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RESUMEN

INTRODUCCION: El tejido mas abundante en el cuerpo humano es el musculo
esquelético estriado, cuya regulacion se lleva a cabo principalmente mediante dos vias
de sefalizacion interconectadas. Estas vias, controladas por el Factor de Crecimiento
Similar a la Insulina 1 (IGF-1) y la miostatina, desempeian roles fundamentales en el
crecimiento y la homeostasis muscular. Mientras que la via del IGF-1 impulsa el
crecimiento y la hipertrofia muscular, la miostatina regula la degradacion proteica y la
atrofia muscular. Ante los problemas de salud asociados con la atrofia muscular, se
busca activamente nuevas alternativas para la prevencion y tratamiento, explorando el
uso de heteroesteroides como mediadores en estas vias.

OBJETIVO: EI propésito de este estudio es determinar, mediante acoplamiento
molecular, si los heteroesteroides pueden efectivamente unirse a las proteinas clave en
las vias de sefializacion implicadas en el crecimiento del musculo esquelético, regulando
asi su desarrollo.

MATERIALES Y METODOS: Se llevo a cabo una revision bibliografica para identificar
proteinas potenciales como dianas, seguido por la creacion de modelos tridimensionales
de heteroesteroides utilizando cédigos SMILES. Posteriormente, se realizd el
acoplamiento molecular entre las proteinas diana y los heteroesteroides utilizando el
software GOLD desarrollado por el CCDC. Los resultados se analizaron mediante el
software Discovery Studio, evaluando las interacciones presentadas. Se realizd una
verificacion adicional de los mejores resultados utilizando claves adicionales para las
proteinas diana.

RESULTADOS: El analisis de mas de 160 resultados de acoplamiento molecular revel6
gue el heteroesteroide con la clave D8 mostraba las mejores interacciones con las
proteinas ERK1 y MAP2K1. Estas interacciones incluian puentes de hidrégeno con
distancias y angulos favorables, respaldados por interacciones hidrofébicas, sugiriendo
un acoplamiento exitoso.

CONCLUSION: De acuerdo con los experimentos in silico, el heteroesteroide D8
demostro la mejor interaccion con dos proteinas clave: ERK1, promoviendo la hipertrofia
muscular, y MAP2K1, previniendo la atrofia muscular. Estos hallazgos sugieren que el
compuesto D8 podria ser una opcion prometedora para modular las vias de sefializacion
y, por ende, regular el crecimiento muscular.

PALABRAS CLAVE: Heteroesteroides, acoplamiento molecular, atrofia, hipertrofia, in

silico.
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CAPITULO 1.
1. INTRODUCCION.

1.1. El Mdsculo Esquelético.

El muasculo esquelético estriado es el tejido mas abundante del cuerpo humano y
representa aproximadamente entre el 35% y el 45% de la masa corporal total y contiene
entre el 50y el 75% de las proteinas de todo el cuerpo. A diferencia del masculo cardiaco,
el musculo esquelético esta controlado por el sistema nervioso somatico que permite la
contraccion voluntaria. Se conocen mas de 600 musculos esqueléticos en Homo sapiens,
de diferentes tamafios y propiedades contractiles que permiten diversas funciones como
la locomocion, el apoyo postural, los movimientos potentes o precisos, y la respiracion.
El musculo esquelético destaca por su alto potencial de adaptacion, siendo conocido por
responder al entrenamiento de resistencia para inducir la hipertrofia muscular y aumentar

la fuerza. (Dumont et al., 2015).

La composicion del musculo se basa principalmente en agua (75%), proteinas (20%) y
otras sustancias como sales inorganicas, minerales, grasas e hidratos de carbono (5%).
La masa muscular depende de factores como el estado nutricional, el equilibrio hormonal,
la actividad fisica, las lesiones y las enfermedades. Los componentes proteicos del
musculo han recibido una considerable atencion cientifica debido a su impacto en el

rendimiento deportivo, la funcion y la salud.

El masculo esquelético cumple diversas funciones corporales, siendo responsable de
convertir la energia quimica en energia mecanica para generar fuerza y potencia,
mantener la postura, realizar movimientos que afectan a la funcién, permitir la
participacion en entornos sociales y ocupacionales, y contribuir al metabolismo
energético basico almacenando importantes sustratos como aminoacidos e hidratos de
carbono (Frontera & Ochala, 2015).

Las fibras musculares, también conocidas como células musculares, son las unidades

basicas del musculo esquelético. Formadas por la fusidén de varias células embrionarias,
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son multinucleadas y estan rodeadas por una red de tejido conjuntivo denominada
endomisio. Las fibras adyacentes también se agrupan en fasciculos, rodeados por un
tejido conjuntivo mas denso denominado perimisio, y el conjunto forma el muasculo,
recubierto por un tejido conjuntivo resistente llamado epimisio (Figura 1).(Exeter & Connell,

2010).

Estas vainas de tejido conjuntivo permiten el movimiento de las estructuras
neurovasculares y proporcionan continuidad con los tendones y la aponeurosis. El
tamafo de las fibras musculares oscila entre 10 y 120 ym Yy estan rodeadas por una
membrana plasmatica denominada plasmalema, mientras que la combinacion de varias
capas de membrana plasmética y membrana basal se conoce como sarcolema como se

observa en la figura 1.

Apertura hacia el tabulo T

Mitocondria

- Miofibrilla

Nucleo

Membrana
plasmatica

S Sarcoplasma
sarcoplasmatico

Tubulos

transversales Cisternas
terminales

Figura 1. Fasciculo conformado por fibras musculares. Tomado y traducido de: (Exeter & Connell, 2010)
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Las células precursoras musculares quiescentes, llamadas células satélite, se
encuentran situadas debajo de la lamina basal de la fibra muscular, contribuyendo a la
regeneracion muscular al aportar mionucleos a las fibras musculares en crecimiento
(Morgan & Partridge, 2003).

1.2. Antecedentes generales

La masa muscular en los musculos esqueléticos varia segun las condiciones fisiol6gicas
y patolégicas del individuo. Se pueden dar dos casos: el crecimiento muscular,
denominado hipertrofia, y la pérdida de masa, conocida como atrofia muscular (Schiaffino
et al., 2013).

La sintesis y la degradacion de proteinas estan reguladas de forma coordinada por vias
de sefalizacion influidas por el estrés mecanico, la actividad fisica, la disponibilidad de
nutrientes y los factores de crecimiento. Comprender la sefializacion que regula la masa
muscular puede proporcionar posibles dianas terapéuticas para la prevencion y el
tratamiento del desgaste muscular en enfermedades metabdlicas vy

neuromusculares.(Sandri, 2008).

Los mecanismos moleculares que sustentan al mantenimiento del masculo esquelético
implican la interaccidon entre multiples vias de sefializacion. En condiciones fisioldgicas
normales, una red de sefales interconectadas sirve para controlar y coordinar los
mensajes hipertréficos y atroficos, manteniendo un delicado equilibrio entre la sintesis
de proteinas musculares y la protedlisis (Egerman & Glass, 2014) .

1.3. Atrofia muscular.

La atrofia del musculo esquelético se manifiesta en animales adultos como resultado de
las condiciones de desuso, envejecimiento, inanicion y diversas enfermedades.
Independientemente de la causa, la atrofia del musculo esquelético se caracteriza por
una disminucion del contenido proteico, del diametro de las fibras, de la produccion de

fuerza y de la resistencia a la fatiga. La atrofia implica diferentes desencadenantes
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moleculares y vias de sefializacion para el desgaste muscular (Jackman & Kandarian,
2004). Durante la atrofia, se acelera la degradacion de las proteinas miofibrilares y
solubles, y en estado de desgaste sistémico, también disminuye la sintesis proteica,
provocando una rapida pérdida de masa muscular y peso corporal, debilidad y aumento
de la discapacidad (Cohen et al., 2015).

La miostatina, también conocida como factor de crecimiento y diferenciacion 8 (GDF8),
es el principal factor involucrado en la atrofia muscular. Forma parte de la superfamilia
de proteinas de senalizacion del factor de crecimiento transformante  (TGF-B) y actta
como regulador negativo del crecimiento del musculo esquelético (Cotton et al., 2018).
Se sintetiza como una proteina precursora que se procesa para formar un dimero maduro
C-terminal asociado a un propéptido, creando un complejo latente que debe liberarse
para provocar su actividad biolégica (Carnac et al., 2007).

La miostatina activa se une principalmente al receptor de activina tipo IIB (ActRIIB) y
activa la cascada de sefializacion que inhibe la diferenciacion y proliferacion de
mioblastos.(Elkina et al., 2011). Ademéas de la via clasica de Smad, la miostatina también
utiliza la via de sefializacion PI3K-AKT-mTOR y la via de sefializacion MAPK para regular
la transcripcidn de factores reguladores miogénicos, MURF-1 y atrogin-1, afectando asi

la diferenciacion miogénica y la calidad del masculo esquelético (Chen et al., 2021).

La sefalizacion de la miostatina también puede ser independiente de la expresion de
genes regulados por Smad, por ejemplo, las proteinas cinasas activadas por mitbgenos
(MAPK), incluidas las cinasas reguladas por sefales extracelulares (ERK), las cinasas
c-Jun N-terminal (JNK) y las proteinas cinasas activadas por mitégenos p38 (p38MAPK)
estan implicadas en la via de transduccién de sefiales de la miostatina(Z. Huang et al.,
2007) .

Licenciatura en Biotecnologia
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1.4. Hipertrofia muscular

La hipertrofia del musculo esquelético, caracterizada por un aumento del tamafio de las
miofibras preexistentes en el mamifero adulto, implica un desplazamiento hacia la
sintesis proteica y un alejamiento de la degradacién proteica. La hipertrofia puede ser
inducida por multiples estimulos anabdlicos, entre los cuales el més estudiado es el factor
de crecimiento 1 similar a la insulina (IGF1) (Egerman & Glass, 2014).

La sefalizacion de IGF1 implica la union a su receptor tirosina quinasa (IGF1R),
induciendo la transfosforilacién del receptor y activando la cascada de sefializacion PI3K-
AKT-mTOR, que inhibe la degradacion proteica y favorece la sintesis de proteinas
(Egerman & Glass, 2014). Mientras la insulina es producida por el pancreas, el IGF1 se
sintetiza principalmente en el higado bajo la accion de la hormona del crecimiento,

actuando como un factor de crecimiento sistémico (Sartori et al., 2021).

En resumen, la regulacién del masculo esquelético involucra una compleja red de
sefalizacion que coordina procesos como la hipertrofia y la atrofia, ofreciendo posibles
objetivos terapéuticos para abordar condiciones de desgaste muscular en diversas
enfermedades.

Como se menciond anteriormente, las principales vias tanto para la atrofia muscular,
regulada principalmente por la miostatina, y la via para la hipertrofia muscular, regulada
principalmente por el IGF1, se encuentran interconectadas y dependen una de otra. Por

lo tanto, podriamos representar la interconexion de estas vias mediante la Figura 2.
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1.5. Saponinas y Sapogeninas.

Las saponinas son compuestos glucosidos que, de manera diversa es posible
encontrarlas en mas de 100 especies de plantas y algunos otros organismos vivos como
la estrella o el pepino de mar. Estos glucosidos poseen una estructura caracteristica que
contiene una aglicona esteroidea, también conocida como sapogenina, y al menos una
cadena de azucares. Gracias a su diversidad estructural y a sus propiedades
fisicoguimicas y biolégicas, han sido utilizadas en distintas areas de la industria, como la
creacion de jabones, en la industria alimenticia, o como agentes espumantes en

productos industriales(Guclu-Ustundag & Mazza, 2007) .

Uno de los primeros estudios en los que se reportd la obtencién de saponinas esteroides,
fue publicado en el afio 1947 por Marker y colaboradores. Aislaron por primera vez una
sapogenina con caracter esteroideo de plantas pertenecientes a la familia Liliaceae y
Dioscoreaceae. Uno de los compuestos principalmente aislados en el estudio fue la
Hecogenina (figura 3), obtenida a partir de dos especies de la familia Bromeliaceae,
especificamente de Hechtia texensis. Este compuesto contiene un grupo hidroxilo y un

grupo carbonilo, con una formula condensada C27H4204 (Marker et al., 1947).

Figura 3. Primera estructura reportada de la Hecogenina sintetizada a partir de Hechita texensis. Imagen modificada
de (Marker et al., 1947).
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A través de diversos estudios, se ha comprobado que las saponinas tienen diversas
actividades biologicas, actuando en el sistema nervioso, cardiovascular y gastrico.
También, poseen propiedades antinflamatorias, y actualmente la Hecogenina se utiliza
como un precursor para la creacion de farmacos esteroideos, ya que presenta efectos
anticonceptivos, antitumorales y antimicrobianos. Su forma mas comun es en su
estructura de acetato que permite una mejor absorcion en el cuerpo (da Hora Borges
et al., 2023).

En otro estudio publicado en 2020 por Zhang y colaboradores, se determind mediante la
purificacion de saponinas y sapogeninas a partir de fenogreco que tres sapogeninas y
dos saponinas no mostraron accion como inhibidores de alfa glucosilasa. Esto podria
resultar en un retraso en la absorcion de carbohidratos y posiblemente reducir el aumento
de las concentraciones de glucosa en sangre en pacientes con diabetes mellitus tipo 2.
Este estudio resalta el potencial de las saponinas y sapogeninas en el ambito

farmacéutico (Zhang et al., 2020).

Los heteroesteroides estudiados en este trabajo fueron sintetizados a partir de
saponinas, sapogeninas, Hecogenina y sus derivados.

1.6. Acoplamiento molecular.

Los métodos basados en estructuras se fundamentan en la informacion derivada del
conocimiento de la estructura tridimensional de una diana de interés, y permiten clasificar
bases de datos de moléculas en funcion de la complementariedad estructural y
electronica de los ligandos con una diana determinada (Pinzi & Rastelli, 2019). El
acoplamiento molecular es un método bioinformatico que permite predecir y calcular las
interacciones mas favorables entre dos moléculas. Una de ellas, generalmente de origen
proteico y denominada proteina blanco, y la otra llamada ligando, que suele ser un

compuesto de interés como un farmaco. Estas interacciones, como puentes de hidrogeno
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o fuerzas de van der Waals, pueden desencadenar un cambio conformacional o una

alteracion en la actividad proteica (Ballén Paucara & Grados Torrez, 2019).

Este proceso generalmente comienza prediciendo la orientacion molecular de un ligando
dentro de un receptor y luego estima su complementariedad mediante el uso de una
funcion dependiente de los algoritmos que cada programa utiliza (Pinzi & Rastelli, 2019). La
eficiencia de un acoplamiento depende en gran media de la especificidad y la afinidad
del ligando por la proteina. En la mayoria de los casos, a mayor afinidad, mayores seran
las interacciones entre ambas moléculas, proporcionando una mayor estabilidad al

complejo proteina-ligando. (Ballébn Paucara & Grados Torrez, 2019).

Los algoritmos de acoplamiento deben clasificar los compuestos segun su afinidad de
unién, que puede o no guardar relacion con la actividad biologica. Para clasificarlos, se
utilizan algoritmos de busqueda estocasticos o aleatorios, dependiendo del programa.
Estos algoritmos pueden presentar limitaciones en cuanto al tiempo asignado para correr
un acoplamiento. A medida que se permite mas tiempo para que transcurra el proceso,
hay mayores probabilidades de encontrar la estructura mas estable, también conocida

como la conformacién minima global (Lohning et al., 2017).

El acoplamiento molecular ofrece una poderosa herramienta para determinar cuales de
una lista de ligandos pueden tener la mejor interaccion y estabilidad con respecto a una

proteina blanco.
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Figura 4. Representacion del sitio activo de una proteina, rodeada de ligandos de interés en la cual se practica
acoplamiento molecular para obtener la mejor interaccidon de acuerdo con un sistema de puntuacion establecido por

el programa de acoplamiento. Tomado de:(Beckam, 2014).

En los dltimos afios el acoplamiento molecular ha sido una herramienta muy utilizada en
distintos tipos de investigacion. Esto se debe no solo a su eficiencia, sino también a el
hecho de que proporciona resultados precisos de interacciones entre moléculas. Permite
descartar aquellas que no presentan estas interacciones, 1o que, una vez realizadas de
manera in vitro se traduce en menos desperdicio de reactivos en las pruebas, y en mejor

aprovechamiento de los recursos dentro de un laboratorio.

Recientemente, el acoplamiento molecular fue utilizado en un estudio de SARS-CoV-2
en el cual se seleccionaron 4 proteinas de suma importancia en la virulencia de la
enfermedad, nsp4, nsp, NendoU/nspl5 y ACE2. Se llevd a cabo el acoplamiento
molecular con compuestos naturales obtenidos de una biblioteca con mas de 10,000

compuestos. Los resultados indican que el mejor compuesto obtenido tras el
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acoplamiento, que se une eficazmente a NSP4 NSP15, y RdRp es baicalina, un
flavonoide unido a un azucar de forma natural,de origen vegetal tiene la capacidad de
inhibir las proteinas diana del SARS-CoV-2 en la conformacion de menor energia.(Alazmi
& Motwalli, 2021).

Otro estudio reciente se centrd en la exploracion de compuestos bioactivos que pudieran
actuar contra los receptores del factor de crecimiento (GFR). Estos receptores tienen
importantes roles en la progresion de células cancerigenas. Se examinaron 50
compuestos bioactivos de diferentes fuentes vegetales como agentes anticancerigenos

contra los GFR, utilizando dos farmacos estandares como referencia.

Se realizo6 el acoplamiento molecular entre los fitoquimicos y los GFR. Los ligandos con
un parecido aceptable a los farmacos y una energia de unibn comparable se analizaron
para determinar sus actividades farmacocinéticas. Este estudio mostré fitoquimicos con
una energia de union comparable a los farmacos estandar (Dovitinib y Gefitinib). La
puntuacién de bioactividad y el radar de biodisponibilidad proporcionaron mas
informacion sobre estos compuestos como potentes agentes anticancerigenos.(Medie &
Hemalatha, 2022).

Estos ejemplos de investigaciones pasadas destacan la utilidad del acoplamiento
molecular en el descubrimiento de dianas terapéuticas o el desarrollo de nuevos

medicamentos.
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CAPITULO 2.

2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS.

En el Laboratorio de Investigacion del Jardin Botanico de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla, se sintetizaron 20 heteroesteroides a partir de derivados de
sapogeninas como la Diosgenina, Hecogenina y Sarsasapogenina. Se desconocia si
estos compuestos podian presentar efectos anabdlicos en el musculo esquelético. Se
llevé a cabo una investigacion de tesis bajo el nombre "Efecto anabdlico de analogos de
Brasinoesteroides en células de musculo esquelético: una aproximacion in silico e in
vitro". A partir de la estructura de estos heteroesteroides, se crearon los c6digos SMILES
(Simplified Molecular Input Line Entry Specification), que permiten representar una
estructura quimica usando simplemente cadenas de caracteres alfanuméricos (Pérez,
2022).

Una vez obtenidos los cddigos SMILES, se utilizaron programas quimio informaticos
como Molinspiration, Swiss TargetPrediction y Passonline para predecir la accién de
estos heteroesteroides con proteinas blancos a través de la comparacion de ligandos
con bases de datos previamente creadas. Como control positivo, se utiliza acetato de
megestrol y testosterona, y como control negativo el clembuterol. Los resultados
obtenidos se depuraron considerando las vias de sefializacion a utilizar,
PI3K/AKT/mTOR vy la via de atrofia regulada por la miostatina, para obtener los mejores
valores de prediccion de la actividad de los heteroesteroides (Slovensky, s/f;
SwissTargetPrediction, s/f).

De acuerdo con la informacion obtenida de las plataformas quimioinformaticas y los
factores implicados en las vias de sefalizacion de la regulacion del musculo esquelético,
se seleccionaron seis compuestos que podrian favorecer la hipertrofia muscular. Estos

compuestos presentan las estructuras presentadas en la figura 5.
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Figura 5. Estructura 2D de los heteroesteroides seleccionados como posibles candidatos para favorecer la hipertrofia
muscular.

Con los mejores candidatos seleccionados segun sus interacciones con las proteinas de
las vias de sefalizacién de interés, se llevd a cabo una experimentacion in vitro para
determinar el efecto de los heteroesteroides sobre el crecimiento de las células del
musculo esquelético de la empresa ABM, utilizando diferentes concentraciones

propuestas.

Los resultados presentados indican que la testosterona y la epibrasinolida tienen la
capacidad de aumentar en mas del 100 % el nimero de células, seguidas por D8, que
aumenta en un 63%. Sin embargo, la presencia de un mayor nimero de células no
garantiza que la concentracion de proteinas sea igual. En términos de concentracion de
proteinas, los compuestos D5, D7 y D8 muestran porcentajes de aumento de
concentracion proteica del 21.6, 13.6 y 9.1%, respectivamente, en comparacion con el

1.25y 6.2% de la testosterona y la epibrasinolida.
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Gracias a los resultados in vivo y al uso de software bioinformatico en esta parte del
estudio, se determinaron las posibles mejores interacciones entre la variedad de
heteroesteroides y las proteinas diana. A partir de estos resultados, se establecid la
siguiente tabla de acoplamientos moleculares para este estudio. Sus interacciones se

encuentran detalladas a continuacion.

Clave
HH

AR | CYP19A1l | PI3K | MAP2K1/2 | ERK1 | GRK2 | mTor | PDK1 | GSK3B | RPS6K1 | IGFR1

S1

D3

D5

D7

D8

Tabla 1: Interacciones con mejores resultados en la fase previa del estudio, la tabla presenta la clave de los diferentes
heteroesteroides y las abreviaciones de las proteinas de las diferentes lineas de sefializacion que seran estudiadas

por medio de acoplamiento molecular. Véase seccién 6.1 para mas informacion.

- El compuesto S1 interactta con el receptor de IGF, GSK3B, como inhibidor de proteasa,
agonista de testosterona, anabdlico y estimulante del crecimiento.

- ElI compuesto D3 tiene interaccion con el Receptor Androgénico, actuando como
agonista de testosterona y anabdlico y estimulante del crecimiento.

- El heteroesteroide D5 interactia con el receptor de IGF, GSK3B, siendo anabdlico y
estimulante del crecimiento.

- El compuesto D7 presenta interaccion con mTOR, PDK, la proteina ribosomal S6, y
actia como inhibidor de proteasa, agonista de testosterona, anabdlico y estimulante de
crecimiento.

- El compuesto D8 interactia con PI3K, MAP ERK, como ligando nuclear, inhibidor de
proteasa, agonista de testosterona, anabdlico y estimulante del crecimiento.

- D13 tiene interacciones con el receptor IGF, mTOR, GSK3B, siendo utilizado en el
tratamiento de la distrofia muscular, agonista de testosterona, como anabdlico y
estimulante del crecimiento.
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3. HIPOTESIS CIENTIFICA

Los heteroesteroides presentaran interacciones moleculares con las proteinas blanco

seleccionadas y tendran un efecto de regulacion en el musculo esquelético.

4. JUSTIFICACION

En términos generales, las distrofias musculares son un grupo heterogéneo de trastornos
definidos por caracteristicas patologicas distréficas en la biopsia muscular. Clinicamente,
se caracterizan por una debilidad muscular progresiva que afecta a los musculos
esqueléticos. Sin embargo, existe una importante variabilidad en los aspectos
bioquimicos, la distribucion de la musculatura afectada, el grado de compromiso
respiratorio y cardiaco, asi como la afectacion de otros érganos como los ojos y el
sistema nervioso central. También hay variabilidad, incluso entre pacientes con
mutaciones genéticas, en cuanto a la edad de aparicion, gravedad, progresion,

prondstico, y, por tanto, en el tratamiento 6ptimo (Carter et al., 2018)

Dentro de las enfermedades relacionadas con las distrofias musculares mas comunes
en la actualidad, se encuentra la acromegalia, una enfermedad desfigurante que, de no
ser tratada, puede reducir la expectativa de vida en un promedio de 10 afios en el
individuo que lo padece. El paciente con acromegalia puede presentar hipertrofia
ventricular izquierda o derecha, lo que puede desencadenar en una falla diastélica que

provoque insuficiencia cardiaca (Perel & Echin, 2011).
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

El objetivo principal es determinar mediante acoplamiento molecular si los
heteroesteroides se acoplan de manera efectiva a proteinas de las vias de sefalizacion
involucradas en el crecimiento del musculo esquelético, regulando asi su desarrollo.
Para lograr este objetivo, se seguira un protocolo de investigacion que consta de las

siguientes etapas:

1. Realizar una revision bibliografica de las proteinas con las cuales los

heteroesteroides muestran interacciones.
2. Realizar el modelado en 3D de los heteroesteroides de interés.

3. Utilizar diversas bases de datos de estructuras proteicas 3D como PDB (Protein Data
Bank), ePDB (Protein Data Bank in Europe), UNIPROT (The Universal Protein

Resource) para obtener los modelos de las proteinas de interés.

4. Realizar acoplamientos moleculares mediante la suite del CCDC (Cambridge
Crystallographic Data Centre) de las proteinas de interés con los heteroesteroides que

muestran interaccion.
5. Determinar las interacciones moleculares especificas de cada acoplamiento.

6. Identificar qué heteroesteroides pueden tener el mejor efecto anabdlico o inhibir la

activaciéon de su respectiva via de sefalizacion.
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CAPITULO 3.

6. METODOLOGIA

6.1. Revision bibliografica de las proteinas blanco.
6.1.1. Receptor Androgénico (RA)

El receptor androgénico es un factor de transcripcién nuclear dependiente de ligando
y miembro de la familia de receptores nucleares de hormonas esteroideas. Su papel
principal es regular los androgenos, hormonas masculinas encargadas del desarrollo
del sistema reproductivo masculino y de las caracteristicas sexuales secundarias
(Davey & Grossmann, 2016). Presente en diversos tejidos, el RA desempefa
funciones clave en el desarrollo y mantenimiento de sistemas como el reproductivo,
musculoesquelético, cardiovascular, inmunitario, neural y hematopoyético (Davey &
Grossmann, 2016). Codificado en el brazo largo del cromosoma X (Xgl11-12), el gen
del RA consta de 8 exones que codifican una proteina de 919 aminoacidos. La
estructura general del receptor incluye un dominio de transactivacion independiente
del ligando (DNT) en el extremo amino terminal, un dominio de unién al ADN (DBD),
un dominio de unién al ligando (LBD) en la region carboxi-terminal (COOH) y una
region "bisagra" que conecta el LBD con el DBD (figura6) (Levalle OA. & Lalosa S.,
2015).

El RA, constituye una proteina de 110 kDa que encuentra codificado en el brazo largo
del cromosoma X (Xql11-12). El gen esta constituido por 8 exones que codifican una

proteina de 919 aminoacidos.
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Figura 6: Esquema de la organizacion cromosOmica, genética y proteica del receptor androgénico (RA).
Modificada de (Levalle OA. & Lalosa S., 2015). Modificada con BioRender.com

6.1.2. CITOCROMO P450 19A1 (CYP19A1)

Los citocromos P450, en general, catalizan el metabolismo de una amplia variedad
de compuestos endbégenos y xenobidticos, incluyendo farmacos, con baja
especificidad de sustrato (Ghosh et al., 2018). Localizado en el reticulo endoplasmico,
el P450 19A1 cataliza los ultimos pasos de la biosintesis de estrégenos. Su estructura
cristalina revela un sitio activo que se adapta bien para alojar al andrégeno,
permitiéndole catalizar las reacciones necesarias para transformarlos en estrogenos

en una secuencia de 3 pasos (Sohl & Guengerich, 2010).

La estructura de P450, presenta residuos hidréfobos y polares que complementan el
esqueleto del esteroide. Estos residuos se encuentran yuxtapuestos en la region

amino terminal hidrofobica, por lo que, para poder tener acceso al sitio activo, es
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necesario que exista anclaje membranal entre la testosterona y el citocromo (Ghosh
et al., 2009).

6.1.3. PI3-CINASA P110-SUBUNIDAD ALFA (PI3K)

Las fosfatidilinositol 3-cinasas (P13Ks) son lipidos heterodiméricos, compuestos por
subunidades cataliticas y reguladoras. Son activadas por tirosina quinasas receptoras
de factores de crecimiento, y producen fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato (PIP3). La via
PI3K/Akt inicia una amplia gama de eventos de sefializacién implicando factores
como la fosfatasa, y afecta la regulacion de la proliferacibn de mioblastos, la
supervivencia y mortalidad celular (C.-H. Huang et al., 2007).

La activacién de la via PI3k/Akt induce la hipertrofia del musculo esquelético mediante
la regulacion positiva de la sintesis proteica descendente de la sefializacion TORCL1.
En experimentos, se ha demostrado que la sobreexpresién de IGF-1 durante 2-3
semanas es suficiente para inducir la duplicacién del tamafio del musculo esquelético
en ratones transgénicos, evidenciando que la activacion de Akt es esencial para la
hipertrofia in vivo (Coleman et al., 1995; Glass, 2010; Musaro et al., 2001). Por el
contrario, en condiciones de atrofia muscular, la inhibicién de la PI3Kinasa suprime la
sefalizacion de Akt tras la activacion del IGF1, bloqueando la hipertrofia controlada
por IGF1. Esto demostré que la PI3 quinasa es necesaria para la hipertrofia inducida

por IGF1 en el musculo esquelético (Rommel et al., 2001; Sugita et al., 2005).
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Figura 7: La sefializacion de la hipertrofia regula de forma dominante la sefializacién de la atrofia y la miostatina. A la
izquierda, se muestra la sefializacion de hipertrofia PI3k/Akt, a la derecha, la miostatina activa los factores de
transcripcion Smad2 y Smad3, que bloguean la diferenciacién muscular. Imagen modificada de (Glass, 2010).
Modificada con BioRender.com.

La activaciéon de la via PI3k/Akt con IGF-1 induce la hipertrofia del musculo esquelético
a través de la via PI3k/Akt, regulando positivamente la sintesis proteica descendente de
la sefalizacion TORC1. La miostatina activa los factores de transcripcion Smad2 y
Smad3, que bloquean la diferenciacion muscular, incluyendo las ligasas E3 MuRF1 y
MAFbx, reguladas al alza durante la atrofia muscular. La activacion de Smad2 y 3
también inhibe Akt, demostrando los efectos inhibidores de la miostatina sobre Akt. Los

sustratos de MuRF1 incluyen la cadena pesada de miosina (Glass, 2010).
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6.1.4. QUINASA ESPECIFICA DUAL 1 (MAP2K1)

La quinasa especifica dual 1 es una proteina de 43 a 46 kDa esencial en la via de
sefalizacion MAPK. En un estudio realizado por Ryder y colaboradores, demostraron
mediante el uso de un inhibidor de MAPK, que la contracciébn muscular activa la via de
sefalizacion MAPK, que a su vez es responsable de la activacion de otras proteinas
como las quinasas extracelulares ERK, que cuando es activada de manera constante,

permite la diferenciacion celular (Ryder et al., 2000).

Las proteinas MAPK, se consideran vias de sefalizacion altamente conservadas a lo
largo de la evolucion, ya que responden a diversos estimulos extracelulares y controlan
multiples procesos fundamentales como el crecimiento, la proliferacion, la diferenciacion
celular, la respuesta al estrés, la supervivencia celular y la apoptosis (Plotnikov et al.,
2011a).

Para que exista la activacion de la via de sefializacion MAPK en la que intervienen los
receptores de tirosina cinasa, la union del ligando al receptor provoca la dimerizacion de
los receptores, y posteriormente su autofosforilacion, estos residuos actian como un sitio
de acoplamiento para diversas proteinas de sefializacion activadas por el mecanismo de

fosforilacién. (Dhanasekaran & Reddy, 1998).

En cuanto al musculo esquelético, estudios han demostrado que la via MAPK se activa
en respuesta al ejercicio en el masculo esquelético humano (Aronson et al., 1997). En el
estudio previo, se destac6 como observacion importante que, la activacién de la via
MAPK esta limitada al musculo esquelético. Esto sugiere que la estimulacién de la
cascada de sefializacion es una funcion del mecanismo local especifico del musculo,

mMAas que una simple respuesta sistemética al ejercicio (Aronson et al., 1997).
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6.1.5. CINASA MAP ERK1 (ERK1)

Las MAPK forman parte de una red altamente conservada que transduce sefiales
extracelulares en una respuesta intracelular que implica de 3 a 4 niveles de quinasas,
constituyendo cascadas de fosforilacibn amplificadoras especificas. Estas cascadas

culminan en la fosforilacidén y activacion de ERK1(Plotnikov et al., 2011b).

En el masculo esquelético, existe una correlacion entre el ejercicio y la activacion de
ERK1/2. En un estudio con sujetos humanos, un protocolo de ejercicio con una sola
pierna aumento la activaciéon de ERK1/2 en relacion con la pierna contralateral en reposo,
mientras que los corredores de maraton mostraron un aumento de la fosforilacion de
ERK1/2 en sus musculos. Respecto a la manipulacién de ERK1/2 in vivo, mediante el
uso de un pladsmido que expresaba la fosfatasa-1 de MAPK en el gastrocnemio de
ratones, se observd un aumento de las fibras de tipo I, lo que sugiere que la inhibicion
de ERK1/2 provoca una conversion de tipo de fibra rdpida a lenta, las fibras lentas toleran
una contraccion moderada por largos periodos de tiempos, mientras que las rapidas
tienen la capacidad de realizar contracciones mas potentes por un breve periodo de

tiempo. (Aronson et al., 1997; Plotnikov et al., 2011a).

En un estudio con ratones activados en la respuesta de ERK1/2, se demostré que, al
evaluar la resistencia a la fatiga, los modelos murinos con mayor sefalizacion de ERK1/2
permiten que el musculo sea mas resistente a la fatiga en comparaciéon con los modelos
en los que ERK1 no era inducido. Los investigadores sugieren que la sobreexpresion de
ERKZ1/2 permite un cambio hacia un fenotipo lento y oxidativo en todos los musculos, lo
gue los hace mas resistentes en comparacion con las fibras glucoliticas rapidas
musculares (Boyer et al., 2019). En conclusién, los investigadores afirmaron que la
actividad sostenida de ERK1/2 en el musculo esquelético produce un cambio de tipo de
fibra rapido a lento, lo que protege contra la distrofia muscular, sugiriendo un enfoque
terapéutico para mejorar la eficacia metabdlica del musculo y proteger contra la

enfermedad distrofica (Boyer et al., 2019).
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6.1.6. RECEPTOR ADRENERGICO BETA-1 CINASA 1 (GRK2)

Las quinasas de receptores acoplados a proteinas G (GRKSs) representan un punto de
convergencia de crucial importancia en multiples rutas de sefializacion celular. Entre sus
multiples funciones podemos destacar la regulacién de los receptores acoplados a
proteinas G, una familia de proteinas membranales de gran importancia fisiolégica y
farmacoldgica. Ademas, las quinasas GRKs desempefian un papel esencial en la
propagacion de sefales intracelulares, actuando como proteinas adaptadoras y
contribuyendo al ensamblaje de complejos multimoleculares alrededor del receptor
(Mayor, 2009).

La quinasa del receptor adrenérgico beta-1 es una isoforma de esta proteina, es esencial
ya que promueve la fosforilacion de grupos receptores tirosina-quinasa y de diversos
sustratos que no se encuentran acoplados a proteinas G, asi como también estan
implicadas en la regulacion, expresion, degradacion, localizacion y actividad de las
GRKs. Esto debido a que se ha relacionado el nivel y la funcionalidad de GRK2 con
diversas patologias, como fallo cardiaco congestivo, inflamacion e incluso tumores
(Mayor, 2009).

La estructura del dominio quinasa de GRK2 es similar a la presentada por otras quinasas.
Curiosamente, el dominio RH puede interactuar con los dominios quinasa y PH,
sugiriendo una funcion importante en la regulacion de la actividad de la quinasa. En el
complejo, las caracteristicas de la interfaz de los dominios RH-PH indican que puede
existir una regulacién alostérica entre estas dos regiones. Por lo tanto, cambios en la
conformacion de los dominios RH o PH, provocados por interacciones proteina-proteina
o por fosforilacién, podrian llevar a cambios en la actividad catalitica a través de su

interfaz con el dominio quinasa (Lodowski et al., 2003).
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Figura 8: Representacion esquematica de los dominios funcionales de GRK2. Se muestran también las regiones
implicadas en la interaccion con diversas proteinas celulares identificadas hasta el momento, y los residuos
fosforilados por distintas proteina-quinasas. Imagen tomada de (Mayor, 2009).

6.1.7. CINASA SERINA/TREONINA MTOR

MTOR es una proteina cinasa atipica de serinal/treonina que pertenece a la familia
de las cinasas relacionadas con PI3K, siendo parte crucial de una via de sefalizacion
PI3k/Akt/mTOR, esta tiene un impacto importante en la mayoria de las funciones
celulares como el crecimiento, la acumulacion de masa y la proliferacion(Laplante &
Sabatini, 2012).

MTOR esta formado por dos complejos diferentes, mMTORC1 y mTORC2, que se
forman a partir de las diferentes interacciones proteicas y tienen una sensibilidad
distinta a la rapamicina, y presentan distintas entradas y salidas rio arriba y abajo.

MTORCL1 es el mejor caracterizado de los dos complejos mTOR y una caracteristica
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notable de esta ramificacion de la via de sefializacién es el nUmero y la diversidad de
sefales rio arriba que percibe.

La via mTORC1 integra entradas de al menos cinco sefiales intracelulares y
extracelulares principales -factores de crecimiento, estrés, estado energético,
oxigeno y aminoacidos- para controlar muchos procesos importantes, como la
sintesis de proteinas y lipidos y la autofagia. MTORC1 es a su vez regulada por dos
complejos heterodiméricos, hamartina y tuberina, estos complejos son responsables
de multiples sefales rio arriba que inciden en MTORC1, como los factores de
crecimiento a continuacion- la insulina, IGF1, ERK1/2 y RPS6K1 (Laplante & Sabatini,

2012).

Como se menciond anteriormente, los factores de crecimiento estan vinculados a
MTOR de diversas maneras. IGF1 es el principal regulador de la hipertrofia muscular
a través de la via PI3K/Akt/mTOR. Esta via se activa mediante la fosforilacion
sucesiva de PI3K, Akt y mTOR después de la translocacién de PI3K al sustrato 1
fosforilado del receptor de insulina. Luego, desempefia funciones vitales en la
regulacion del desarrollo muscular y la hipertrofia mediante la promocion de la
proliferacion y la sintesis de proteinas musculares, asi como la prevencion de la

degradacion muscular (Yin et al., 2020).

6.1.8. PIRUVATO DESHIDROGENASA CINASA 1 (PDK1)

El complejo mitocondrial piruvato deshidrogenasa (PDC) cataliza la conversion
irreversible de piruvato en acetil-CoA junto con la reduccion de NAD+. En los
mamiferos, la regulacion tisular especifica de la actividad de la PDC es necesaria
para el control de la homeostasis de la glucosa. La reaccion catalizada por PDC esta
controlada principalmente por un ciclo de fosforilacion y desfosforilacion altamente
regulado que se lleva a cabo mediante componentes cinasa y fosfatasa especificos
(Abbot et al., 2005).
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La PDK tiene cuatro isoformas (PDK1-4), que tienen propiedades bioquimicas
distintas y patrones de expresion y funciones especificos de cada tejido. La alteracion
de la funcién de las PDK, como la inhibicién inapropiada de la PDC por las PDK, esta
asociada a diversas patologias, como el cancer, la resistencia a la insulina, la
diabetes de tipo 2 y la hipertension arterial pulmonar. Por tanto, la inhibicion
farmacoldgica de las PDK se ha convertido en una opcion atractiva para el tratamiento

de estos trastornos. (Skorja et al., 2021)

6.1.9. GLUCOGENO SINTASA CINASA-3 BETA (GSK3B)

La glucogeno sintasa cinasa 3 beta, GSK3B, es un sustrato distinto de Akt que puede
modular la hipertrofia. La fosforilacion por Akt inhibe la actividad de GSK3B. La
expresion de una forma inactiva de quinasa dominante-negativa de GSK3B induce
una hipertrofia significativa en miotubos, asi como bloquea la traduccién de proteinas
iniciada por la proteina F2B y bloquea la diferenciacion inducida por el factor de
transcripcion NFAT. La inhibicion de GSK3B mediada por IGF-1 es un mecanismo
distinto para inducir la hipertrofia y promover la proliferacion de mioblastos (Hardt &
Sadoshima, 2002; Rommel et al., 2001) .

6.1.10. PROTEINA RIBOSOMICA S6 QUINASA 1 (RPS6K1)

La proteina ribosémica S6 quinasa es una proteina quinasa de doble dominio quinasa
gue interviene en multiples procesos, como la traduccion de proteinas, el crecimiento
celular y la migracion, esta familia proteica actia como efectores de la via de
sefalizacion MEK1/2 y ERK1/2 (Chrysostomou etal., 2021). RPS6K1, también
conocida como P70S6K fue detectada por primera vez en extractos de células
guiescentes 3T3 estimuladas para proliferar con factor de crecimiento epidérmico o

suero en el laboratorio de George Thomas en 1987.
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La familia de S6K se localiza en el cromosoma 17923 y existen dos isoformas, p70y
p85, esta ultima siendo més larga por 23 aminoé&cidos e incluyendo una secuencia de
localizacion en la regién amino terminal; p70 se localiza en el citoplasma y p85 en el
ndcleo, sin embargo, p70 presenta mucha mayor actividad en la regulacion del ciclo
celular, es por eso que esta isoforma es la que se estudia en relacion con multiples

enfermedades(Bahrami-B et al., 2014).

Segun un estudio de Bahramin-B y colaboradores, la expresién y activacion de
RPS6K1 pueden coordinarse a través de diferentes sefiales extracelulares, como
factores de crecimiento, citocinas, nutrientes y productos oncogénicos de las vias de
sefalizacion celular. También se ha demostrado que la via de sefalizacion PI3K
regula positivamente la activacion de RPS6K1 mediante las proteinas de
acoplamiento sustrato del receptor de insulina (IRS) y Akt. En este proceso,
intervienen muchos otros factores como el segundo complejo de la proteina mTOR
(mTORC?2), finalmente fosforilando la proteina de unién al factor de iniciacién
eucariota conocido como E4 y activando asi RPS6K1. Esto promueve la biogénesis
de los ribosomas y la traduccion de las proteinas de crecimiento y division celular
(Bahrami-B et al., 2014) .

Actualmente, se entiende bien, mediante el uso de modelos de ratén, mosca y
gusano, que S6K1 es un importante regulador del metabolismo celular y actia como
mediador clave de los bucles de retroalimentacidén negativa en la red de sefializacion
PI3K. Ademas, la perturbacién de la activacion de mTORC1-S6K puede conducir a la

activacion de la sefializacion PI3K-Akt (Fenton & Gout, 2011).

6.1.11. RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO SIMILAR A LA INSULINA
1 (IGF1R)

El factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1) pertenece a una pequefia
familia de polipéptidos de cadena simple que incluye la proinsulina, la insulina, el IGF-
1y el IGF-2, que muestran una gran homologia en la secuencia de aminoacidos y
comparten una estructura terciaria similar. El IGF-1 y el IGF-2 derivan de dos genes
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distintos y se transcriben practicamente en todas las células, ya que estos factores
desempefian un papel fundamental en la proliferacion, diferenciacion y funcion celular
y estan estrechamente regulados a nivel transcripcional y postranscripcional (Yakar
& Adamo, 2012) .

Los procesos celulares de regeneracion e hipertrofia de miofibras son posibles
gracias a la activacion, proliferacion y posterior diferenciacion de células satélites.
Estos procesos estan modulados por la actividad autocrina y paracrina del IGF-1,
promoviendo asi la hipertrofia muscular (Philippou et al., 2007).

El receptor del IGF-1 (IGF1R) es una tirosina quinasa transmembrana de tipo 2 que
normalmente forma un heterotetrdmero con dos subunidades alfa y dos subunidades
beta. Tras la union del IGF-1 a su receptor, se activan mdltiples vias intracelulares.
Para propagar estas sefales, el IGF1R activado por ligando se une inicialmente a
proteinas adaptadoras intracelulares, principalmente el sustrato 1 del receptor de
insulina (IRS1). Otras proteinas como SHC1, GAB y CRK también pueden interactuar
con el IGF1R activado. Estas proteinas adaptadoras son esenciales para que el
IGF1R transmita sefiales a través de las vias PI3K-AKT1-mTOR y MAPK,

desencadenando asi la hipertrofia muscular (lams & Lovly, 2015).

En un estudio realizado en 2015 por O'Neill y colaboradores, se demostré6 mediante
la creacion de ratones knockout especificos del IGF1R en el musculo que hubo una
disminucién de mas del 60% en la masa muscular de los ratones. Sin embargo, no
se vio afectada la tolerancia a la glucosa en todo el cuerpo de los ratones, lo que
sugiere una interconexion entre estas vias y resalta el potencial terapéutico del IGF1R

en el tratamiento de diversas enfermedades (O’'Neill et al., 2015).
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6.2. Modelado 3D de heteroesteroides a partir de cdédigos SMILES

Para realizar el modelado en 3D de los heteroesteroides a partir de los codigos
SMILES, se utilizo el software Avogadro. Este software, disefiado para su uso en
quimica computacional, modelado molecular y bioinformatica, ofrece una interfaz
amigable y una rapida velocidad de procesamiento. Ademas, cuenta con algoritmos
de minimizacion estructural de alta calidad, siendo una herramienta valiosa en

plataformas gratuitas (Hanwell et al., 2012).

El proceso de modelado comenzé abriendo Avogadro y seleccionando la seccién
"Build", seguido de "Insert" y luego eligiendo el subapartado "SMILES".

q B
A untitled.cm! - Aung - O X
File Edit View Select Extensions Crystallography  Settings  Help
ONew f=t Oper Cartesian Editor... ¥l s kDEw D\splaySEthr\gsu.

Draw Settings Change H to Methyl |
view 1

Element:  Carbor Add Hydrogens
Add Hydrogens for pH...

Remove Hydrogens

DNA/RNA...

Invert Chirality Fragment...

SMILES...
Feptide...

Bond Order:  Single
Adjust Hydrogens

Super Cell Builder...

Nanotube Builder...

Messages

Figura 9. Pantalla de inicio del software Avogadro para construccion y visualizacién de moléculas.

Una vez ingresado en el apartado “SMILES” se desplegara una nueva ventana en

la cual debemos ingresar nuestro cédigo y dar click en “OK”.
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Figura 10. Pantalla “Insert SMILES” para construccion de la molécula 3D.
Posteriormente, el programa nos mostrard una visualizacién preliminar de la

molécula, marcada en azul indicando su manipulacioén.

Figura 11. Visualizacion preliminar de estructura 3D del heteroesteroide con manipulacién automatica por software.

Ahora, vamos a la pestana “Edit” y seleccionamos “Undo Manipulate Atoms”, lo
cual nos permitira eliminar el rastro en el programa de la manipulacion creada al

momento de insertar el cédigo SMILES.
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Figura 12. Proceso eliminacion de la manipulacién molecular.
Después de la manipulacion, la visualizacion muestra colores especificos para

cada elemento, como gris para el carbono y rojo para el oxigeno.

Figura 13. Proceso de seleccion del algoritmo de minimizacién energética.
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La minimizacion de la energia de los heteroesteroides se llevo a cabo utilizando
la herramienta "Auto Optimization Tool" dentro de Avogadro. Se seleccion¢ el
algoritmo "MMFF94" para moléculas organicas y se inicid la minimizacion de la
energia molecular. La energia minima se alcanzé cuando el contador en "dE" llego
a cero, mostrando una energia minima de -488.376 kJ/mol para el heteroesteroide
con la clave S1.

Una vez obtenida la estructura 3D con su energia minima, se asegurd la
estabilidad molecular para condiciones in vivo. Este proceso se repitié para todos
los compuestos a utilizar.

Figura 14. Proceso minimizacion estructural finalizado con “AutoOpt: dE= 0".

Como ultimo paso para que los modelos tridimensionales estuvieran listos para el
acoplamiento molecular, se guardaron en un formato .mol2 para ser compatibles

con el software GOLD.
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6.3. ldentificacion de estructuras 3D de proteinas blanco.

Para seleccionar los modelos tridimensionales de cada una de las 11 proteinas
blanco-seleccionadas se utilizd la base de datos UNIPROT que permitia filtrar
mediante diversos parametros como especie, tipo de experimento, entre otros. Se
selecciona como organismo Homo sapiens y se utilizd6 como criterio principal para la
seleccion que los modelos hayan sido obtenidos a partir de experimentos de
difraccion de rayos X.

Posteriormente, se seleccionaba el resultado mas adecuado dentro de la lista
obtenida, y una vez ingresando a ella, se desplegaba toda la informacion existente
de la proteina, desde su funcion y clasificacion hasta todas las estructuras 3D
reportadas en diferentes bases de datos como RCSB-PDB, PDBe, PDBj y PDBsum.

Se eligieron estructuras con una resolucion entre 1.4 y 3.5 A priorizando aquellas con

una mejor resolucion, pero sin perder de vista otros criterios (Figura 15).

RCSB PDB  Deposit - Search - Visualize - Analyze - Download - Leam - About -  Documentation -

-] N - 203,084 Structures from the PDS
PROTEIN DATA BANK [og 1,068,577 Conputed Stucture

Models (CSW Advanced Search | Browse Annotations Help
RS S2PDE fnnereoan [ e peos €9 PDB-Dev m
3DView  Annostions  Expefiment  Sequence  Genome

Biological. L LT ETR ® Download Fles -
< b NRd B 1XQ3
Crystal structure of the human androgen receptor ligand binding domain bound with R1881

PDB DOI: 10.2210/pdb1XQ3/pdb

Global Symmetry ric-C1@
Global Stoichiometry: Monomer - A1 @

Ligand Structure Quality Assessment @

Worse 0 I f— i coter
sembly 1 assignad by authors e ehneitd ke

Uigand structure goodness of f to experim

Figura 15: Visualizacion de las estructura 3D de una proteina en RSCB-PDB con los criterios de seleccion

resaltados en rojo.
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La depuracion de las estructuras se realizé a través de la comparacion de

parametros como resolucion, mutaciones en la proteina, RSRZ outliers y el gréafico

de descripcion proteica. Las mejores estructuras de cada una de las 11 proteinas

blanco fueron seleccionadas para los acoplamientos primarios.

Modelo 3D Cddigo PDB  DOI
Receptor Androgénico (AR) 1XQ3 https://doi.org/10.1016/j.molcel.2004.09.036
Citocromo P450 19A1 (CYP19A1) 5JL6 https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2018.02.009
PI3-kinase p110-subunidad alfa (Pi3K) 3ZIM DOI: 10.1126/science.1150799
Quinasa especifica dual 1 (MAP2k1) 3E8N 10.1158/0008-5472.CAN-09-0679
Quinasa MAP ERK1 (ERK1) 4QTB 10.1038/nchembio.1629
Receptor adrenérgico beta-1 quinasa 1
(GRK2) 5UUU 10.1021/acs.jmedchem.7b00443
Quinasa serina/treonina mTor 4JSV 10.1038/nature12122
Piruvato deshidrogenasa quinasa 1 (PDK1) 2Q8F 10.1016/j.str.2007.07.001
Glucégeno sintasa quinasa-3  beta
(GSK3B) 3PUP 10.1021/ja1112996
Proteina ribosomica S6 quinasa 1
(RPS6K1) 6G77 10.1126/scitransimed.aba4627
Receptor del factor de crecimiento similar a
la insulina 1 (IGF1R) 2ZM3 10.1016/.bmcl.2008.04.044

Tabla 2: Tabla de estructuras tridimensionales seleccionadas para el acoplamiento molecular. De izquierda a
derecha, Modelo 3D proteina, cddigo de identificacion PDB y DOI a la publicacion reportada en PDB.

6.3.1. Identificacion estructuras adicionales para comprobacion de acoplamiento.

Para verificar los resultados mas prometedores de los acoplamientos moleculares
primarios, se seleccionaron estructuras adicionales para cada una de las 4 proteinas
presentes en los mejores resultados (1 proteina por cada acoplamiento), estas se
seleccionaron siguiendo los mismos criterios utilizados para las estructuras, de
manera ideal. Se buscaba encontrar 3 estructuras adicionales por cada proteina, sin
embargo, la disponibilidad en las bases de datos de estructuras que cumplieran los
requisitos no permitié encontrar todas las estructuras para las 4 proteinas, por lo que

para el caso de PI3K y ERK1, solo se utilizaron para la verificacion las 2 estructuras
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encontradas que cumplian los requisitos, sin embargo, es importante resaltar que su

calidad en comparacion con las primarias disminuyo.

Las 4 proteinas a las que se les buscaron mas estructuras son las presentadas en la

siguiente tabla:

Modelo 3D proteina ' Cédigo PDB DOI
PI3-kinase p110-subunidad alfa (PI3K) 4L2Y https://doi.org/10.2210/pdb4L2Y/pdb
5SXE https://doi.org/10.2210/pdb5SXE/pdb
30RN https://doi.org/10.2210/pdb30RN/pdb
Quinasa especifica dual 1 (MAP2K1,2) 3PP1 https://doi.org/10.2210/pdb3PP1/pdb
3Vv01 https://doi.org/10.2210/pdb3V01/pdb
. 27200 https://doi.org/10.2210/pdb2Z0Q/pdb
Quinasa MAP ERK1 (ERK1) 6GES https://doi.org/10.2210/pdb6GES/pdb
3V5wW https://doi.org/10.2210/pdb3V5W/pdb
Receptor adrenérgico beta-1 quinasa 1 (GRK2) 4MKO https://doi.org/10.2210/pdb4MKO0/pdb
3CIK https://doi.org/10.2210/pdb3CIK/pdb

Tabla 3: Tabla de estructuras tridimensionales seleccionadas para los acoplamientos moleculares de verificacion.
De izquierda a derecha, Modelo 3D proteina, cadigos de identificacion PDB y DOI a la publicacion reportada en
PDB.

6.4. Acoplamiento molecular.

La preparacion para el acoplamiento molecular incluyé la eliminacién de ligandos
existentes en las proteinas descargadas de la PDB. Sin embargo, se utilizo la
opciébn de conservar ligandos similares estructuralmente como puntos de
referencia para acoplamientos posteriores. La herramienta "Wizard" en la pestafia

"GOLD" dentro de Hermes facilito este proceso.

Una vez eliminados los ligandos adicionales en las estructuras, se comienza el
proceso mediante el uso de la herramienta “Wizard” disponible en la pestafia
“GOLD” dentro de Hermes que nos permitird terminar de preparar la proteina para

su posterior acoplamiento molecular (Figura 18).
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Figura 16: Proceso de apertura de la herramienta “Wizard” de “GOLD” a partir del software “Hermes” para

continuar la preparacion de la estructura 1XQ3 perteneciente a la proteina Receptor Androgénico.

La herramienta “Wizard” esté disefiada para guiar al usuario por todo el proceso
necesario para realizar la preparacién y el posterior acoplamiento, una vez
iniciada, debemos seleccionar la proteina ya abierta para continuar,
posteriormente, nos permitird borrar las moléculas de agua presentes en la
proteina cristalizada, esto es de suma importancia ya que la presencia de aguas
residuales, afecta las interacciones no covalentes que el ligando puede hacer en

presencia de hidrégenos disponibles no correspondientes a la proteina.
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Wizard step 2: Protein setup
At this pont you have the chance to edit your protein structure if recuired e.g. add hydrogens, delete waters...

Global Options nQ3
Protonation & Tautomers |
Sapers
Delete Cigends/Cofactors () HOH1
e ains () HOH2
() HOH3
(] HOH4
(] HOHS

@ Oclete Al Waters X

o Are you sure you want to delete all the waters?

| Cancel

[ HOH17
(] HoH1e
] HOH19
() HOH20
() HOH21
O HOH22

Extract Waters For Doddng  Pelete Remaining Water:

Waters that are important for lgand binding can be added to the Ist of active waters used in
docking by chedking them in the water Ist above and dicking the Extract Waters For Docking'
button,

Once you have extracted the waters you wish to make active press the Delete Remaining
Waters' button to remove all waters from the protein.

Help L V4 <Back Mext> | CancelWizard

Figura 17: Extraccion de aguas residuales de la estructura proteica.

Consecuentemente, debemos extraer el ligando existente, esto guarda el ligando
en la misma carpeta en la que se encuentra en heteroesteroide y la proteina y
deja las “huellas” del lugar en el que se encontraba anclado este ligando, por lo
que, a partir de este punto, este sitio se encuentra libre para interactuar con el

ligando.

Wizard step 2: Protein setup
At this pont: you have the chance to edit your protein structure If required e.g. add hydrogens, delete waters. ..

Global Options juiek)

Protonation & Tautomers |
tract/Dielate Wass Ligand/Cofacter Extract and Reload

U:I'l:lc L ndiu'\::vfucturs BeR1E1001

Interaction Motif

“our protein may have ane or more bgands or cofactors ecoupying the binding site that must
be removed before you con peform a doddng. Exiracted components are automatically
reloaded 50 they can be used to define the binding site and are written 1o fie for later
coeparision with dodking results.

Licenciatura en Biotecnologia
44



Figura 18: Extraccion del ligando existente de la estructura proteica para el uso de sus coordenadas para

iniciar el acoplamiento molecular.

Una vez extraido el ligando de la proteina, es necesario seleccionar el sitio del
acoplamiento, GOLD permite la seleccion del sitio mediante 4 formas atomo de la
proteina, que permite seleccionar un atomo en la proteina como punto de
referencia, a partir de coordenadas XYZ, por medio de un ligando previo existente,

0 por medio de un &tomo o un residuo especifico.

En el caso de estos heteroesteroides, se optd por el uso de ligandos previos
existentes en las proteinas para comenzar el acoplamiento en esa zona, debido
a que el programa nos proporcionaba una mayor y mejor cantidad de resultados
a partir de esta comparacion. Sin embargo, para asegurar que el acoplamiento no
se viera limitado a esta area, es necesario modificar el radio del espacio
disponible para acoplar el ligando, en el cual el programa busca hacer el
acoplamiento, en este caso en particular 30 A, permitiendo asi la deteccion de
posibles sitios y modos de unién de ligandos peptidicos mediante el escaneo de

toda la superficie de las proteinas diana(Hetényi & van der Spoel, 2006) .
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Figura 19: Definicion del sitio de acoplamiento ciego a partir de un ligando existente.

Con el sitio de acoplamiento definido, se seleccion6 una plantilla predisefiada por
GOLD segun el tipo de proteina. Por ejemplo, para el receptor androgénico, se
eligié una plantilla disefiada para receptores nucleares de hormonas esteroideas.
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Figura 20: Seleccién de plantilla predeterminada de GOLD dependiendo el tipo de proteina a acoplar.

El quinto paso en el proceso consiste en finalmente cargar el ligando, en este caso el

heteroesteroide, para lo que el programa nos mandara a nuestra carpeta de trabajo,

donde previamente ya tenemos guardado el ligando, y lo seleccionamos para agregarlo

al software.
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Wizard step 5: Select ligands
Choose ane or more igands to be docked nto the protein by didking the 'Add’ button.

Global Options mQ3

‘Wizard steps:

1. Select a protein
2. Protein sshp
3. Define the binding site
4. Configuration template

[C) Shaw ful fie paths

Reference igand:

Help a? < Back Cancel viizard

Figura 21: Seleccién del heteroesteroide como ligando a acoplar.

En resumen, este proceso detallado aseguré una preparacion exhaustiva y cuidadosa de
las estructuras para el acoplamiento molecular, estableciendo una base soélida para la
investigacion posterior.

Ahora es necesario seleccionar el algoritmo calificador que el programa utilizara para
evaluar los resultados obtenidos. Dentro de esta opcion, existen varios algoritmos; sin
embargo, el CCDC siempre sugiere el uso de "PLP Fitness", definido por ellos mismos
como su algoritmo mas completo y mejor desarrollado. Por lo tanto, esta misma funcion
calificadora se utilizé para todos los acoplamientos, buscando asi uniformidad en los
resultados.(Case: What is the difference between the GoldScore, ChemScore, ASP and
ChemPLP scoring functions provided with GOLD? - The Cambridge Crystallographic
Data Centre (CCDCQC), s/f).
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Wizard step 6: Choose a fitness function
GOLD offers several different scoring furctions « CHEMPLP s the default. Please choose the ane you wish to use for this dodking.

Gubal Cptions 1XQ3

B acing

[Fcoring Function: | CHEMPLP |

4. Configuration tempiate
5. Select igands. Vore >>
6. Choose a fitness function
7. GA search aptions

8. Finish

e K0 = T =

Figura 22: Seleccién del algoritmo calificador de acuerdo con las recomendaciones del CCDC.

El penultimo paso para terminar la configuracion del acoplamiento molecular es definir el
tiempo que tomara el Algoritmo Genético (GA) en realizar todas las posibles operaciones
(por ejemplo, cruce, migracion, mutacion). Este parametro es clave para determinar la
duracion de una ejecucion GOLD. Mientras mayor sea el tiempo de ejecucioén del
algoritmo, mas alta sera la probabilidad de obtener mejores resultados. Por lo tanto, para
todos los acoplamientos realizados, se seleccion6 la opcién "Slow" para permitir la
obtencion de resultados optimos (Jones et al., 1997).
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Figura 23: Seleccién de la opcién de busqueda del algoritmo genético a “Slow” para maximizar la certeza del
acoplamiento molecular.
El altimo paso para comenzar el proceso del acoplamiento molecular es seleccionar la
opcion "Run GOLD". Finalmente, debemos seleccionar las opciones "GOLD conf file" y
"Protein”, lo cual nos permitird guardar el archivo con los resultados del acoplamiento
como un archivo independiente en la carpeta seleccionada. Posteriormente, debemos
seleccionar "Save" (figura 24), y el programa comenzard a correr el acoplamiento
molecular, mostrando el mensaje "Starting GOLD run". Una vez que termine de procesar
toda la informacién, nos mostrard el mensaje "Finished GOLD run" y nos permitira
seleccionar "View Solutions"”, la opcion con la cual el programa nos mostrara los

resultados del acoplamiento molecular (figura 25).
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@ Finish GOLD Corfiguration *
3

Directary: S\andl\DneDrive'Documentos\Ejemple presentacion Ar D3|

Save Fies

& GOLD conf fie | gold.conf

AL least one protein has been edited

1403 _protein.mal2

I8 Proteings)

Save Cancel

Figura 24: Finalizacion de la configuracion de “Wizard” con las opciones seleccionadas para guardar el
archivo con los resultados del acoplamiento molecular.

Run GOLD X
®

Istoflgandlogs  goidlog  gold protendog  goiderr  Messages  lgandlog
Starcing GOLD zunm

Finiszhed GOLD rumn

This log file wil be updated every 2 secords.

Interrupt GA [ Wiew Salisans Clase

T

Figura 25: Ventana con mensajes de inicio y fin del proceso de acoplamiento moelcular, con la opciéon “View

Solutions” marcada para poder visualizar los resultados del acoplamiento molecular.

Una vez que el programa haya concluido con el acoplamiento, nos mostrara la ventana
de "Hermes" cargada con nuestra proteina diana y, cuando existen, los 10 mejores

resultados del acoplamiento molecular ordenados de acuerdo con la funcion
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calificadora previamente seleccionada (PLP Fitness). Estas estructuras fueron
revisadas manualmente dentro del mismo software, siguiendo los parametros
proporcionados unicamente por el CCDC, hasta obtener los mejores 11 resultados, un

acoplamiento para cada par proteina-ligando.

El programa también nos permite visualizar y modificar los parametros de los puentes de
hidrégeno (PH), dependiendo de las caracteristicas requeridas, en este caso en
particular, por instrucciones de los asesores, se configuraron los PH para que todos los

hidrogenos presentes pudieran actuar como donadores para formar enlaces.

El visualizador nos permite observar los puentes de hidrégenos formados entre el ligando
y la proteina junto con sus distancias en Angstroms, esto mediante el uso de codigos de
colores, verde para los mejores calificados, café para los que son buenos, pero no
ideales, y rojos para los que generan una torsién fuerte en el ligando pero que bajo el

algoritmo genérico de GOLD son posibles.

N

Docing Solutions  Display ~ Movable  Descriptors

PLP.Chemscore.C PLP.C
31,6354 0.0000
284458 0.0000
26.5910 0.0000
258184 0.0000
18,1040 0.0000

Find identifier: Find Next
Show only cavity and ligand
Contact Management 8 X

Define H-Bonds ... Define Short Contacts ...

Ligand Sphere [

Protein H-Bonds Short Contacts

11%Q3 O

Figura 26: Ventana con los mejores 5 resultados del acoplamiento molecular del receptor androgénico con el
heteroesteroide con la clave D3, ordenados en orden descendente del mejor al peor de acuerdo con la funcion
calificadora PLP Fitness.
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6.4.1. Caracteristicas de los puentes de hidrégeno.

De acuerdo con el manual de usuario de GOLD, disponible en la pagina web del CCDC,
los parametros que el programa considera para mostrar los puentes de hidrégeno son
los que se muestran en la tabla 3, sin embargo, de acuerdo con (Jeffrey, 1997) las
caracteristicas generales de un puente de hidrégeno varian ligeramente con respecto a
lo que GOLD utiliza como parametros para determinar si muestra o no puentes de
hidrogeno (tabla 4), por lo tanto se decidié tomar en cuenta ambos parametros para
seleccionar al mejor acoplamiento de la lista de todos los candidatos, es decir, para su
seleccion final como mejores candidatos se utilizaron 3 filtros principales; PLP Fitness,
el niumero de puentes de hidrégeno y las distancias y angulos de los puentes existentes

en el acoplamiento.

La distancia ideal hidrégeno-aceptor(H-A). 1.85
Ventana de tolerancia para enlace ideal. 1.60-2.1
Minima distancia para considerar PH. 1.2
Méxima distancia para considerar PH. 2.5

Tabla 4: Caracteristicas de los enlaces PH considerados dentro de los pardmetros de GOLD.(Jones et al.,
1997)

Tipo de Interaccion D-H-A  Covalente  Mayormente  Electroestético
electroestético

Clasificacion Fuertes Moderados Débiles
Longitud del enlace (&) (H-A) 1.2-1.5 1.5-2.2 2.2-3.2
Angulos (°) 175-180 130-174 90-150
Energia de Enlace (kcal * mol-1) 14-40 04-15 <4
Frecuencia de vibracién IR (% 25% 10-25% 10%

de variacion relativa)

Tabla 5: Pardmetros en los PH segun Jeffrey. Tabla modificada de (Jeffrey, 1997).
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Pese, aunque los pardmetros de Jeffrey son hoy en dia los mas citados y utilizados, un
estudio més reciente en el cual se analizaron las preferencias geométricas de 68,726
puentes de hidrégeno pertenecientes a 33,000 estructuras de la Base de Datos
estructurales de Cambridge (CSD). Los autores concluyen que, en todos los casos
estudiados, un cambio del &ngulo D-H/A de 180° a 120° reduce la energia absoluta del
enlace de hidrogeno menos de 5 KIJmol* por lo que no cuenta con la energia suficiente
para ser estable. En realidad, los autores sugieren que es mas sensato incluir
interacciones con distancias mas largas, que incluir angulos inferiores a 120° debido a
que la caida de la energia con la distancia es menor que con el angulo (Wood et al.,
2009).

Gracias a todos los estudios y parametros revisados para este trabajo se tomé la decision
de dar prioridad a angulos mayormente electroestaticos, con un angulo entre 130°y 175°
y una distancia entre 1.5 y 2.2 A. Esto sin descartar el resto de las variables, pero dando
una mayor importancia al angulo que a la distancia, ya que en el caso especifico de los
complejos proteinas-ligando, los enlaces PH de tipo “covalente” generarian en su

mayoria un complejo irreversible.

6.5. Analisis de los mejores 11 mejores acoplamientos.

Gracias a GOLD se obtuvieron en promedio 130 acoplamientos diferentes que fueron
revisados manualmente dentro del mismo software, todo esto de acuerdo con los
parametros provistos Unicamente por el CCDC hasta este punto, esto hasta lograr
obtener los mejores 11 resultados, un acoplamiento para cada par proteina-ligando.

Estas 11 estructuras primarias se descargaron de GOLD mediante la opcién "Export
Complex" (Figura 27) para luego introducirlas en otro software llamado Discovery
Studio. Discovery Studio es un visualizador molecular de interacciones proteicas que

nos permite identificar puentes de hidrégeno y otras interacciones covalentes que
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GOLD no permite visualizar, como PH donde el grupo donador es un C-H, puentes
disulfuro, enlaces alquilo o pi-alquilo.

Em Selection  Display  Calculate Descriptars GOLD  Databases  CSD Python AP CSD-Crosshliner  He
Cpen... CrleQ  } Graphics Chjects (8 Show hydrogens (] Show unimosm atoms |~ Colees: 4% 4%
Load GOLD results...  CereG —
E— . iMeasme'nents DO« x4 v y+ 2 2+ %90 x40 yS0 yas0
SMARTS: [¢]

Save As.. Ctries

F x| 1X03
ave Selection As... F—

- Descriptors =
Espurl.. Curbex

| Export comple... Ctri+L ||
Close All Files
Exit CtrieQ |LP.Chemscore.l PLP.CI
o s 0.0000
""" seln:1 284459 0.0000
""" seln:d 26,5310 0.0000
" soln:3 258184 0.0000
T selnid 181048 0.0000

Find idenitifier: Fird Maxt

I8 show oniy cavity and ligand

Contact Management g X

Figura 27: Proceso de exportacion del mejor resultado por medio de la opcidon “Export Complex” en GOLD
para su posterior andlisis en Discovery Studio.

Una vez que el complejo proteina-ligando se ha descargado y se lleva a Discovery
Studio, se abre el programa y, desde la pestafia "file", se selecciona la opcion "Open”
para abrir el complejo a estudiar. En este caso, se dara seguimiento a la solucion 4 de la
interaccion entre el RA con clave de la PDB 1XQ3 y D3. Esta solucion tiene un PLP

Fitness de 26.5910 y cuenta con 4 puentes de hidrégeno (Dassault Systemes, 2020).

La primera pantalla que muestra el software es una representacion de cintas de la
proteina junto con el ligando, pero no se muestran las interacciones (figura 28). Para
visualizar esta informacion, es necesario seleccionar el ligando en "Ligand Groups",
elegir la opcién "Define ligand" y luego hacer clic en "Ligand Interactions". Esto nos dara

una vista basica del ligando con los contactos existentes entre el complejo (figura 29).
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Figura 28: Visualizacion preliminar del complejo proteina-ligando, con las opciones que se deben seleccionar
dentro de la interfaz para poder visualizar las interacciones existentes.

Figura 29: Visualizacién basica de los contactos existentes entre la proteina diana y el ligando D3,
interacciones marcadas con lineas punteadas de diferentes colores, verde para puentes de hidrégeno, rosa

para enlaces alquilo o pi-alqiuilo y verde claro para PH C-H.
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Una vez que las interacciones se presentan como lineas punteadas, Discovery Studio
permite colocar etiquetas en las interacciones, asi como la distancia calculada para cada
una. Para esto, hay que seleccionar las opciones "show distances" y "show types" en el
menu lateral, lo cual desplegard estos valores para cada enlace presente (figura 30).

fiese Interactons
Define the recetor and ligand,
Define Receptor: D3 AR S0L 2

£ D3ARSOL2
&%) Current Ligand
" Ligand Nen-bond N

[-]
a
B ) Monitored Atoms f(
Step through ligands,
F o+ + 2
Cisolay recepior figand nteractions.
Ligand Interactions:

Tnferaction Options. ..

Expand t
Display recepter surfaces.
Aromatic H-Bond Chorge
Hyrophonic  Tonizabiity  SAS
Chenge the visiaiity of the receptor
and ligand.
Receptor Ligand
Interacting Atams | Pocket Atoms

Show recepior-igand interactions on
20 diagram.

Show 30 Disgram

Figura 30: Seleccion de las opciones “show distances” y “show types” en la barra de herramientas lateral
para poder visualizar en el modelo tridimensional el tipo de enlace y la distancia entre ambos.

Finalmente, para analizar los resultados de manera eficiente, la herramienta también
permite la creacién de una imagen 2D en la que la proteina se muestra simplificada,
facilitando su visualizacion. Esto se logra a través de la creacién de una imagen precisa,
mostrando el amino&cido exacto en el cual el ligando se acoplé a la proteina en cada

interaccion (figura 31).
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Figura 31: Seleccion de presentacion del diagrama 2D en la barra de herramientas lateral, del lado derecho
podemos observar el diagrama presentado con todas las interacciones clasificadas y los aminoacidos
presentes en cada interaccion.

Esta metodologia se repitio para cada heteroesteroide y cada acoplamiento molecular
realizado en este estudio, incluidos los acoplamientos realizados como parte de la
verificacion. Los resultados obtenidos en cada acoplamiento se revisaron manualmente
y se selecciond un resultado por cada acoplamiento para su estudio en Discovery
Studio, siguiendo los criterios previamente mencionados. Estos resultados se
presentan en la tabla 8, que especifica el PLP fitness, asi como todas las interacciones
presentes con sus distancias en Angstroms (puentes de hidrégeno, interacciones

hidrofobicas e interacciones desfavorables).
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CAPITULO 4.
7. RESULTADOS

7.1. Resultados del estudio previo.

De acuerdo con los resultados obtenidos en una investigacion anterior, en la cual se
evaluaron los codigos SMILES de los heteroesteroides en programas quimio
informéticos y bases de datos existentes para comprobar su posible afinidad con las
proteinas blanco, y se realizaron pruebas in vivo en cultivos celulares de musculo
esquelético humano AMB, lograron obtener las posibles mejores proteinas diana para
cada heteroesteroide (tabla 6) y las dosis propuestas para las pruebas in vivo (tabla
7)(Pérez, 2022). Gracias a esto finalmente, las interacciones con mejores resultados
fueron las que se comprobaron por medio de acoplamiento molecular (tabla 1).

Compuestos Interaccion

Receptor de IGF, GSK3B, inhibidor de la proteasa, agonista de testosterona,
S1 anabdlico y estimulante de crecimiento.

Receptor androgénico, agonista de testosterona, anabdlico y estimulante del
D3 crecimiento.
D5 Receptor de IGF, GRK 3B, anabdlico y estimulante del crecimiento

mTOR, PDK, proteina ribosomal S6, ligando del receptor nuclear, inhibidor de la
D7 proteasa, anabdlico y estimulante de crecimiento.

PI3K, MAPK ERK, ligando de receptor nuclear, inhibido de la poreteasa, agonista
D8 de testosterona, anabdlico y estimulante del crecimiento

Receptor de IGF, mTOR, GSK3B, tratamiento distrofia muscular, agonista de
D13 testosterona, anabdlico y estimulante de crecimiento.

Tabla 6: Resultados de la comparacién quimioinformaticas de los heteroesteroides para definir las posibles

proteinas diana de acuerdo con las interacciones presentadas. Modificada de (Pérez, 2022).
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Dosis simulada con Dosis propuesta a usar en Compuesto a
Hipo6tesis | efecto deseado (UM) experimentacion in vitro (UM) usar

1 0.1,1,10 0.1-1 D13,D3

2 Ninguno Eliminar D8

3 Se iguala con 10 1al0 D7, D13

4 0.1,1,10 1.1-1 S1,D5,D13

5 10 1al0 S1, D3,D5

6 10 1a10 D7, D13

7 1,10 1a10 D8

Tabla 7: Tabla final de dosis propuestas para la experimentacion in vitro con los resultados de la simulacién de

las dosis, y el compuesto a utilizar. Tomada de (Pérez, 2022).

7.2. Resultados de acoplamiento de las 16 interacciones propuestas.

Fue a partir de los datos experimentales mencionados en la seccidn anterior que se
realizaron los 16 acoplamientos mostrados en la tabla 1, cada acoplamiento nos dio en
promedio 8 resultados de los cuales se seleccion6, mediante los criterios previamente
mencionados, 1 resultado de cada acoplamiento para su estudio en Discovery Studio,
estos son los acoplamientos que se muestran en la tabla a continuacion (tabla 8), en ella
se especifica el PLP fitness, asi como todas las interacciones presentes con sus
distancias en Angstroms (puentes de hidrogeno, interacciones hidrofébicas e

interacciones desfavorables).
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Citocrom Met 374
0 P450 (2.97), Cys Alquilo Ala 306 (4.17), alquilo Ala 306 (4.27), alquilo
19A1 437 (2.38), Ala 306 (2.77), alquilo Leu 152 (5.41), alquilo Met 303
(CYP19A Ala 438 (3.93), pi alquilo Phe 148 (3.97), alquilo Val 370
S1 |1) 48.1559 | (2.83). (4.55), alquilo Val 370 (5.41). NA
Alquilo Arg 220 (3.76), alquilo Arg 220 (4.33), alquilo
Glucogen Ser 147 Arg B 220 (3.27), alquilo Arg A 220 (3.73), alquilo
0 sintasa (2.60), Tyr ArgA 220 (4.45), pi alquilo Tyr 221 (3.65), pi alquilo
quinasa-3 221 (2.10), Tyr 221 (4.99), pi Alquilo Tyr 221 (5.18), pi alquilo Tyr
beta PH C-H ASP | 221 (5.18), alquilo Tyr 140 ( 5.27), alquilo Pro 255 (
S1 | (GSK3B) | 39.9895 | 260 (1.67). 5.20). NA
Receptor
del factor
de
crecimien
to similar
ala
insulina 1 Alquilo Ala 1105 (3.79), alquilo Ala (3.91), pi alquilo
S1 | (IGF1R) |43.7988 |0 Phe 1147 (4.42). NA
Receptor
adrenérgi His 185
co beta-1 (2.04), Hist
S1 | (GRK2) 34.4009 | 185 (1.83). Alquilo Pro 510 (4.67). NA
Ser 888
(2.11), Ala
698 (2.10),
Phe 697
(3.04), Arg
Receptor 779 (2.09),
Androgén PH C-H Ser
D3 |ico (AR) 29.968 | 888 (3.05). Alquilo Ala 698 (5.31). NA
Gly 439 Leu 477
Citocrom (2.11), enlace | Pi Alquilo TRP 224 (3.54), pi alquilo TRP 224 (4.15), |(0.82), lle
0 P450 CH Gly 439 alquilo Val 370 (5.40), alquilo Val 370 (5.04), alquilo 133 (1.72),
19A1 (2.57), PH C- | Cys437 (4.53), alquilo Cys 437 (4.75), alquilo Cys437 |lle 133
(CYP19A H Met 308 (5.07), alquilo lle 132 (4.97), alquilo Ala 438 (3.57), (4.47), lle
D3 |1) 44.7867 | (2.58). alquilo Val 373 (4.02), pi alquilo Phe 134 (5.34). 133 (1.47)
Receptor
del factor
de
crecimien Tyr 1280
to similar (1.89), Lys
ala 1267 (2.20), | Pialquilo Tyr 1281 (5.15), pi Alquilo Tyr 1281 (4.22),
insulina 1 PH C-H Ser | alquilo Lys 1019 (4.13), alquilo Pro 1026 (4.81),
D3 | (IGF1R) | 45.6485 | 1282 (2.60). |alquilo Pro 1026 (4.72). NA
Glucdégen Tyr 140
0 sintasa (1.87), Arg
quinasa-3 144 (1.99), Pi alquilo Tyr 140 (5.29), pi alquilo Tyr 221 (5.29),
beta Arg 144 PH alquilo Pro 184 (4.59), ai alquilo Tyr 222 (4.65), alquilo
D5 |(GSK3B) | 30.1902 | C-H (2.88). Lys 183 (3.90). NA
Receptor Lys 1111 alquilo Lys 1111 (4.04), alquilo Lys 1111 (4.04),
del factor (2.05), enlace | alquilo Met 1115 (3.53), alquilo Pro 1107 (3.78),
de C-H Lys 1111 | alquilo Pro 1107 (4.80), alquilo Leu 109 (5.34), pi
crecimien (2.21), PH C- | alquilo Phe 1147 (5.29), pi alquilo Phe 1147 (4.64),
to similar H Tyr 1090 alquilo Leu 1104 (4.89), alquilo Ala 1105 (3.19),
D5 |ala 42.4944 | (2.45). alquilo Ala 1105 (4.19). NA
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insulina 1
(IGF1R)
Quinasa
serinaltre
onina Lys 1788
Mtor (2.72), Glu Pi alquilo Trp 1786 (4.58), alquilo Arg 1749 (5.48),
D7 [ (mTor) 24.9488 | 2408 (2.06). | alquilo Arg 1749 (3.80). NA
Piruvato Gly 356
deshidrog (2.10) Tyr
enasa 365 (2.11), Alquilo Pro-154 (4.25), alquilo Pro 154 (5.16), alquilo
quinasa 1 PH C-H lle 153 (4.16), alquilo 153 (4.12), pi alquilo Phe 278
D7 | (PDK1) 42.3023 | (2.91). (4.12), pi alquilo Phe (4.98). NA
Glu A:63
Proteina (2.40), Lys
ribosémic A:137(2.97),
a S6 Lys A:137
quinasa 1 (2.10), PH C- | Pi alquilo His 211 (5.29), alquilo Lys A:137 (4.82),
(RPS6K1 H Glu 63 alquilo Lys A:137 (4.83), alquilo lle B:209 (3.66),
D7 |) 40.3685 | (2.37). alquilo lle B:209 (4.10). NA
Asp 933
(2.09),
Lys118.01 Alquilo Met 772 (4.45), alquilo Met 772 (5.03), alquilo
(2.23), Ser lle 932 (5.31), alquilo ILE 932 (5.26), alquilo lle 848
D8 |PI3K alfa | 40.5228 | 774 (1.85). (4.92). NA
Quinasa Glu 225
especific (2.13), Lys
adual 1 156 (1.80)
(MAP2K1 Arg 227 Alquilo Arg 260 (4.50), alquilo Leu 155 (4.73), Pro 307
D8 |[,2 31.9361 | (1.75). (4.17), alquilo Lys156 (4.63). NA
Arg 94 (1.83)
Quinasa His 167
MAP (1.61), Glu Alquilo Pro 340 (4.14), alquilo Pro 340 (5.15), alquilo
ERK1 343 (143.17), | Pro 340 (3.23), pi alquilo His 97(4.29), alquilo Arg 96
D8 | (ERK1) 41.567 | Arg 96 (2.46). | (5.49). NA
Receptor Arg 516
adrenérgi (2.97), Arg
co beta-1 516 (2.92),
quinasa 1 Lys 215
D8 | (GRK2) 32.801 | (2.68). alquilo Pro 252 (5.28). NA

Tabla 8: Resultado de los 16 mejores acoplamientos con PLP fitness, e interacciones presentes con distancia en A.

A continuacion, se presentan los diagramas 2D obtenidos a partir de Discovery Studio

de los 16 mejores candidatos de las interacciones presentes (figuras 32 a 48).
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7.2.1. S1- Citocromo P450 19A1 (CYP19A1)

ALA
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Figura 32: Diagrama 2D interaccion
7.2.2. S1- Glucégeno sintasa Cinasa-3 beta (GSK3B).
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Figura 33: Diagrama 2D interaccion S1- GSK3B.
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7.2.3. S1- Receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1R).

¢\

PHE

ALA ]
A:1105 S

Interactions

|:| Alkeyl |:| Pi-Alkyl

Figura 34: Diagrama 2D interaccion S1-IGF1R.

7.2.4. S1- Receptor adrenérgico beta-1 (GRK2).

HIS
) Ar185
™, _ \ —0
—q}’rl .\“,- r
PRO
A:510
Interactions
D Conventional Hydrogen Bond |:| Alkeyl

Figura 35: Diagrama 2D interaccion S1- GRK2

En esta figura en particular, el Diagrama 2D solo nos permite visualizar un puente de
hidrégeno, pero en realidad hay 2 anclados a la misma Histidina A:185, por lo cual, se
adjunta la imagen tridimensional a continuacion para su mejor visualizacion.
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Figura 36: Imagen 2D interaccion S1-GRK2, en el que se observan ambos puentes de hidrégeno unidos a la Histidina
185 de la cadena A de la proteina, el enlace superior tiene una distancia de 2.04 A, y el inferior 1.83 A.

7.2.5. D3 - Receptor Androgénico (AR)

ALA
PHE A:698 3
ER
A:697 A:888
(0]
\
ARG \
A:779 /
/ o /CK /]h \ P
8) ; ‘ / /
\ : \ ‘ /
\ \ \ A \.
Interactions
:| Conventional Hydrogen Bond |:] Akyl

Carbon Hydrogen Bond

Figura 37: Diagrama 2D interaccion D3- AR.
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7.2.6. D3 - Citocromo P450 19A1 (CYP19A1).

CY$ VAL TRP
A:437 A:370 A224

3
wH
-
ILE
. A:438 ﬁ} PHE
Ai132 A134
VAL
A373
Interactions
- Unfavorable Bump :} Aoyl
[ Conventonal Hydrogen Bond ] Poason

[[] carbon Hydrogen Bond
Figura 38: Diagrama 2D interaccion D3- CYP19A1 con interacciones negativas en Leu A:477 y lle A:133.

7.2.7. D3 - Receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1R)

TYR

i R
Uy 1281 SER
= : c1282
€:1267.
)
A\

LYS
D:1019

PRO
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Figura 39: Diagrama 2D interaccién D3- IGF1R.
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7.2.8. D5 - Glucogeno sintasa quinasa-3 beta (GSK3B).
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Figura 40: Diagrama 2D interaccion D5- GSK3B.

7.2.9. D5 - Receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1R).
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Figura 41: Diagrama 2D interaccién D5- IGF1R.
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7.2.10. D7 - Quinasa serina/treonina mTor (mTor)
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Figura 42: Diagrama 2D interaccion D7-mTOR.

7.2.11. D7 - Piruvato deshidrogenasa quinasa 1 (PDK1).
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Figura 43: Diagrama 2D interaccién D7-PDK1.
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7.2.12. D7 - Proteina ribosémica S6 quinasa 1 (RPS6K1).
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Figura 44: Diagrama 2D interaccion D7- RPS6K1, 1 enlace, de la Lys A:137 y el enlace Glu A:63 tienen angulos de
100.9°y 109.21° por lo tanto son despreciables.

7.2.13. D8 - PI3K alfa.
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Figura 45: Diagrama 2D interaccion D8-PI3K.
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7.2.14 D8 — Quinasa especifica dual 1 (MAP2K1,2)
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Figura 46: Diagrama 2D interaccion D8- MAP2K1,2.

7.2.15. D8 — Quinasa MAP ERK1 (ERK1)
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Figura 47: Diagrama 2D interaccién D8-ERK1
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7.2.16. D8 - Receptor adrenérgico beta-1 quinasa 1 (GRK2).

Pd N

Interactions
[:] Conventional Hydrogen Bond

:] Akt

PRO
A:252

ARG
.“A516

LYS
A:215

:] A-Alkyl

Figura 48: Diagrama 2D interaccion D8-GRK2.

Todos los resultados previos fueron analizados previamente en GOLD para verificar los
angulos de los puentes de hidrogeno, ya que se tomé como criterio que los angulos
deben tener entre 90° y 180° para considerarse viables, siendo de 90-120° muy débiles,
entre 121°y 149° puentes buenos, y entre 150° y 180° ideales(Baker & Hubbard, 1984), por
lo tanto los mejores resultados seleccionados fueron ultimadamente solo por los criterios
en los puentes de hidrégeno, buscando que al menos existan 2 puentes de hidrégeno

viables, reforzados con interacciones hidrofébicas, las tablas con los 3 mejores

resultados se muestran a continuacion.
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7.3. Resultados mas prometedores.

7.3.1 D8-ERK1.
ARG B:94 163.7° 1.83
HIS A:167 136.1° 1.61
GLU B: 343 143.1° 2.14
ARG B:96 143.5° 2.46

Tabla 9: Andlisis de puentes de hidrégeno del complejo D8-ERK1.En orden descendente, el primer puente es
ideal, el segundo, tercero y cuarto son buenos, esto reforzado por 5 interacciones hidrofébicas (Figura 47).

7.3.2. D8-PI3K.
ASP A:933 171.5° 2.09
LYS A:802 118° 2.32
SER A: 774 137.4° 1.85

Tabla 10: Andlisis de puentes de hidrégeno del complejo D8-PI3K. En orden descendente el primer enlace es
ideal, el segundo es viable y el tercero es considerado bueno, esto reforzado por 5 interacciones hidrofébicas,
(Figura 45).
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7.3.3. D8-MAP2K1.

GLU A:225 154.5° 2.13
LYS A:156 140.2° 1.80
ARG A:227 122.7° 1.75

Tabla 11: Andlisis de puentes de hidrogeno del complejo D8-MAP2K1. En orden descendente el primer
enlace es ideal, el segundo y el tercero son buenos viables, eso reforzado por 4 interacciones hidrofébicas
(Figura 46).

A partir de estos resultados, como se comenté anteriormente, se realizaron
acoplamientos con distintas claves de la PDB de las mismas proteinas (tabla 3), los
resultados de estos acoplamientos se revisaron con los mismos criterios que en los
acoplamientos principales y a continuacion se presentan las tablas para comparar
sus puentes de hidrégeno con los aminoacidos consistentes marcados en rojo.

7.3.4. D8 -ERK1 COMPARACION

DOCKING PRINCIPAL (4QTB) SEGUNDO DOCKING (2Z0Q) TERCER DOCKING (6GES)

Puente de Distancia Puente de Distancia Puente de Distancia
Hidrogeno (A) Hidrogeno (A) Hidrogeno (A)
ARG B:94 164.7° 1.60
ARG B:94 163.7° 1.83 TYRA:156 128.3° 1.78 GLU B: 343 | 134.8° 2.37
HIS A:167 136.1° 1.61 GLU A343 10820 510 TYR B: 156  172.8° 1.71
GLU B: 343 | 143.1° 2.14 100.9° 213
B Le]
HIS B: 197 113.14° 268 C-H 78.10 268

ARG B:96 143.59 246 ALA B: 342

Tabla 12: Comparacién acoplamientos D8-ERK1.De izquierda a derecha, acoplamiento principal (4QTB),
segundo acoplamiento (2ZOQ) y tercer acoplamiento (6GES). Existen similitudes entre el primer y tercer

acoplamiento, en la Arg B:94 y Glu B:343.
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7.3.5. D8-PI3K COMPARACION.

DOCKING PRINCIPAL (3ZIM) SEGUNDO DOCKING (4L2Y) TERCER DOCKING (5SXE)
Puente de Distancia Puente de Distancia Puente de Distancia
Hidrogeno (A) Hidrogeno (A) Hidrogeno (A)

o o] - (o]
ASP A:933 1715 2.09 LEU A755 15129 206 GLU A:542 133.6 2.19
LYS A:802 11809 2.32 ASN A:605 176.9° 1.71
SERA 774  137.4° 185 LYS B:379 115.1° 2.18

Tabla 13: Comparacion acoplamientos D8-PI3K.De izquierda a derecha, acoplamiento principal (3ZIM), segundo
acoplamiento (4L2Y) y tercer acoplamiento (5SXE). En este acoplamiento no existen similitudes entre los
acoplamientos respecto a los aminoacidos presentes, por lo que podemos descartar este acoplamiento.

7.3.6. D8 — MAP2K1 COMPARACION.

DOCKING PRINCIPAL (3E8N) SEGUNDO DOCKING (3PP1) TERCER DOCKING (3v01)
Puente de | Angulo | Distancia Puente de Distanci Puente de Distancia
Hidrogeno (A) Hidrogen a(A) Hidrogeno (A)

o GLU A:144 145.2° 1.80
GLU A:225 1545° 213 ASN A:78 | 94.1° 231

SER A: 194 141.4° 235 CUARTO DOCKING (30ORN
LYS A:156 | 140.2° 1.80 Puente de Distancia
LYS A: 156 | 1455° 243 (A)
105 © 235 ARG A:227 | 150.2° 2.26
ARG A:227 [122.7° 1.75
ASN A:78 105.4° 2.09

113.440 244
THR A:226  98.5° 243

139.6° 155

Tabla 14: Comparacion acoplamientos D8-MAP2K1.De izquierda a derecha, acoplamiento principal (3E8N), segundo
acoplamiento (3PP1), tercer acoplamiento (3V01) y cuarto acoplamiento (30RN). En este acoplamiento podemos ver
gue existen similitudes entre el primero, segundo y cuarto acoplamiento, entre el primero y el segundo tenemos la
presencia de la Lys A:156, entre el primero y el cuarto tenemos la Arg A:227. En el segundo acoplamiento encontramos
similitudes con el cuarto acoplamiento en la Asn A:78, por lo que podemos despreciar el tercer acoplamiento, sin

embargo, existen multiples conexiones entre estas interacciones por lo cual podemos validar este acoplamiento.
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8. DISCUSION.

El acoplamiento molecular permitio visualizar, a raiz de resultados previos obtenidos
mediante plataformas bioinformaticas y experimentacion in vitro, que las interacciones
entre proteinas dianas y ligandos, en la mayoria de los casos, no presentan
caracteristicas ideales para su accion in vivo. Sin embargo, los resultados obtenidos
indican que el mejor candidato para su posterior estudio es el heteroesteroide con la

clave DS8.

En este estudio, D8 mostr6 interacciones consistentes con ERK1, con al menos 3
puentes de hidrogeno viables en los tres acoplamientos existentes. Esto indica que el
papel de D8 podria generar la activacion de ERK1, estimulando la division celular y
generando una cadena de sefializacion en la que Akt actia a través de mTor, lo que
representa un estimulo en la principal via de sefalizacibn para la hipertrofia
PI3K/Akt/mTor.

En cuanto a D8 con MAP2K1, existe una consistencia en 3 de los 4 acoplamientos
con al menos 3 puentes de hidrogeno viables en los tres acoplamientos con
similitudes. De acuerdo con las caracteristicas de MAP2K1, su posicién en la via de
sefalizacion MAPK y su interconexion con la via PI3K, parece muy posible que la
estimulacién de la proteina mediante D8 genere una cascada aguas abajo que

permita evitar la atrofia muscular en células musculoesqueléticas humanas.

En ambos casos mencionados anteriormente, ademas de las buenas conexiones
mediante los puentes de hidrégeno, hay presencia de interacciones hidrofébicas, lo

gue garantiza en mayor medida un acoplamiento estable.
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9. CONCLUSION.

El presente estudio nos ha permitido realizar una revision bibliografica de las
proteinas diana, identificando las mejores estructuras tridimensionales de cada una
de ellas. Se utilizaron criterios especificos de las estructuras cristalinas, como la
resolucion, la falta de mutaciones y los parametros denominados “Z-liners" para
determinar la calidad de la cristalizacion y su exactitud en contraposicion a las

proteinas in vivo.

También se obtuvieron las estructuras 3D de los heteroesteroides a partir de los
codigos SMILES obtenidos en el estudio previo, permitiendo su preparacion para un

acoplamiento molecular preciso y con resultados efectivos.

Gracias a la suite de programas bioinforméticos del CCDC, se logré el acoplamiento
de las 16 interacciones presentadas entre 11 proteinas y 5 heteroesteroides (S1, D3,

D5, D7 y D8) en distintas combinaciones resultantes de la fase previa del estudio.

Todos los resultados obtenidos a raiz del acoplamiento fueron revisados mediante el
programa Discovery Studio. Después de revisar todas las interacciones
intermoleculares presentes, se determind que el heteroesteroide D8 es el mejor
candidato para mediar ambas vias de sefalizacion debido a los sitios de unién de

dicho heteroesteroide con ambas proteinas.

En el caso de ERKZ1, el estudio para el cual se cred esta estructura reporta que su
inhibidor se uni6 cerca del sitio activo conservado cerca de la Lys 114, y nuestro
heteroesteroide se unid en la zona cercana, entre la Arg 9 y la His 167, presentando
un total de diez interacciones viables para mantener la estabilidad molecular,

potencialmente promoviendo asi la hipertrofia muscular.

Para MAP2K1, el sitio de unién activo se encuentra cerca de la Leu 155, y el

heteroesteroide presenta interacciones en la zona cercana con Lys 156, con un total
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de siete interacciones. Por lo tanto, por la posicion de esta proteina en la cadena de

sefializacion, podriamos mediar la atrofia muscular.

Este estudio ha demostrado que los objetivos se cumplieron y se logré determinar
que el heteroesteroide D8 tiene una mayor posibilidad de regular ambas vias de
sefalizacion. Sin embargo, es necesaria su posterior evaluacion in vitro e in vivo para
verificar su viabilidad en la posible creacion de una droga disefiada para el tratamiento
de la atrofia muscular. Por lo tanto, se sugiere el uso de otras técnicas, como
microarreglos o Western Blot, para minimizar los sesgos del presente estudio y

continuar con la investigacion.

10. LIMITANTES.

A pesar de los beneficios que el acoplamiento molecular proporciona, es importante
mencionar que este no es un sustituto para pruebas in vitro e in vivo, ya que los
algoritmos utilizados por los diferentes software pueden provocar multiples
diferencias en como se procesan y se muestran los acoplamientos moleculares,
modificando asi las interacciones existentes. Por lo tanto, todo lo presentado en este
trabajo se realizé en el mismo software con el mismo procedimiento para limitar al

maximo las variaciones propias del acoplamiento molecular.
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