléculas cuya actividad se propone
puede ser inhibidora especifica de CYP21A2 y que concuerda en ambos programas

utilizados.

6.7 Comparacién de los resultados entre Autodock Vinay Schrodinger del
acoplamiento molecular entre las enzimas CYP17A1y CYP21A2

La realizacion del docking de las ocho sapogeninas estudiadas con las dos enzimas
utilizadas en este trabajo, fue para asegurar que las moléculas interacttan con la
CYP17Al1 y pudieran bloquear su sitio activo, no lo hicieran con la CYP21A2.
Permitiendo seleccionar posibles inhibidores especificos para la CYP17Al1 que
sirvieran para tratar el PCRC y evitaran los efectos secundarios por bloquear otras
enzimas de la misma familia, como el sindrome de exceso de mineralocorticoides
[135].

Con base en los resultados de los acoplamientos presentados anteriormente y a las

moléculas seleccionadas en las Tablas 9 y 12, se propone como posible inhibidor
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especifico de la CYP17Al al oxima-i-esteroide, debido a que es la Unica estructura
gue se menciona bloquea la enzima CYP17Al1 y no a la enzima CYP21A2 ya sea de
manera especifica o inespecifica. Aunque estos resultados deben validarse por
metodologias experimentales, también es posible realizar previamente la dinamica
molecular de los complejos obtenidos, para comprobar las interacciones entre las
moléculas y las proteinas, permiendo ver si el resto de las moléculas no tiene
posible capacidad inhibitoria especifica que no se pudo determinar por medio de
este analisis in silico. Ademas, con base en los resultados de AutoDock Vina, se
sugiere que el glyiesteoroide puede llegar a tener una actividad que bloquee a
ambas de manera especifica mientras que, con los resultados de Schrodinger, la
5a0OHLaxo es la estructura que puede inhibir ambas mediante la interaccion algun

residuo catalitico importante.

6.8 Receptor de anddgenos (RA)

De las 8 estructuras de sapogeninas estudiadas a lo largo del trabajo, Gnicamente la
diosgenina, glydiosgenina, glyiesteroide y i-esteroide mostraron un acoplamiento por
IDF con el dominio de union a ligando del RA, haciendo que solo cuatro de ocho
estructuras estudiadas tengan potencial para unirse a este sitio. Al comparar la
energia de acoplamiento de las cuatro moléculas mencionadas y compararlas con
un activador enddégeno como lo es la dihidrotestosterona (Grafica 7), se observa que
la Diosgenina muestra energia de unién ligeramente mas baja a la del DHT,
variando Unicamente en 0.132 kcal/mol. En segundo lugar, por encima de la energia
del activador esté la glydiosgeniena, que se acopla con una diferencia de energia de
0.593 kcal/mol. Las dos moléculas restantes, por otro lado, varian en energia de

acoplamiento por mas de 2 kcal/mol.
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Gréfica 7: Energias de acoplamiento de las sapogeninas estudiadas en el dominio

de union a ligando del RA.

Del mecanismo de activacién del RA se conocen los residuos que hacen que este
receptor nuclear adquiera la conformacion necesaria para activarse y llevar a cabo
sus actividades. Al encontrarse en estado inactivado, el RA se encuentra en
complejo con proteinas de choque térmico y chaperonas, pero al unirse un activador
al dominio de unién a ligando, se generan cambios conformacionales que causan el
desplazamiento de la hélice 12 sobre éste [136]. Los residuos clave necesarios para
mediar esta activacion de agonistas como la DHT y testosterona son la GIn711,
Arg752, Asn705y Thr877 [137].

La realizacion del acoplamiento de ajuste inducido con la DHT recred las
interacciones importantes que se han encontrado y que son responsables de la
unién de esta molécula en el LBD y la activacion de éste. Obteniéndose los puentes
de hidrogeno con los residuos GIn711, Arg752, Asn705 y Thr877 (Tabla 14). De las
sapogeninas estudiadas, la diosgenina logra interaccionar en este sitio mediante
puentes de hidrogeno con la GIn711, Arg752 y Met742, teniendo algunas de las
interacciones clave para su activacion. La glydiosgenia interacciona igual mediante
los residuos GIn711 y Arg752. Por otro lado, los compuestos restantes i-esteroide y
glyiesteroide si interaccionan en el sitio de unién a ligando, pero no lo hacen
mediante alguna interaccion de tipo fuerte, Unicamente mediante interacciones

débiles de tipo alquilo.
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Tabla 14: Resultados del acoplamiento molecular de las moléculas estudiadas y la

DHT en el sitio de union a ligando del RA.

Energia de
Molécula acoplamiento Residuos con interaccion
(Kcal/mol)
Leu704, Asn705, GIn711, Trp741, Met742,
DHT -13.197 Met745, Arg752, Met780, Leu873, Thr877,
Phe876
Phe697, Leu701, Leu704, GIn711, Trp741,
diosgenina 13.021 Met742, Met745, Arg752, Ser778, Arg779,
Met780, Phe873, Leu880, Phe891
12.896 Leu70l1, Leu704, GIn711, Met745, Arg752,
glydiosgenina Phe764, Ser778, Arg779, Leu873, Phe876,
Phe891
Leu701, Leu704, Leu707, Trp741, Met742,
i-esteroide -11.715 Met745, Ser778, Arg779, Met780, Phe876,
Leu880, Phe891.
glyiesteroide 10,568 Leu701, Leu704, Leu707, Met745, Arg779,
Met780, Phe876, Leu880, Phe891

En negritas residuos que coinciden con aquellos considerados cataliticos.

En verde aquellos con los cuales presentan puentes de hidrogeno.

En egro se agruparon todas aquellas interacciones débiles.

En rojo los residuos con interacciones desfavorables

Por los tipos de interaccién obtenidos, parece que la diosgenina y glydiosgenina
pueden actuar como activadores del RA, pero dado el tamafio de las moléculas se
plantea que no permitirian que el LBD adquiera una conformacion necesaria para
activar el receptor. Sin embargo, es necesario realizar la dinamica molecular del
complejo predicho para ver el efecto de estas estructuras sobre el dominio de union.
Adicionalmente, el i-esteroide y glyiesteoide podrian tener un efecto de bloqueo en
el sitio de union para su activacion, pero dada la energia de acoplamiento no

impedirian la union de sus activadores como la DHT.
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6.9 Analisis bioinformatico

Debido a que hubo acoplamiento de las ocho sapogeninas con las dos enzimas
CYP, asi como interacciones fuertes con algunos residuos del sitio activo, se decidio
estudiar mas a fondo la secuencia, estructura y caracteristicas fisicoquimicas del
sitio activo de las enzimas. Como resultado del alineamiento de secuencias
proteicas realizado en BLASTP, se obtuvo que se tiene una identidad del 31.99%
entre las enzimas, con una similitud del 52% entre sus aminoacidos y un E-value de
4x10%2, indicandonos que el resultado tiene significancia estadistica. Al
concentrarse en los residuos cataliticos de ambas enzimas (Figura 19), se observa
que existe conservacion en la posicion de algunos residuos que para una son parte
del sitio catalitico y que en la otra no, como lo son la Asp116, GIlu305, Arg347,
Val366 de la CYP17Aly la Aspl12, Glu295, Arg340 y Val359 de la CYP21A2.
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Figura 19: Alinemiento de las enzimas CYP17Al1 y CYP21A2 realizado con
BLASTP, los residuos cataliticos de la primera se muestran encerrados en un
rectangulo rojo y los de la segunda en verde.
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A nivel de secuencia, las enzimas CYP17A1 y 21A2 mostraron conservacion en
algunos residuos que en una u en otra eran considerados parte del sitio catalitico,
por lo que, podrian ser la razén por la cual no es posible bloquear una enzima sin
inhibir la accién de la otra. Razén por la cual, también se realizé el alineamiento
tridimensional de las estructuras del PDB para observar si los residuos alineados
con BLASTP se encuentran espacialmente en la misma posicion y se pudiera
determinar si estos son responsables de que no se pueda inhibir una enzima
selectivamente. Con los resultados de PBeFOLD, se resaltaron aquellos residuos
gue se alinearon tanto en la secuencia como tridimensionalmente en el sitio activo
de ambas enzimas (Figura 20). De la CYP17A1 la Arg239, Glu305, Thr306, Val366,
Asp298 y Val489 concuerdan con la Arg234, Glu295, Thr296, Val359, Asp288 y
Val489 de la CYP21A2. La presencia de residuos polares como la Arg, Thr, Glu y
Asp en la misma posicién, puede considerarse una de las razones para que la
inhibicion selectiva de la CYP17Al sea dificil de realizar, esto debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas que les permiten formar puentes de hidroégeno. En
algunos casos de las poses obtenidas en los resultados, es apreciable que estos
residuos son puntos de anclaje y de interaccion de algunas sapogeninas con las

enzimas.

Figura 20: Superposicion del sitio activo de las enzimas CYP17Al1 (Rojo) y

CYP21A2 (Azul) resultante del alineamiento estructural con PDBeFold.
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Considerando lo anterior, se observo que de las ocho sapogeninias acopladas en el
programa de AutoDock Vina, la aceto5aOHLaxo y glydiosgenina interaccionan
mediante puente de hidrogeno con la Arg239 con la CYP17A1, haciéndolas
candidatas a interaccionar de manera no especifica con la CYP21A2 a causa de la
Arg234. Los resultados del acoplamiento con AutoDock Vina de la CYP21A2 no
dieron indicios de una posible interaccién de las dos moléculas con la Arg234,
siendo la glydiosgenina la Unica que si interacciona con este residuo. Por otro lado,
segun los resultados que se obtuvieron para la CYP17A1 con AutoDock Vina, la
aceto5aOHLaxo, glydiosgenina y i-esteroide son 3 estructuras que mostraron
interaccion con la Arg239 y de estas solo con la glydiosgenina se mostro interaccion
con la Arg234 de la CYP21A2.

Otro de los residuos con el cual tuvieron interaccién las moléculas estudiadas y que
concuerdan con aquellos que se plantean son la causa de la dificil inhibicion
selectiva de las CYP es la Thr306 de la CYP17A1 y Thr296 de la CYP21A2.
Residuo con el cual, el i-esteroide de los resultados de AutoDock Vina para la
CYP17Al1, forma un puente de hidrogeno, y el glyiesteroide de IDF también
interacciona. Concordando Unicamente el glyiesteroide con el mismo residuo de la
CYP21A2 que se obtuvo con el IDF.

Adicionalmente a los alineamientos de secuencias y tridimensional de las enzimas
CYP17A1 Y CYP21A2, también se analiz6 la similitud fisicoquimica de los sitios
activos de ambas enzimas, realizando los mapas de hidrofobicidad y de puentes de
hidrégeno de la cavidad del sitio activo, localizado sobre el grupo hemo de las
enzimas (Figura 21). En el caso de la CYP17Al la enzima muestra un sitio activo
gue muestra ser mas del 50% hidrofébico con una regidn neutra y ligeramente polar
en la parte superior derecha, zona donde se encuentra la Asn202 y la Arg234. En
cuanto a las zonas de especies donadoras y aceptoras de puentes de hidrogeno, se
observa que exactamente donde la hidrofobicidad del sitio activo de la CYP17A1
disminuye, es donde se encuentra una zona donadora de puentes de hidrégeno que
es la Arg234 y una zona aceptora que es la Asn202. A diferencia, la CYP21A2
muestra tener un sitio activo casi completamente hidrofobico, con zonas ligeramente

aceptoras de puentes de hidrogeno en la parte inferior derecha.
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Figura 21: Contorno de superficie del sitio activo de la CYP17A1l (lado derecho) y
CYP21A2 (lado izquierdo)

Considerando las caracteristicas hidrofébicas y aceptoras/donadoras de puente de
hidrogeno de los sitios activos de las enzimas estudiadas, se tiene que la CYP21A2
muestra un sitio activo mas hidrofébico y con menos zonas para realizar puentes de

hidrégeno con los inhibidores que sirven para bloquear a la CYP17A1.
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Capitulo 7

Conclusiones

Después de llevar a cabo un analisis y discusion de los resultados obtenidos usando
diferentes herramientas basadas en la quimica cuanica computacional, las cuales
han servido para describir y/o predecir las posibles interacciones de ocho
sapogeninas para su aplicacion en el tratamiento del cAncer de pristata resistente a
la castracion (CPRC), se han obtenido las siguientes conclusiones:

1. Las ocho sapogeninas estudiadas presentan la capacidad de acoplarse tanto
con el sitio activo de la enzima CYP17A1 como de la enzima CYP21A2,
siendo diferentes los resultados obtenidos al utilizar la metodologia de
acoplamiento flexible de AutoDock Vina y la de acoplamiento de ajuste
inducido de Schrddinger. Con los resultados de AutoDock VINA, dada la
interaccion con la Asn202 y las energias de acoplamiento obtenidas, se
propone que los siguientes ligandos: 5aOHLaxo, oxima-i-esteroide Yy
glyiesteroide pueden ser inhibidores especificos de la enzima CYP17A.
Mientras que, con base en los resultados obtenidos con el software
Schrodinger, la diosgenina, 5aOHLaxo y oxima-i-esteroide son las que
pueden tener esta actividad.

2. El uso de los resultados de ambas plataformas permite proponer como
posible inhibidor especifico de la CYP17A1 al oxima-i-esteroide, debido a que
es la unica estructura que bloquea la CYP17A1 y no ala CYP21A2 ya sea de

manera especifica o inespecifica.

3. Las moléculas diosgenina, glydiosgenina, glyiesteroide y i-esteroide muestran
acoplamiento con el LBD del RA. Siendo la diosgenina la molécula que forma
un complejo mas estable que el ligando endégeno DHT, presentando
interaccién con los residuos involucrados en la activacién del RA. Las cuatro
moléculas dado el tamafio molecular que presentan se sugieren tienen la

posibilidad de bloquear la activacion del RA. La realizacion de una dinamica
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molecular del LBD del RA con estas cuatro moléculas permitiria validar esta

idea.

. La conservacion a nivel estructural de los residuos Arg239, Glu305, Thr306,
Val366, Asp298 y Val489 de la CYP17Al1 con la Arg234, Glu295, Thr296,
Val359, Asp288 y Val470 de la CYP21A2 se considera una de las principales

razones por la cual es dificil realizar la inhibicidon especifica de la CYP17A1.
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Apendice A

Abreviaturas

ADT Terapia de Privacion de Andrégenos

CPa Céancer de Prostata

CPRC Cancer de Prostata Resistente a la Castracion
Cytb5 Citocromo b5

DFT Teoria del Funcional de la Densidad

DHEA Dehidroepiandrosterona

DHT Dihidrotestosterona

DZ Base Doble Zeta

DZV Base de Valencia Dividida

IDF Acoplamiento Molecular de Ajuste Inducido
LHRH Hormona Liberadora de la Hormona Leutilizante
PSA Antigeno Prostéatico Especifico

POR Citocromo P40 Reductasa

RA Receptor de Andrégenos
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Apendice B

Localizacion de las cajas grid en Autodock Tools

Acoplamiento molecular en el sitio activo de la CYP17A1

Compute  Hydrogen Bonds  Grid3D Help
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Acoplamiento molecular en el sitio activo de la CYP21A2
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Acoplamiento molecular en el LBD del Receptor de Androgenos
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Apendice C

Formatos FASTA de las enzimas CYP’s estudiadas

>CYP17A1|6CHI
MAKKTGAKYPKSLLSLPLVGSLPFLPRHGHMHNNFFKLQKKYGPIYSVRMGTKTTVI
VGHHQLAKEVLIKKGKDFSGRPQMATLDIASNNRKGIAFADSGAHWQLHRRLAMAT
FALFKDGDQKLEKICQEISTLCDMLATHNGQSIDISFPVFVAVTNVISLICFNTSYKN
GDPELNVIQNYNEGIIDNLSKDSLVDLVPWLKIFPNKTLEKLKSHVKIRNDLLNKILEN
YKEKFRSDSITNMLDTLMQAKMNSDNGNAGPDQDSELLSDNHILTTIGDIFGAGVET
TTSVVKWTLAFLLHNPQVKKKLYEEIDQNVGFSRTPTISDRNRLLLLEATIREVLRLR
PVAPMLIPHKANVDSSIGEFAVDKGTEVIINLWALHHNEKEWHQPDQFMPERFLNP
AGTQLISPSVSYLPFGAGPRSCIGEILARQELFLIMAWLLQRFDLEVPDDGQLPSLE
GIPKVVFLIDSFKVKIKVRQAWREAQAEGSTHHHH

>CYP21A2|4Y8W
MAKKTSSKGKLPPLAPGFLHLLQPDLPIYLLGLTQKFGPIYRLHLGLQDVVVLNSKR
TIEEAMVKKWADFAGRPEPLTYKLVSRNYPDLSLGDYSLLWKAHKKLTRSALLLGIR
DSMEPVVEQLTQEFCERMRAQPGTPVAIEEEFSLLTCSIICYLTFGDKIKDDNLMPA
YYKCIQEVLKTWSHWSIQIVDVIPFLRFFPNPGLRRLKQAIEKRDHIVEMQLRQHKES
LVAGQWRDMMDYMLQGVAQPSMEEGSGQLLEGHVHMAAVDLLIGGTETTANTLS
WAVVFLLHHPEIQQRLQEELDHELGPGASSSRVPYKDRARLPLLNATIAEVLRLRPV
VPLALPHRTTRPSSISGYDIPEGTVIIPNLQGAHLDETVWERPHEFWPDRFLEPGKN
SRALAFGCGARVCLGEPLARLELFVVLTRLLQAFTLLPSGDALPSLQPLPHCSVILK
MQPFQVRLQPRGMGAHSPGQSQHHHHHH
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Apendice D

Diagramas 2D de los resultados del acoplmiento molecular en Vina de la CYP17A1

Diagramas 2D de los resultados del IDF de la CYP17A1
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Diagramas 2D de los resultados del acoplmiento molecular en Vina de la CYP21A2

ey A6 Affo {55
A ‘ng, A:1l0 ‘ {nf‘ ALEE‘

ARG, ¥ Affo A2 HEM
A:234 & I\
A:)gs o VA

" A:296
55 iz 55
VAL
Aty s b
A5 A% Ao
-
A1 fta) 4%
48
D E F 3 1 5
Y Y, ak A:331
9 » o) K - Ao o A
o fii) p {
. a5 A
P { % iy o 6, o
@ ' m S50 o )
5 A5 Al ) A5 & A% 5% e
A5
Pty
. Ha I 8 < a
AR A:s’é P
£55 »I-Rsz "y A% PRO.
& @ i~ RS o o, S
, At A
( 55 40
g v
° i & % @ i
A8, 5% ' A%
: £56
. = &
J
Alwﬂ lsg
& 8 5
W P
. 5
ASh (3
oo
&
et

A: Progesterona. B:Abiraterrona. C: Diosgenina. D: 5a0OHLaxo. E: Acetato5aOHLaxo. F:
Oxima-i-esteroide. G:Glidiosgenina. H: I-esteroide. |: Glyi-esteroide. J: Oxima5aOHLaxo

100



Diagramas 2D de los resultados del IDF de enla CYP21A2
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