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Resumen

Resumen del trabajo de grado que presenta Edwin Leonel Bonilla Rozo como

requisito parcial para obtener el grado de Quimico.

DISENO RACIONAL DE INHIBIDORES DE LA ENZIMA 5a-REDUCTASA |
En el presente trabajo se propuso un set de 48 compuestos inspirados en el acido
androsta-3,5-dieno-3 carboxilico 17-arilcarbamoil sustituido, del cual se encontraron
4 ligandos con perfiles prometedores como inhibidores de la enzima 5aR1. Para
esto, se modeld la estructura 3D de la isoforma 1 a través del método de homologia
de proteinas, asimismo, se optimiz6 y se valido la estructura 3D de la enzima 5 alfa
reductasa tipo 1 con algunos ligandos con actividad inhibitoria reportada. Una vez
optimizada y validada la enzima, se realiz6 el disefio del set de ligandos empleando
el método de reemplazo bio-isostérico, en el anillo A y anillo aromatico de la
estructura base. Una vez construidos, los ligandos fueron sometidos a un filtro de
tres pasos: andlisis de propiedades ADME-T, acoplamiento y dindmica molecular.
La informacion obtenida en el presente trabajo de investigacion puede servir de
base para el desarrollo de compuestos bioactivos contra la enzima 5aR1 y a su vez,

contra la hiperplasia prostéatica benigna y el cancer de prostata

Palabras clave: homologia de proteinas, bioisosteres, hiperplasia prostatica benigna,

cancer de préstata, 5a-reductasa, acoplamiento molecular.
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1. Introduccion
La prostata es una glandula masculina, de tamano similar al de una nuez. Este
organo esta situado en la parte inferior de la vejiga, el cual atraviesa la uretra (uretra
prostatica) y los conductos eyaculadores (Figura 1). La funcion de la prostata
depende de la composicion del tejido glandular y fibromuscular. El tejido
fibromuscular es el encargado de separar los fluidos durante la miccién vy
eyaculacién. El tejido glandular contribuye a la funcién reproductiva por medio de
su actividad secretora capaz de producir el fluido seminal, incluyendo iones
(principalmente zinc y citrato) y proteinas, como fosfatasa acida prostéatica (PAcP),
B-microseminoproteina e antigeno prostatico especifico (PSA) (Leach et al. 2015;

Lilja and Abrahamsson 1988).

Vejiga
. / Vesicula
< /scminal

Recto

Glandula
— prostata

— Uretra

Figura 1. Anatomia del aparato reproductor mascu/ino:‘.’%omédb de unCOMO.
Después de entrar a la edad adulta, la préstata crece lentamente y desacelera la
formacion de nuevas células, sin embargo, se ha demostrado que, al pasar de los
anos, el volumen de la préstata puede comenzar a aumentar en algunos hombres.
Muchos estudios han confirmado que los andrégenos, en especial la testosterona 'y

la dihidrotestosterona, pueden afectar de manera directa al tejido prostatico vy,
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asimismo, participan en el desarrollo de enfermedades como la (HPB) y cancer de
prostata (CaP) (Dehm y Tindall 2007; Gelmann 2002; Tong y Zhou 2020; Whitacre

et al. 2002; M.-L. Zhu y Kyprianou 2008).

Esta glandula es atractiva desde el punto de vista médico, debido al gran riesgo que
padecen los hombres mayores de contraer cancer de prostata (CaP) e hiperplasia
prostatica benigna (HPB). Se estima que, a partir de los 60 afos, el hombre
promedio presenta un 50-60% de probabilidad de padecer de CaP, asi mismo, se
ha confirmado que a medida que se incrementa la edad en la poblacién masculina,
aumenta de manera lineal la probabilidad de padecer tanto cancer de prdstata como

hiperplasia prostatica benigna (Berry et al. 1984).

La hiperplasia prostatica benigna (HPB), se diferencia del CaP, debido al aumento
de células benignas (En y En, 2006), caso contrario, el cancer de préstata induce a
un crecimiento anormal de células cancerigenas. Ahora, es importante aclarar que
la prevalencia histolégica de la hiperplasia prostatica benigna es tan alta, casi del
50-60%, en hombres de 60 afnos y un 80-90% en hombres mayores de 70 afos

(Roehrborn 2005).

Los receptores de androgeno (RA) y los metabolitos androgénicos, juegan un papel
importante en el desarrollo del tejido prostatico. El efecto de los andrégenos
comienza con el transporte de la testosterona desde la circulacion hacia la glandula.
Por ejemplo, Fausto Rojas Duran y colaboradores mencionan qué: “La testosterona
es reducida a dihidrotestosterona (DHT) en el estroma, por la accion de la enzima
5a-reductasa, y transportada por difusion pasiva al citoplasma de la célula epitelial.

Cuando la DHT, o la testosterona, se unen al RA este sufre un cambio
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conformacional, las chaperonas se disocian y el RA es fosforilado, sdélo asi se
transloca al nucleo. En el nucleo, el RA se dimeriza y se une a secuencias
especificas del ADN conocidas como elementos de respuesta a androgenos (ERA)
para llevar a cabo la transcripcion y posterior sintesis de las proteinas” (Dehm vy
Tindall 2007; Grossmann, Huang, y Tindall 2001; Suzuki et al. 2003; Weigel y Moore

2007)

El crecimiento celular del CaP e HPB es considerado como un crecimiento
dependiente de hormonas (especialmente los andrégenos), de ahi el uso comun de
tratamientos clasicos los cuales se encargan de bloquear la accion de las hormonas
hacia este blanco molecular de interés. Dentro de las terapias para inhibir la accion
de los andrégenos y disminuir los niveles de estos, se encuentran la orquiectomia y
la inyecciéon de analogos de la LHRH. Otra opcién alternativa, es bloguear la union
de los andrégenos a los RA por medio de farmacos anti androgénicos, como la
flutamida o la bicalutamida. Sin embargo, la mayoria de pacientes que padecen de
CaP y reciben este tipo de tratamiento presentan un alivio temporal pero no eficaz.
Es importante tener en cuenta que el cancer de prostata, es un es una patologia
hormo-dependiente de andrdégenos, sin embargo, poco después se convierte una
enfermedad independiente de los andrégenos. (Dehm y Tindall 2007; Grossmann,
Huang, y Tindall 2001; G. Han et al. 2005; Hara et al. 2008; Heinlein y Chang 2004;
Henshall et al. 2001; So, Hurtado-Coll, y Gleave 2003; Suzuki et al. 2003; Whitacre

et al. 2002)

Es posible considerar buenos farmacos, aquellos inhibidores que sean capaces de

interrumpir los procesos enzimaticos presentes en las vias de sintesis de hormonas



14

esteroidales y antagonistas de los receptores de androgeno (RA), y ademas que

sean selectivos con las dianas terapéuticas de interés (Silva-Ortiz et al. 2015).

Con base en la informacién se puede postular que estas dos patologias estan
relacionadas en un érgano en interés, la prostata. En consecuencia, es posible
suponer que el desarrollo de la glandula prostatica esta regulado por la actividad
androgénica, a través de los receptores androgénicos (RA) y a partir de eso, es
posible conjeturar qué el crecimiento hiperplasico y la progresién del CaP depende
de los andrégenos (Huggins y Hodges 1972). Asimismo, se puede asumir que, al
ser patologias hormono-dependientes, una de las principales terapias para tratar el
crecimiento hiperplasico y disminuir el desarrollo de cancer de prostata metastasico,

es el uso de bloqueadores androgénicos.

1.1. Hiperplasia prostatica benigna y cancer de prostata
La hiperplasia prostatica benigna (HPB) es el término usado a la proliferacion de
células epiteliales y musculo liso dentro de la zona de transicion media. Segun la
Asociacion Americana de Urologia, (AUA), la hiperplasia prostatica benigna se
convirtié en la patologia mas relacionada con el envejecimiento masculino. Se ha
demostrado que el 30 a 40% de los hombres sufren de esta patologia, ademas, la
prevalencia aumenta significativamente, aproximadamente del 70 al 80%, en

hombres mayores de 80 afios (Madersbacher, Sampson, y Culig 2019).

La etiologia de la hiperplasia prostatica benigna es multifactorial, sin embargo, se
considera que la edad y el estado hormonal son factores qué se relacionan
directamente con el desarrollo de la enfermedad (Ng M, Baradhi KM 2022). Ademas,

el termino de HPB no debe ser confundido o usado para describir los sintomas que
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son atribuibles a la hiperplasia prostatica benigna (HPB), Por ejemplo, los sintomas
del tracto urinario inferior STUI o LUTS, sus siglas en inglés, no se pueden confundir
con HPB. Es claro que el aumento prostatico no siempre estd acompanado por las
expresiones claras de STUI, ya que estos sintomas no necesariamente estan

relacionados con el aumento prostatico (Figura 2).

PROSTATA ANORMAL

Aumento en el tamafio de la préstata
y disminuye el flujo urinario,
produciendo obstruccién e imtacién.

| PROSTATANORMAL ]

La préstata es una glandula con un
peso de 15 a 25 g y del tamafio de una
nuez que rodea la uretra

Figura 2. Comparacion en el tamario de una préstata normal vs una con hiperplasia prostatica
benigna.
Por otro lado, el cancer de préstata es un tumor maligno que se desarrolla en la
glandula prostatica, y que al comienzo de sus etapas no presenta sintomas
especificos. Segun las estadisticas, mas del 65% de todos los canceres de prostata
que se diagnostican en hombres, son pacientes mayores, o igual, de 65 afos
(Alberto Arcediano 2007). Ademas, se considera como el segundo cancer con mas
incidencias en el mundo después del cancer de pulmén. Se han estimado mas de
un 30% por 100,000 casos y una mortalidad menor del 10%(Sung et al. 2021a). En
Colombia, el cancer de préstata es el segundo cancer mas comun en la poblacion,

y el primero en la poblacion masculina. Entre enero del 2019 y enero del 2020, se

diagnosticaron 44.500 casos prevalentes de cancer de prostata, de los cuales
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40.169 casos prevalentes, 3.708 diagnosticados nuevos reportados y 328 fallecidos

(Fondo Colombiano de Enfermedades de Alto Costo, 2020)

Estimated number of new cases in 2020, Colombia, males, all ages

Prostate
14 460 (27.4%)

Other cancers
18 896 (35.7%)

Stomach
4989 (9.4%)

Bladder

1473 (2.8%)
Leukaemia
1834 (3.5%)

Colorectum
4960 (9.4%)

Lung

2344 (4.4%) 3910 (7.4%)

Total : 52 866

Figura 3. Incidencia de cancer en hombres y mujeres en Colombia en el afio 2020 (Globocan,
2021a)

Cabe senalar que las hormonas y los factores de crecimiento estimulan la
proliferacion celular y han sido asociados a otros tipos de cancer, como el cancer
de mama (BN J, 2019). Por ejemplo, Huggins y Hodges, en 1941, demostraron que
el cancer de préstata es una patologia hormono-dependiente, a partir de los niveles
bajos de fosfatasa acida, producto de la castracion masculina. Otros estudios han
demostrado una relacién entre el crecimiento prostatico con los andrégenos
masculinos, como la dihidrotestosterona, y ademas han identificado algunas dianas
terapéuticas de interés, por ejemplo, la enzima 5a-reductasa y los receptores de

andrégeno(Charles Huggins and Hodges 1941).

Con base en lo anterior, es posible considerar que los esteroides (hormonas

esteroideas), y, asimismo, las proteinas protagonistas de la sintesis de estos
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mismos, promueven la proliferacién celular y desarrollan el aumento del volumen

prostatico.

1.2. Andrégenos
La préstata es un érgano completamente dependiente de la actividad bioldgica de
los androgenos testiculares, tanto asi que su desarrollo, como el mantenimiento de
la integridad estructural y funcional del mismo (Simkova et al. 2021). La testosterona
(T), en conjunto con su potente metabolito reducido: la dihidrotestosterona (DHT),
son los principales andrégenos en la circulacion hormonal masculina. La mayor
parte de T, aproximadamente 95%, es producida en los testiculos (células de
Leydig) y una pequena cantidad (5%) es producida por la glandula suprarrenal

(Labrie 2004).

Esta claro que la produccién de andrégenos esta regulada por el eje hipotalamo-
hipofisis-gonadal (GnRH). EI GnRH es secretado por el hipotalamo en pulsos,
estimulando la secrecion de la hormona luteinizante (LHRH), liberada del
hipotalamo, que estimula la secrecién de la hormona luteinizante (LH) en la
adenohipdfisis, la cual posteriormente incita sobre las células de Leydig, en los
testiculos, para iniciar la produccion de andrdégenos (Shacham et al. 2001). En los
hombres, el principal andrégeno circulante es la testosterona (Debes y Tindall
2002), y la sintesis de testosterona esta regulada por una retroalimentacion negativa
para prevenir la liberacion de la LHRH y, en consecuencia, provocar el

decrecimiento de la sensibilidad de la adenohip&fisis a la LHRH (Figura 4).
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Hipotalamo
|LHRH |
) \
“Hipéfisis )
- o A
“Feedback"
Negativo
LH
©
5 .
2 Organos
2 blanco
k]
ﬁ.M )
1 Testosterona

Clula de Leydig
Figura 4. Representacion esquematica del eje1 ggngté/amo-hipéﬁsis-génadas. Tomado de Bellido,
Los androgenos, asi como otros derivados esteroidales, se obtienen a partir de la
esteroidogénesis (Esquema 1). Esta biosintesis comienza con la escision
irreversible de una cadena de 6 carbonos a partir del colesterol, produciendo la
pregnenolona por accion del citocromo P450scc (enzima de escisién de cadena
lateral, CYP11A1), luego, la pregnenolona puede ser convertida en testosterona a
través de dos vias llamadas delta 4 (A%) y delta 5 (A®%) (Conley y Bird 1997). La via
delta 4 compromete la conversién de pregnenolona en progesterona por la accién
de la enzima 3B-hidroxiesteroide hidrogenasa (3BHSD) (Sédes et al. 2018). La
progesterona es metabolizada por el citocromo P450 por la enzima, 17a-hidroxilase
(CYP17A1), en androstenediona, sustrato de la enzima 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (17BHSD), para la sintesis de testosterona. Por otro lado, la via
delta 5, inicia por la enzima CYP17A1, y permite la conversion de pregnenolona en

dehidroepiandrosterona (DHEA). Enseguida, las enzimas 17BHSD y la 3BHSD

provocan la conversién a androstenediol o androstenediona y testosterona.
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Esquema 1. Ruta metabdlica esteroidogénesis.

Con base en la literatura, se ha identificado que la principal fuente de andrégenos
masculina es la testosterona, que es sintetizada por las células de Leyding que se
encuentran ubicadas en los testiculos. Varios autores reportan que tan pronto, la
testosterona pasa a través del tejido prostatico, alguna de las tres isoenzimas de la
5 alfa reductasa, la convierte en un andrégeno natural mas potente, la
dihidrotestosterona (DHT). Ademaés, se ha demostrado que este metabolito
presenta mayor afinidad a los receptores de andrégeno que el propio precursor, la
T(Y.-S. Zhu y Sun 2005). Se ha evidenciado qué tanto la testosterona como la DHT
pueden unirse a los receptores androgénicos, sin embargo, el metabolito reducido,

la DHT, es de dos a cinco veces mas afin al receptor de andrdégenos que su propio



20

metabolito principal, ademas, aumenta 10 veces mas la sefalizacion de los RA en

comparacion de la testosterona(Askew et al. 2007; Kemppainen et al. 1992).

Los receptores de andrégenos y los andrégenos, hacen en conjunto un factor
esencial en el desarrollo de la préstata y otros 6rganos reproductivos masculinos
(COOKE, YOUNG, y CUNHA 1991). Esta claro que el aumento del volumen y masa
prostatica estd en un constante equilibrio entre la proliferacién/muerte celular y, al
mismo tiempo, es controlada por la sefalizacion de los receptores de androgenos

(RA) en el estroma y en el epitelio.

Los RA estan ubicados predominantemente en células afin a los andrégenos,
independientemente de si estd 0 no en complejo con su ligando. Al contrario de
otros receptores de esteroides, los RA son frecuentemente distribuidos entre el
citoplasma y el ndcleo cuando no estan ligados a sus ligandos connatos. Los
receptores de andrégeno actlan como receptores nucleares intracelulares de
mayor afinidad a la DHT en comparacién con la T. Se cree que los RA estan
inactivos cuando estos no estan anclados a un ligando (Carson y Rittmaster 2003).
Asimismo, se ha podido evidenciar que los RA se activan cuando estos estan
anclados a un ligando afin, como T o DHT, ya que induce a la activacion de la

actividad biolégica (ANDRIOLE et al. 2004)

En resumidas palabras, los receptores de andrégeno son necesarios para la
diferenciacion sexual masculina y madurez sexual que conlleva al desarrollo de un
testiculo maduro capaz de apoyar la espermatogénesis y la produccién de
testosterona que derivan la fertilidad masculina. Los RA son un miembro clasico de

la gran super familia de receptores nucleares (QUIGLEY et al. 1995)que incluyen
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receptores para los 5 esteroides de mamiferos (andrégenos, estrogenos,
progesterona, glucocorticoide, mineralocorticoide), también, como para hormonas

tiroideas, acido retinoico y vitamina D (SHI 2007)

El complejo entre DHT y RA provoca una transposiciéon del citoplasma al nucleo,
donde se interactuan a los genes principales (elementos de respuesta androgénica).
Este complejo es considerado multiprotéico, ademas, su rol estd relacionado
directamente con factores transcripcionales y de la maquinaria constitucional de
transcripcién para la regulacion de la transcripcion génica(Chatterjee 2003; Mirone

et al. 2006).

1.3. Enzima 5aR
Las enzimas que pertenece a la familia de las 5 alfa reductasas, fueron identificadas,
purificadas y caracterizadas en homogenatos de higado de ratén (Forchielli y
Dorfman 1956; Okuda y Okuda 1984; Samuels et al. 1950). Las isoenzimas 5aR
son proteinas microsomales, ligadas a membrana, que reducen irreversiblemente
la insaturacion de la posicién 4-5C de varios esqueletos esteroidales del tipo C19y
C21, como la testosterona (T). Por ejemplo, la accién de esta enzima no es limitada
a progesterona o testosterona, también puede convertir deoxicorticosterona en
dihidrodesoxicorticosterona, corticosterona en dihidrocorticosterona, cortisol en

dihidrocortisol y aldosterona en dihidroxialdosterona.
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Figura 5. Conversién de testosterona a dihidrotestosterona por medio de la 5aR.
El mecanismo de la enzima 5aR es complejo, pero involucra la interaccion del
NADPH a la enzima seguida por el sustrato, ya que son dependiente de cofactor. El
enlace A*® es quebrado por la transferencia de un hidruro del NADPH al carbono
C-5 del anillo A, provocando la formacién de un complejo ligando-NADP, el cual
posteriormente, induce la salida del NADP+ para asi realizar otros ciclos de catalisis.
Con base en esto, el mecanismo de inhibicion de las isoenzimas 5aR esta divido en

tres tipos (Aggarwal et al. 2010a; Chen, Zouboulis, y Orfanos 1996; Occhiato et al.

2004):

a. Competitivo con el cofactor (NADPH) y el substrato (inhibidores bi-sustrato):
el inhibidor se liga a la enzima libre, por ejemplo, OMO-3805;

b. Competitivo con el substrato: el inhibidor se une al complejo enzima-NADPH,
por ejemplo, 4-, 6- y 10- azasteroides;

c. No competitivos con el complejo enzima-NADP: el inhibidor se liga al
complejo enzima-NADP+ después de la salida del producto, por ejemplo,

epristerida;

Anteriormente, los estudios de la actividad biolégica de las enzimas 5aR eran

limitados por la insolubilidad de la proteina, sin embargo, esta barrera fue superada
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a mediados de 1989. Con ayuda de la técnica de clonacién de expresion, en Oocitos
de Xenopus, fue posible aislar un cDNA de higado que codificaba a la enzima 5aR,
que, asimismo, se empled la misma metodologia para aislar un 5aR humano por
hibridacién cruzada con una biblioteca de cDNA de la préstata (KONDO et al. 1994).
Se observd que las dos proteinas de estudio presentaban diferentes propiedades
biolégicas frente a la finasterida. A partir de esto, fue posible postular qué existe la
presencia de dos isoenzimas 5aR que posteriormente, fueron confirmadas por

estudios hechos en pacientes con deficiencia de las 5aR.

El primer cDNA, aislado de higado de ratdn, fue denominado gen 5aR-1 (SRD5A1)
y el segundo CDNA, aislado de préstata humana y encontrado defectuoso en
pacientes con deficiencia de 5aR, fue denominado 5aR-2 (SRD5A2) (Russell y
Wilson 1994a). De igual manera, con el desarrollo reciente de los analisis del perfil
de expresidén génica en todo el genoma, se ha identificado un tercer gen 5aR-3

(SRD5A3) (Uemura et al. 2007)

Las isoenzimas 5aR1 y 5aR2 son enzimas asociadas a membrana, compuestas por
259 y 254 aminodcidos, respectivamente. Estas dos estructuras catalizan la misma
reaccion, asimismo, a nivel bioquimico comparten un nivel favorable de similitud
aminoacidica. No obstante, es importante tener en cuenta, que estas isoformas se
encuentran ubicadas en cromosomas diferentes, lo cual, a nivel bioquimico, pueden
desempenar roles distintos y expresarse en diferentes tejidos (Andersson y Russell

1990a; WILSON, GRIFFIN, y RUSSELL 1993)

La 5aR1 y la 5aR2 son codificadas por los genes SRD5A1 y SRD5A2,

respectivamente. Aproximadamente, entre la misma especie comparten un 60% de
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identidad en la secuencia aminoacidica, lo que es posible pensar que en algun
momento las dos estuvieron ligadas a un precursor comun durante su evolucién. El
gen SRD5A1 esta localizado en el cromosoma 5p15 y codifica una proteina de 259
aminoacidos, asimismo, el gen SRD5A2 esta localizado en el cromosoma 2p23 y
codifica una proteina de 254 aminodcidos(lImperato-McGinley y Zhu 2002; Russell
y Wilson 1994b). De igual manera, con los avances en el desarrollo en los anélisis
de perfil de expresion génica en todo el genoma, ha sido posible identificar un tercer
gen, 5aR3 (SRD5A3), localizado en 4g12. En este genoma se ha identificado una
proteina de 318 aminoacidos, que posee un 19% de similitud con la 5aR1 y un 20%

de homologia con la 5aR2.

Tabla 1. Propiedades de las principales isoformas de la enzima 5a-reductasa.

Propiedades 5aR-1 5aR-2
Tamano (aminoacidos) 259 254
Peso molecular (kDa) 29.5 28.4
pH ideal 6-8.5 5-5.5
Naturaleza bioquimica Hidrofébico Hidrofébico
Distribucion tisular Higado, piel, cerebro, ovarios, Préstata, vesicula seminal, piel
prostata, testiculos genital, Utero, mama, foliculo

piloso, placenta y testiculos

Expresion en prostata Normal en pacientes sin patologia, = Normal en pacientes sin patologias,
alto en HBP y cancer alto en HBP y bajo en cancer
Nombre del gen SRD5A1 SRD5A2
Ubicacion del cromosoma 5p15 2p23

Los datos tabulados fueron obtenidos de(Aggarwal et al. 2010b; Frye et al. n.d.)
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Tanto la 5aR1 y la 5aR2 estan expresadas a lo largo de la vida humana (Azzouni et
al. 2012; Imperato-McGinley y Zhu 2002). La 50R1 es detectada en niveles
bastantes bajos en cuero cabelludo fetal y en la piel no genital. En el caso de la
50R2 es expresada en la piel genital externa en el inicio de la gestacién. Sin
embargo, a medida que el individuo crece y llega a su etapa adulta, la ubicacién y
la concentracion de estas dos isoformas cambia (Andersson y Russell 1990a;
Kolesinska et al. 2014; Sinnecker et al. 1996). En adultos, se puede detectar la 5aR1
en piel no genital, higado, ciertas regiones del cerebro, también en niveles mas
bajos en la préstata, piel genital, vesiculas seminales, testiculos, glandula adrenal,

rifdn, y epididimo (Batista y Mendonca 2020).

De igual manera, para entender por completo la importancia de la 5aR y de su
producto de reaccién, y el rol que desempena en el desarrollo de estas patologias,
es necesario estudiar desde la deficiencia o mutacién de ella misma. Thiele y
colaboradores relataron que la deficiencia de la enzima 5aR1 desempefa un papel

critico en la masculinizacion de hombres con carencia de 5aR2 (Thiele et al. 2005).

A nivel especifico, se ha detectado, a través de reaccion inversa con cadena de
polimerasa e hibridacion in situ, mMRNA de 5aR1 y 5aR2 en areas glandulares de
hiperplasia prostatica benigna (Habib et al. 1998). También, se ha identificado que
la isoenzima 5aR1 se expresa predominantemente en células epiteliales, en cuanto,
la 5aR2 se expresa tanto en células epiteliales y estromales (Shirakawa et al. 2004).
Igualmente, otros estudios han determinado la prevalencia de la 5aR1 en pacientes

con CaP, asimismo, han encontrado que los niveles de expresion de la 5aR2 son
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menores en CaP y neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) que en HPB (Thomas et

al. 2005).

1.4. Inhibidores de la 5aR
A nivel general, las alternativas que existen hoy en dia para el tratamiento de la
hiperplasia prostatica benigna y el cancer de préstata, van desde el uso de
bloqueadores a, bloqueadores de la enzima 5a-Reductasa, radioterapia, hasta
cirugia, considerandose como Uultima opcién (McNaughton Collins 1997). Es
importante aclarar que la seleccién del tratamiento se basa en: el tipo de patologia,
la severidad de los sintomas, tamarno y forma de la préstata y, por ultimo, si existen
antecedentes familiares. Se conoce que el objetivo de los inhibidores de 5aR es
bloguear la conversion de T a DHT (andrégeno méas potente), provocando, una

mayor concentracién de testosterona en plasma (Upreti et al. 2014).

Los inhibidores de cadena esteroidal son frecuentemente usados para el
tratamiento clinico de la hiperplasia prostatica benigna, sintomas del tracto urinario
inferior (STUI), ademas, han sido analizados en ensayos clinicos para la prevencion,
y tratamiento del cancer de préstata. Por ejemplo, los azasteroides son esteroides
quimicamente alterados, productos de un cambio de un tomo de nitrégeno por uno
de carbono en diferentes posiciones del anillo, capaces de inhibir la actividad de la
5aR. Por ejemplo, la finasterida y la dutasterida, son compuestos activos que
pertenecen al grupo 17B-substituidos-4-azasteroides, unos de los mas estudiados

en la inhibicién de las isoenzimas 5aR (Aggarwal et al. 2010c) (Figura 6).
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Finasterida Dutasterida

Figura 6. Estructura quimica de los inhibidores mas comunes de la enzima 5 alfa reductasa.
Ambas drogas presentan caracteristicas de inhibidores competitivos en
experimentos cinéticos de corto plazo, sin embargo, en el andlisis de reacciones de
largo plazo exhiben caracteristicas de inhibidores irreversibles debido a la formacion
de un intermediario muy estable. Las interacciones entre las isoenzimas 5aR con
los 4-azaesterdides se pueden describir en dos etapas, como se observa en el

siguiente mecanismo
E+1K1EIK3 El*
L d b d

Siendo K37, la constante de inhibicién para el equilibrio del primer paso (alcanzado
rapidamente), y K3, la constante de velocidad para el segundo paso dependiente

del tiempo (alcanzado lentamente) (Bull et al. 1996; Frye et al. n.d.)

Por ejemplo, se considera que la finasterida es un inhibidor competitivo irreversible
de la 5aR2, y todo se explica a través de mecanismo de inhibicién enzimatica. Antes
que nada, se ha demostrado que el mecanismo de reaccion de la T y de la
finasterida son semejantes, excepto en dos reacciones que divergen en la etapa
final, en la cual la finasterida evita la transferencia de protones (Bull et al. 1996). Se
ha reportado el posible mecanismo de inhibicién en la 5aR2, el cual, se puede dividir

en 3 pasos cruciales (Esquema 2):
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Esquema 2. Mecanismo de inhibicion de la finasterida.

NH2 NADP-DHF

En la primera etapa, el cofactor NADPH transfiere un hidruro al doble enlace delta
1, 2-eno presente en el anillo A de la finasterida, seguidamente el producto
intermediario enolato (NADP-dihidrofinasterida (NADP-DHF)) se tautomeriza en el
sitio activa de la enzima e induce a un producto mas estable. Posteriormente, como
ultimo paso, se obtiene un substrato alternativo, NADP-DHF. Ademas, se puede
evidenciar que la finasterida interacciona con el carboxilato del &cido glutamico

(E57), beneficiando la interaccion NADPH-finasterida (Xiao et al. 2020a).

La finasterida también es activa en la enzima 5aR1, sin embargo, en una tasa menor
en comparacion de la 5aR2 (Bull et al. 1996). Esto es entiende a partir de los
resultados de la velocidad enzimética, la constante de Michaelis (Km). Se ha
analizado que la finasterida es menor que la testosterona, variando de 3 a 26 Ky

10 a 30 Km, respectivamente (Drury et al. 2009; Faller, Farley, y Nick 1993b).

De la misma manera, la dutasterida es un inhibidor dual de las dos principales
isoformas de la enzima 5aR (5aR-1 y 5aR-2). También, se considera parte del grupo
de inhibidores competitivos irreversibles, por el complejo estable con ambas
isoenzimas y la tasa baja de disociacion (Bakshi et al. 1995; Roehrborn et al. 2002;

Schmidt y Tindall 2011; Tindall y Rittmaster 2008).



29

No obstante, se ha confirmado la persistencia de algunos efectos adversos, de
naturaleza sexual, provocadas por el uso de inhibidores de 5aR, por ejemplo:
disfuncién eréctil y disminucion de la livido sexual, mismo después de la
descontinuacion de los inhibidores tradicionalmente de la 5aR, por ejemplo, la
finasterida (Corona et al. 2012; Gur, Kadowitz, y Hellstrom 2013; Traish et al. 2011)
. Ilgualmente, dos estudios recientes han alertado a los médicos para qué informen
a sus pacientes sobre los efectos adversos de esta terapia, a parte de los
anteriormente mencionados arriba, como ginecomastia y ansiedad (Corona et al.

2017; Trost, Saitz, y Hellstrom 2013).

Con base en lo anteriormente mencionado, es necesario proponer nuevos
compuestos activos, que disminuyan los efectos adversos causados por los
medicamentos convencionales, que sean mas selectivos, ademas, que presenten
mayor actividad inhibitoria, en comparacién de los reportados. Para esto, es
necesario emplear nuevas metodologias en el desarrollo de farmacos, e incluir,
estudios computacionales para asi disminuir tiempo y costos en los ensayos de

miles compuestos.

1.5. Desarrollo de farmacos
Se considera que el descubrimiento y desarrollo de farmacos convencionales es un
proceso arriesgado, complejo y demorado, que aproximadamente dura entre 12-15
anos. Esta metodologia incluye desde la identificacién y validacion de la diana
terapéutica, la optimizacion del compuesto principal y, por ultimo, los test pre-clinico

y clinicos (Tang et al. 2006)
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De igual manera, proponer un nuevo farmaco e introducirlo al mercado, conlleva
gastos exorbitantes y riesgos significativos, por ejemplo, en las dos Ultimas décadas,
se estimd un gasto promedio de $1.8 billones de délares para el desarrollo de un
medicamento (Myers y Baker 2001). Debido a eso, se ha incrementado el interés
en el uso de computadoras para el desarrollo de nuevos ligandos, ya que, disminuye

factores cruciales en el proceso del disefio racional de un farmaco.

El uso de métodos computacionales en el disefio de nuevos compuestos para un
determinado blanco molecular se denomina comunmente disefio de farmacos
asistido por computadoras. La gendmica, proteémica y bioinformatica estan
descubriendo nuevos blancos terapéuticos, y contribuyendo cada vez en el

descubrimiento de nuevos compuestos con mayor actividad (Drews 2000)

Asimismo, el disefio de farmacos asistido por computadoras (DiFAC), es una técnica
atractiva y de interés por parte de las farmacéuticas, ya que, ayuda a mitigar los
problemas de escala, tiempo y costos provocados por los métodos convencionales,

tal como lo describe el esquema (Esquema 3).
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Esquema 3. Ventajas en relacion tiempo del uso de herramientas computacionales en el desarrollo
de un medicamento.

Cabe resaltar, que antes de descubrir un nuevo farmaco es importante estudiar y
entender las patologias bajo ciertas consideraciones, asimismo, se deben de
esclarecer las posibles causas de la enfermedad e identificar los posibles bancos
moleculares de interés. Por ejemplo, se debe de tener cual tipo de diana terapéutica
es, ya que, puede intervenir varias estructuras, como: receptores, proteinas,

enzimas hasta cadenas de acido ribonucleico (ARN).

El DIFAC, estd compuesto por diferentes pasos de refinacién, que van desde, la
identificacién computacional de potenciales dianas terapéuticas, virtual screening,
optimizacién de los candidatos, evaluacion de las propiedades ADME-T a través de
métodos computacionales, acoplamiento molecular y simulaciones moleculares
(Figura 7). Todo con el fin de reducir el nUmero de compuestos candidatos a ser

examinados experimentalmente.
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Figura 7. Herramientas y técnicas modernas en el desarrollo computacional de farmacos.

El objetivo general del disefio computacional de farmacos, es aprovechar las
diferentes fuentes de informacién para facilitar el desarrollo de nuevos compuestos
capaces de modelar el comportamiento de diferentes dianas terapéuticas. Los
abordajes computacionales se clasifican, generalmente, en dos familias; métodos
basados en ligandos y métodos basados en estructura (Prada-Gracia, Huerta-

Yépez, y Moreno-Vargas 2016).

Ahora, en todos los métodos, es necesario hacer un pre-filtrado de los compuestos
lideres basandonos en los resultados de sus propiedades fisicas y farmacocinéticas.
Por ejemplo, los métodos basados en ligandos, usan la informacion de la actividad
biolégica de compuestos ya reportados, para asi, proponer nuevas moléculas
quimicas con un comportamiento similar. En otras palabras, se realiza una
busqueda y se comparan las actividades bioldgicas de los ligandos, con base en la

relacién estructura-actividad (Mishra y Siva Prasad 2011).

Los métodos basados en estructura dependen de relacion de la informacion

estructural reportada, ya que usan la estructura del receptor para explorar el espacio



33

y ambiente quimico de la estructura y asi, identificar ligandos capaces de unirse al

sitio de unién de dicho receptor (Kuntz 1992; Sperandio et al. 2006)

Actualmente, la combinacién de métodos basados en ligandos y estructura, se ha
convertido en una metodologia comun en el virtual screening. Por ejemplo, una
aproximacion de esta dualidad de estos métodos, es el acoplamiento molecular del
modo de union al receptor. Otra aproximacion, es la construccién de modelos
farmacoféricos, teniendo presente tanto las caracteristicas de compuestos con
actividad biologica reportada como del sitio activo, especialmente si existe un

complejo proteina-ligando cristalizado.

1.5.1. Modelado de proteinas
Cuando se llevan a cabo estudios de DIFAC, basados en una diana terapéutica, es
indispensable poseer un receptor caracterizado y validado estructuralmente,
independientemente de ensayos experimentales o mediante el uso de herramientas

computacionales o in sillico.

Una de las limitantes en el disefio de un fa&rmaco basado en la diana terapéutica, es
la ausencia de algunas estructuras 3D. Sin embargo, gracias al surgimiento, de los
programas de cémputo desarrollados en modelado molecular, y los avances en la
investigacién del genoma humano, ha sido posible identificar receptores de interés,
lo que ha conllevado a conocer, identificar y asignar un gran nimero de blancos

moleculares para el descubrimiento y desarrollo de farmacos (Escalona et al. 2005).

Como es bien sabido, la funcién de una proteina esta determinada por su estructura

tridimensional, sin embargo, conocer su conformacién tridimensional es un proceso
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que requieren de mucho tiempo y dinero. El proceso va desde el desarrollo de
expresiones protéicas, purificacion, cristalizacién y, por ultimo, determinacién de la

estructura (Pitman y Menz 2006).

La elucidacion estructural de una proteina se puede agrupar en dos grandes clases:

a. Prediccion de la estructura secundaria,

b. Prediccion de la estructura terciaria.

La prediccion de la estructura secundaria pretende localizar e idealizar
plegamientos a-hélice o de hoja b-plegada, a partir de segmentos aminoacidicos de
interés (Leach, 2001). Ahora, la prediccion de la estructura terciara intenta modelar

una estructura con actividad bioldgica (Cao et al. 2015).

Como el objetivo del presente trabajo es modelar la estructura tridimensional de la
5aR-1, es necesario explicar en qué consiste esta ultima prediccion. Por ende, en
la prediccion de la estructura nativa de la proteina, se emplean tres técnicas

principales:

a. Modelado por homologia u homologia de proteinas,
b. Threading o plegamiento,

c. Prediccion estructural de novo,

Sin embargo, en este apartado se dara una breve explicacion del modelado por

homologia, ya que nuestro interés de estudio esta inclinado en esta metodologia

Como anteriormente se menciono, la estructura tridimensional de una proteina
dependera de su secuencia aminoacidica, siendo asi el primer paso para la

prediccidn estructural, tal como se observa en la siguiente figura.
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Figura 8. Pasos del proceso de modelado de prc'Jte/'nas. Tomado de Chandramore 2017
El modelado por homologia consiste en la modelacién de un molde de una proteina,
de la cual no se conoce su estructura 3D, a partir de su secuencia aminoacidica
(estructura primaria) y una estructura tridimensional de una proteina homdloga
(template). Este modelado se basa en qué proteinas relacionadas evolutivamente
tienen secuencias similares y estructuralmente son similares (Pitman y Menz 2006).
Por consiguiente, sus estructuras tridimensionales son similares, puesto que,
secuencias de aminoacidos similares se pliegan de forma similar (Krieger, Nabuurs,

y Vriend 2003).

Durante el modelado de homologia, existen cuatro etapas importantes; la primera,
se concentran en la secuencia aminoacidica; identificacién y obtencién de esta
misma. En la segunda etapa, la secuencia conocida se alinea con sus homélogas,
para observar la similitud de las mismas. En la tercera, se generan coordenadas 3D

del modelo tridimensional, empleando la plantilla de la estructura depositada en la
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base de datos. Por ultimo, el modelo se optimiza utilizando técnicas de dinamica

molecular.

Normalmente, este proceso se repite tantas veces sea necesario con fin de obtener
una estructura tridimensional adecuada (Pitman y Menz 2006). Ademas, es posible
validar el molde del blanco molecular con base en resultados experimentales

observados.

Cabe resaltar que este método es posible usarlo, cuando la proteina desconocida y
el template de la proteina empleada comparten mas del 30% de identidad en su
secuencia o estructura primaria (Abbaszadegan et al. 2013). Cuando no, se recurre
a emplear los otros métodos de modelado anteriormente mencionado, threading y

de novo (Kalyaanamoorthy y Chen 2014)

1.5.2. Propiedades ADME-T
El efecto terapéutico de un medicamento exitoso no depende apenas de la actividad
biolégica, también depende de un éptimo perfil en referencia a sus propiedades
ADME-T. Las sigas ADME-T, hacen referencia a cada una de las iniciales de cada
parametro, farmacocinético y farmacodindmico, medible: Absorcién, Digestion,

Metabolismo, Excrecién y Toxicidad.

Hoy en dia no se requiere realizar ensayos in vitro e in vivo de la actividad bioldgica
de ciertos compuestos quimicos, todo gracias al desarrollo de algoritmos capaces
de predecir las propiedades medibles en estos ensayos preclinicos y clinicos. Los
ensayos in sillico de las propiedades ADME-T son capaces de dictar el éxito clinico

de los farmacos en los ensayos clinicos (Adelusi et al. 2022a).
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Varios programas de software han sido desarrollados para predecir las propiedades
ADME-T de candidatos a medicamentos. Un ejemplo de estos es el programa
QUIKprop que estd disefiado para predecir propiedades como solubilidad,
membrana, coeficientes de particion, interaccidn a proteinas plasmaticas, formacion
de metabolitos y penetracion a la barrera hematoencefélica (BHE) (Mandal, Moudgil,
y Mandal 2009). De igual manera, existen otros programas predictores de estas
propiedades, tales como OSIRIS (Cruciani et al. 2005), SwissADME (Daina,

Michielin, y Zoete 2017), ADMETlab (Dong et al. 2018).

Los parametros toxicol6gicos son principalmente en términos de carcinogenicidad,
mutagenicidad, efectos reproductivos y acidez en el sistema gastrointestinal. En la
actualidad, es posible usar bases de datos y algoritmos capaces de predecir el

potencial toxicolégico de nuevas moléculas en el DiIFAC (Contrera et al. 2005)

1.6. Acoplamiento molecular
La bioinformatica es una rama de la biologia y de las ciencias computaciones que
se dedican a adquirir, almacenar, analizar y divulgar la informacion de interés

bioldgico, frecuentemente en tépicos de secuencias de ADN y aminoacidos.

Los primeros métodos de acoplamiento molecular se basan en la suposicién del

modelo llave-cerradura, propuesta por Fischer, tal como se observa en la figura 9.
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Figura 9. Modelo de llave-cerradura propuesto por Fischer. Tomado de: TimVickers, vectorized by
Fvasconcellos.

Este modelo postula, o indica, que tanto el ligando como el receptor pueden ser
manipulados como cuerpos rigidos, y la afinidad que presentaban, eran
directamente proporcional a un ajuste geométrico entre sus formas (Mezei 2003).
Sin embargo, este postulado fue desmentido por Koshland y colabores, quienes
sugirieron que: “el ligando y el receptor deben de ser considerados como cuerpos

flexibles durante el acoplamiento” (Hammes 2002; Koshland 1963).

Hoy en dia, el acoplamiento molecular o “docking molecular”, es una técnica que
predice un complejo dado entre dos o varias moléculas, cuyo fin es encontrar la
mejor pose del ligando, dentro de un complejo, de minima energia global o de
acoplamiento (Figura 10). Este tipo de técnica requiere de dos componentes

principales: la busqueda y la evaluacion de las especies.
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Protein Ligand Complex
Figura 10. Proceso comun de anclaje de proteina-ligando en un acoplamiento molecular. Tomado
de (Bras et al. 2014)

El término busqueda se refiere a la exploracion del espacio configuracionales
accesible para el ligando dentro del receptor, y el objetivo de ella, es predecir un
sitio de mayor afinidad entre el receptor, es decir la el blanco molecular, y el ligando.
Ahora, en la etapa de evaluacion, se refiere a la asignacién de un valor numérico a
cada una de las configuraciones generadas durante la etapa de busqueda, un

“scoring” basado en algoritmos (Gill et al. 2016)

El acoplamiento molecular de ligandos ha sido empleado en el desarrollo de
medicamentos en los ultimos afos (Bottegoni 2011), ya que se pueden realizar
calculos rapidos y obtener informacion de la prediccién de la interaccién del ligando
con algun tipo de blanco molecular relacionado a una enfermedad. En la actualidad
hay mas de 60 herramientas y programas de encaje diferentes, que han sido
desarrollados para uso académico y comercial, como LigandFit (Venkatachalam et
al. 2003), AutoDock (Osterberg et al. 2002), FlexX (Rarey et al. 1996), Surflex (Jain
2003), GOLD (Jones et al. 1997). Entre los programas mencionados, AutoDock
Vina, Gold, MOE-Dock y AutoDock, han mostrado mejores resultados y

puntuaciones mas acordes (Pagadala, Syed, y Tuszynski 2017).
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1.7. Dinamica molecular

La dinamica molecular (DM) son aproximaciones basadas en mecanica molecular,
que consiguen resolver la ecuacion de movimiento de Isaac Newton, teniendo en
cuenta expresiones matematicas que representan las fuerzas intramoleculares y las
interacciones intermoleculares. A nivel general y biolégico, se considera un método
fisico que estudia la interaccion y movimiento de sistemas moleculares en funcion
del tiempo, considerando todas las variables en el modelado biolégico, desde el
ligando hasta la presencia de iones salinos o moléculas de agua. Las simulaciones
de dinamica molecular son capaces de enfrentar el desafio existente en el
acoplamiento molecular. Por ejemplo, la DM actiia como un microscopio molecular
que puede ser usado para inspeccionar la estabilidad de los ligandos en el sitio
catalitico de la proteina, lo que es crucial para validar y fundamentar los resultados

previstos en el acoplamiento molecular (Adelusi et al. 2022b).

El objetivo de las simulaciones de DM es la recreacion del comportamiento de
moléculas de naturaleza biolégica y quimica en su entorno fisioldgico teérico. Bajo
este tipo de modelo es posible analizar los cambios conformacionales de las
proteinas, los perfiles de interaccidn entre receptor-ligando y una valoracion mejor
de la energia libre del sistema (Adcock y McCammon 2006). Ademas, los métodos
de DM pueden revelar cambios en las caracteristicas estructurales de sistemas
receptor-ligando que no son observables en modelos estaticos (Sippl 2000). Con
base en esto, se ha convertido en una técnica madura con el beneficio de permitir
comprender las relaciones estructura-funcion. En la actualidad las simulaciones se

acercan a tiempos biol6égicamente relevantes.
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2. Justificacion y planteamiento del problema
El cancer de prostata (CaP) es el segundo tipo de cancer mas comun en la poblacion
mundial, aproximadamente, se han reportado 1.414.259 nuevos casos en hombres
estadounidenses en el 2020 (Sung et al. 2021b) y se estima que para el 2022 se
reporten cerca de 268.490 nuevos casos y 34.500 muertes (American Cancer
Society), en personas adultas, ya qué, la incidencia de esta patologia aumenta con
el incremento de la edad en los hombres. Adicionalmente a estas estadisticas, en
Colombia se han estimado que 47 de cada 100.000 habitantes masculinos padecen
de cancer de préstata, siendo asi, la neoplasia con mayor incidencia en la poblacién
masculina colombiana (Ministerio de Salud-Colombia, 2021). Igualmente, la
hiperplasia prostatica benigna (HPB) es una patologia que afecta directamente a la
prostata, y también aumenta con relacién al incremento de la edad masculina
(Michael Ng et al., 2021). No obstante, una diferencia notoria entre estas dos
enfermedades, es crecimiento del tejido testicular. Sin embargo, son consideradas
enfermedades hormono-dependientes, lo cual, hace posible controlarlas y tratarlas

con diferentes tratamientos duales.

Dentro de las opciones de tratamiento desarrolladas para disminuir el crecimiento
anormal de la prostata, se resaltan los blogueadores de la enzima 5a-reductasa,
gracias a su baja agresividad. Sin embargo, los bloqueadores reportados de esta
enzima, por ejemplo: la finasterida, la Dutasterida, Tamsulosina, conllevan efectos
secundarios perjudiciales al estilo de vida de un hombre adulto, como: calvicie,

pérdida del apetito sexual, y disfuncion eréctil, ademas, no son totalmente selectivos
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y son relativamente costosos, lo cual perjudica directamente el estilo y calidad de

vida del paciente.

Con base en lo expresado anteriormente, no cabe duda de que: en la actualidad es
necesario proponer un nuevo set de posibles farmacos; con mayor selectividad, y
menores efectos secundarios, y que adicionalmente, sean econdémicos para su
respectiva comercializacién y distribucién. Por lo tanto, en este proyecto de
investigacién se realizd un estudio racional de inhibidores de la enzima 5a-
reductasa tipo 1, en el cual se haran uso de herramientas computacionales, puesto
que, este tipo de metodologia ha sido implementada por su gran potencial para
acelerar el descubrimiento de farmacos en términos de tiempo, mano de obra y

costos.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Proponer un nuevo grupo de inhibidores de la proteina 5a-reductasa |
utilizando el enfoque de disefio basado en el receptor a través de un modelo

por homologia.

3.2. Objetivos especificos

Construir y validar la estructura tridimensional de la 5aR1, utilizando las
estrategias de disefio por homologia, acoplamiento molecular y dinamica
molecular.

Construir un set de compuestos esteroidales para ser estudiados a través de
acoplamientos y dinamicas moleculares.

Identificar las caracteristicas estructurales que favorecen la inhibicion de la

enzima 5aR1.
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4. Metodologia
Es importante mencionar que, al dia de hoy, no ha sido posible determinar la
estructura tridimensional de la proteina 5aR1. Por ende, para llevar a cabo cualquier
estudio bioinformatico con esta diana terapéutica, es necesario, construir y validar

su estructura 3D, a través del modelado de proteinas por homologia.

En primer lugar, se identificé la secuencia aminoacidica (BLAST) de la proteina
5aR1 humana, la cual se encuentra depositada en el sitio web UNIPROT con codigo
P18405 (https://www.uniprot.org/uniprot/P18405). Seguidamente, para la obtencion
de la estructura tridimensional de la 5aR1 humana, se usé el servidor de SWISS-
MODEL (https://swissmodel.expasy.org/), donde se depositd la secuencia
aminoacidica y se realiz6 la busqueda de los diferentes moldes. La eleccién del
modelo y el disefo tridimensional con base en la estructura tridimensional la
isoforma 2, la cual esta depositada en la Protein Data Bank, con cédigo 7bw1

(hitps://www.rcsb.org/), adicionalmente se emple6 el servidor de PSIRED para

comparar los posibles plegamientos estructurales.

Seguidamente, se analiz6 y se comparo la estructura 3D modelada con un disefiada
por inteligencia artificial, a través de graficos de Ramachandran. Posteriormente, se
realiz6 una minimizacion de energia de la proteina modelada, empleando el
algoritmo (steepestdescent). El sistema se equilibré por 200 ns de dindmica
molecular utilizando el protocolo de NVT y NPT, implementando el termostato
Berendsen y el barostato Parrinello-Rahman, respectivamente. Finalmente, el
archivo de salida “output”, se analiz6, nuevamente, por diagrama de

Ramachandran.
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Conviene destacar que se emple6 el paquete de GROMACS y campo de fuerza
AMBER99SB-ILDN y modelo de agua TIP3-P proporcionado por el servidor gratuito

NMRBox (https://nmrbox.org/), para realizar las respectivas dinamicas moleculares.

Finalmente, la estructura 3D se sometié a ensayos de acoplamiento molecular y
dinamica molecular con ligandos con actividad inhibitoria reportada, con el fin, de

validar la estructura disenada.

4.1. Diseno y preparacion de los ligandos
A partir del acido androsta-3,5-dieno-3 carboxilico se diseid un grupo de 48
ligandos de interés, realizando cambios racionales en el anillo A y anillo D del
esqueleto esteroidal. En el disefo de cada uno de ellos, se empleé un método
moderno llamado reemplazo bioisostérico, en el cual fue realizado del servidor
gratuito SwissBioisoster (http://www.swissbioisostere.ch/) (Cuozzo et al. 2022; Wirth

et al. 2013).

Las estructuras tridimensionales de cada ligando fueron construidas y convertidas
en formato .pdb, a través de las herramientas del software ChemSketch, teniendo
en cuenta el estado de protonacién qué presenta cada una a un pH fisiolégico
(pH=7). Seguidamente, se optimizaron las estructuras empleando los programas de

ChemSketch y Chimera.

Posteriormente, se emple6 el software MGLTools 1.5.4 para detectar de manera

automatica los centros de torsion, enlaces rotables de cada uno de los ligandos

Las estructuras preparadas fueron extraidas y guardadas en formato PDBQT.
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4.2. Preparacion de la proteina
En este apartado, se us6 el receptor construido y validado en el apartado superior.
Seguidamente, se empleé la misma interfaz de MGLTools para la realizar la
preparacion de la diana terapéutica previamente al acoplamiento molecular.
Ademas, se asignaron las cargas atomicas de Gasteiger-Marsili, fusionando los
hidrégenos no polares en los carbonos adyacentes y se empled el tipo de atomo

A4D.

4.3. Evaluacion in sillico de las propiedades ADME-T

A través del software gratuito de SWISS-ADME (http://www.swissadme.ch/), se
evaluaron las propiedades farmacocinéticas, tales como la absorcion, distribucién,
metabolismo y excrecién (ADME) de cada uno de los ligandos de interés (Daina,
Michielin, y Zoete 2017b). Por ejemplo, se estimaron los perfiles de; absorcion
gastrointestinal, inhibicibn en diferentes citocromos, tales como CYP1AZ2,
CYP2C19, CYP2C9, permeabilidad de la barrera hematoencefalica, y algunas

reglas de semejanza de farmacos como; la regla de Lipinski, Eggan y entre otras.

Ademas, se establecieron parametros fisicoquimicos de interés, tales como; peso
molecular (MW), &rea superficial accesible al solvente, area de superficie polar total
(PSA), numero de enlaces de hidrégeno (#H-Bonds), predicciones de coeficientes

de reparto octano/agua (Log Po/w), solubilidad y entre otros.

4.4. Acoplamiento molecular

Con el objetivo de evaluar los modos de unién de los compuestos seleccionados en

el sitio catalitico de la proteina 5aR1 se emple6 el programa AutoDock4.2 (Morris,
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G. M et al. 2009). Las preparaciones de los archivos de entrada para ejecutar el

acoplamiento molecular se llevaron a cabo en el programa de AutoDockTools.

En primer lugar, se gener6 el correspondiente grid con unas dimensiones de
60x60x60 puntos X, Y, Z), con un espacio de punto de 0.375A. Ademas, se
mapearon todos los aminoacidos y se adicion6 cada uno de los heteroatomos, como
Bromo (Br), Fluor (F), Azufre (S), Cloro (Cl), en el archivo de salida del respectivo

grid.

Posteriormente, se empled el algoritmo genético Lamarckiano (LGA), estableciendo
20 corridas, 2.5x107 evaluaciones y 2.7x10* generaciones, para realizar en cada

uno de los acoplamientos moleculares.

Por ultimo, se extrajeron las poses que presentaron los valores mas favorables de
acoplamiento y a su vez, la menor distancia entre el sistema alfa, beta insaturado
del ligando con el cofactor, NADPH. Cada una de las estructuras fue visualizada y

convertida en formato .pdb a través del servidor de Pymol (Schrédinger, LLC).

4.5. Dinamica molecular
Las dindmicas moleculares de los complejos proteina-cofactor-ligando fueron
realizadas en el servidor gratuito de NMRBox, que ofrece diferentes herramientas

de quimica computacional, como dindmica molecular y entre otras.

La preparacion y parametrizacion de cada uno de los ligandos, previo a la dindmica
molecular, se llevé a cabo usando el servidor gratuito de Bio2Byte (Win Vranken),
en el cual se empled el método semi-empirico SQM de ACPYPE, para cada

molécula de interés.
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Posteriormente, se realizaron dindmicas moleculares de 100.000 ps, de los
complejos proteina-cofactor-ligando, usando el paquete de GROMACS y campo de
fuerza del tipo (AMBER-99SB-ILDN), con un modelo de agua de tres puntos TIP3-
P e iones de Sodio (Na*) y Cloro (CI') para la respectiva neutralizacion del sistema.

Ademas, se emple6 un ensamble candnico y condiciones de frontera periddicas.

Una vez fueron concluidas las simulaciones, se extrajeron los RMSD (root-mean-
square-deviation) de cada dinamica molecular, aparte, se calcul6 la energia libre de
interaccion de los ultimos 20000 ps de cada dinamica molecular, utilizando en

método MMPBSA (Genheden and Ryde 2015).

Se debe aclarar qué: en la modelacién del sistema bioldgico se tuvieron en cuenta
los siguientes parametros; pH fisioldgico, concentracion salina (0.15M), condiciones

de presion y temperatura estandar (1 bar y 300 K) entre otras.

5. Resultados y analisis

5.1. Modelado de homologia

Se extrajo la secuencia de aminoéacidos (Tabla 2) de la base de datos UniProt
(Bateman et al. 2021) para la construccion del modelo tridimensional de la enzima
5a-reductasa tipo 1 (5aR-1). Esta fue identificada como “3-oxo-5-alpha-steroid-4-
dehydrogenase 1” (Andersson y Russell 1990b) con cédigo P18405 UniProtKB.
Cabe mencionar que esta secuencia aminoacidica pertenece a la especie Homo

Sapiens y consta de 259 amino4cidos.

Tabla 2. Secuencia de aminodcidos de la enzima 5%-reductasa tipo 1 humana “3-oxo-5-alpha-steroid 4-

dehydrogenase 1”
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Fasta

>sp|P18405/S5A1_HUMAN 3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase 1 OS=Homo sapiens

OX=9606 GN=SRD5A1 PE=1 SV=1

MATATGVAEERLLAALAYLQCAVGCAVFARNRQTNSVYGRHALPSHRLRVPARAAWVVQEL

PSLALPLYQYASESAPRLRSAPNCILLAMFLVHYGHRCLIYPFLMRGGKPMPLLACTMAIMFCT

CNGYLQSRYLSHCAVYADDWVTDPRFLIGFGLWLTGMLINIHSDHILRNLRKPGDTGYKIPRG

GLFEYVTAANYFGEIMEWCGYALASWSVQGAAFAFFTFCFLSGRAKEHHEWYLRKFEEYPKF

RKIIIPFLF

Al tener identificada la secuencia aminoacidica de la isoenzima 5aR-1, se procedié

a alinear la secuencia en la base de datos del programa de SwissModel

(Waterhouse et al. 2018). El cual identific6 4 posibles modelos de la estructura

tridimensional, dos modelos similares pero basados en dos diferentes métodos de

busqueda. Los resultados se observan en la siguiente tabla

Tabla 3. Resultados del alineamiento aminoacidico de la enzima 5aR1.

Molde o Métodos de
Identidad aminoacidica Método Resolucion Calidad del molde Referencia
plantilla busqueda
. 3-ox0-5-alpha-steroid 4-
7bw1 48.80 HHblits Rayos X 2.80A 0.97
dehydrogenase 2
. 3-oxo-5-alpha-steroid 4-
7c83 41.04 HHblits Rayos X 2.80A 0.97
dehydrogenase
. 3-oxo-5-alpha-steroid 4-
7bw1 54.05 BLAST Rayos X 2.80A 0.86
dehydrogenase 2
. 3-oxo-5-alpha-steroid 4-
7c83 45.53 BLAST Rayos X 2.80A 0.91
dehydrogenase
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Como se observa en la tabla 3, tanto la secuencia aminoacidica de la isoforma 5aR-
2 y 5aR, propuesta por los métodos de busqueda HHblits (Steinegger et al. 2019)y
BLAST (Camacho et al. 2009), son similares a la secuencia de amino&cidos de
interés, sin embargo, es importante tener en cuenta que el modelo 7¢83 es una

estructura cristalina de un organismo no humano (Y. Han et al. 2021).

A pesar de identificar varios modelos, se seleccion6 el molde 7bw1 obtenido de la
base de datos de HHblits, como plantilla base, y esto se debe a los resultados

relacionados a similitud aminoacidica y a la calidad del molde.

Chain:A
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Figura 11. Evaluacion y comparacion de la secuencia aminoacidica 5R1 con su molde base.
Obtenido por el programa SwissModel)

Como se observa en la figura 11, el método de busqueda HHblits identificé que el
inicio de las secuencias aminoacidicas no era similar, sin embargo, se aprecia que
después del aminodcido 31N, existe una gran similitud y repeticién de algunos
aminoacidos entre las dos cadenas, un claro ejemplo de la semejanza proteica de
las isoformas. Por otro lado, las barras observadas son indices de confianza, siendo

los colores naranja-rosados un resultado de confianza bajo y los colores azules-
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morados un dato de gran confiabilidad. Se identific6 que la mayoria, casi un 79%,

de los residuos mostraban una confiabilidad de datos en el modelo disenado.

Ademas, fue posible extraer el posible plegamiento de su estructura secundaria con
base en los resultados observados en la misma figura 11. Se identificé que las letras
qué estan entre el medio del diagrama de barras y la cadena A (secuencia
aminoacidica de la 5aR1) representan el tipo de plegamiento que sufre cada cadena

aminoacidica en la estructura tridimensional.

Tabla 4. Representacion de cada letra obtenida de la prediccion estructural proteica de segundo nivel de la

5aR1.
Letra Plegamiento
B Residuo en el puente B aislado
C Loop o irregular
E Posible plegamiento
G 3-hélice
H Alfa-hélice
/ 5-hélice
T Espiral ligada a hidrégeno
S Curva

Con base en la informacion de tabla 4 y la figura 11, se identificé que la mayoria de
aminoacidos estan plegados de manera alfa-hélice y de igual forma, existe la
probabilidad de tener hojas beta-plegadas, indicAndonos una posible estructura
tridimensional tradicional. Sin embargo, no es posible asegurar este tipo de

plegamiento basandonos en un unico resultado, por ende, de manera adicional, se
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identificd otro el posible plegamiento a través de un programa bio-informatico

alterno, PSIPRED (Buchan y Jones 2019).

Cart
r.¢s CCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCcCcccccccccc
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Figura 12. Prediccién de la estructura secundaria de la enzima 5a-reductasa tipo 1 humana.
Obtenida con el programa PSIPRED.

De igual manera, se pudo observar qué los niveles de confianza predichos
anteriormente, son similares a los obtenidos en el servidor PSIPRED, asimismo, se
calcularon los posibles plegamientos de la estructura secundaria, siendo el

plegamiento alfa-hélice el modo estructural mas reproducible.

Con base en esto, es posible elucidar una estructura tridimensional en gran

proporcidon con plegamientos alfa-hélices y algunos plegamientos del tipo B. La
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estructura obtenida a través del modelado por homologia se observa en la figura

13.

Figura 13. Prediccion de la estructura terciaria de la enzima 5a-reductasa tipo 1 humana. Obtenida
con el programa SwissModel.

Tal como relataron los resultados obtenidos en la identificacion del plegamiento
proteico, se puede observar que la estructura tridimensional de la figura 13, en su
gran porcentaje esta plegada de manera alfa-hélice, con algunos plegamientos tipo
beta y varios loops. Ademas de esto, se puede identificar que la estructura
tridimensional de la enzima 5 alfa-reductasa tipo 1, presenta: 7 hélices tipo a,

algunos loops y uno que otro plegamiento 3.

Seguidamente, para afianzar el modelo obtenido por el servidor de SwissModel, se
realiz6 un analisis de distribucion de angulos de torcién, a través de un diagrama de
Rammachyran (Ver figura 14) y se comparo la estructura 3D de la 5aR1, modelada
por homologia, con una estructura 3D proteica obtenida por un servidor alterno,

AlphaFold (Jumper et al. 2021).
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El programa bioinformatico AlphaFold es un sistema de ingenieria artificial,
desarrollado por DeepMind, que provee la estructura tridimensional de una proteina
a partir de su secuencia de aminoacidos. Ademas, AlphaFold es capaz de producir
cadenas laterales altamente precisas cuyo el backbone es altamente preciso y

mejora considerablemente en relacion a los métodos basados en modelo.
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Figura 14. @ Diagrama de Ramachandran del modelo 3D de la 5aR1, disefiado por SwissModel. -
Diagrama de Ramachandran del modelo 3D de la 5aR1, disefiado por AlphaFold. Obtenidos de
UCLA

Se observd que el modelo por SwissModel obtuvo un 90.5% de scoring y el modelo
de AlphaFold un 95.6% de scoring, y cada uno obtuvo un valor de desviacién
maxima de: 4.0 y 4.8, respectivamente. Asimismo, se observd que los dos modelos
presentaron los siguientes parametros en comun: mayor porcentaje de
combinaciones alfa-hélice en la zona permitida y pocas combinaciones del tipo beta-
hélice. Ademas, se observé que el modelo obtenido por AlphaFold viol6 menos
zonas permitidas en comparacion del modelo obtenido de la 5a-reductasa tipo 1.

Con base en esto, el modelo obtenido por SwissModel se someti6 a una

minimizacién de energia, y a una ultima evaluacién de Ramachadran.
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Figura 15. Diagrama de Ramachandran del modelo minimizado 3D de la 5aR1, disefiado por
SwissModel. Obtenidos de UCLA.

Posteriormente de la minimizacion de energia, se observd la agrupacién de algunos
aminoacidos que estaban en zonas no permitidas (Figura 15) a zonas permitidas.
Ademas, el valor de scoring aumenté de 90.5 a 92.5%, siendo un valor mas
aceptable en comparacién del modelo sin minimizacion, sin embargo, el valor de
desviacidbn aument6é a 4.9 siendo similar al valor reportado por el modelo de

AlphaFold.
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Figura 16. Superposicion de estructuras terciarias de la enzima 5a-reductasa tipo 1 humana.
Modelo de color amarillo obtenido con el programa SwissModel y Modelo de color azul obtenido
con el programa AlphaFold.

Finalmente, se observa que en la figura 16, las estructuras tridimensionales
superpuestas de los dos modelos obtenidos de la 5aR1, son totalmente similares.
Los dos disefios presentan la misma cantidad, distribucion y ubicacion de las hélices
alfa y beta y de los loops presentes en ella. Asimismo, también se puede observar
que ciertos fragmentos modelados por AlphaFold no estan presentes en el modelo
obtenido por SwissModel, no obstante, son fragmentos que presentan un modelo
de confiabilidad bajo, lo cual, puede ser insignificante en el modelo tridimensional
(Jumper et al. 2021). Ademas, estos fragmentos no son tan relevantes en el
modelado protéico, ya que son cadenas laterales que no involucran el sitio catalitico

de la proteina.

Con base en lo anteriormente mencionado, y teniendo en cuenta que todos los

modelos no son totalmente confiables, es posible confirmar que nuestra estructura
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3D de la 5aR1 exhibe valores aceptables para continuar con los dos ultimos pasos

del desarrollo racional de farmacos.

5.1.1. Validacion de Ia estructura tridimensional de la 5aR-1 a través de
estudios de acoplamiento y dinamica molecular.

Al tener una estructura 3D minimizada es necesario validar la estructura
tridimensional del modelo planteado, para asi obtener resultados confiables en el
diseno de farmacos, por esto, se realizaron ensayos de acoplamiento molecular y

dindmica molecular con ligandos con actividad inhibitoria reportada (Lao et al. 2017)
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Figura 17. Ligandos derivados del 4cido androsta-3,5-dieno-3 carboxilico con actividad inhibitoria
en la isoenzima 5-alfa reductasa tipo 1.

NS

Los ligandos empleados en el acoplamiento molecular y dindmica molecular, se

construyeron como bases conjugadas del acido carboxilico (Ver figura 17), debido
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al ambiente quimico en el cual fueron evaluados in vitro, puesto que cada uno fue

evaluado a pH 6.

Cada uno de los ligandos se acoplé en una caja de volumen 60x60x60, con
coordenadas: x: 44.946, y: 43.087 y z: 33.729. Los resultados de energia de
acoplamiento molecular se observan en la tabla 5 (ver tabla), asimismo algunas

poses de los ligandos evaluados se observan en la figura 18 (ver figura 18).

Tabla 5. Energia de acoplamiento molecular de los ligandos evaluados.

Ligando Energia de Acoplamiento molecular (kcal/mol)
16A -11.36
16H -12.87
161 -11.08
16J -11.89
Dutasterida (D) -9.75
finasterida (F) -9.06
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Figura 18. A~ Mejor pose del ligando 16A B Mejor pose del ligando 16H C. Menor pose del ligando
161 0- Mejor pose del ligando 16J E. Mejor pose del ligando D F. Mejor pose del ligando F.

Desde una perspectiva general, los resultado preliminares de cada conformacion
muestran que todos los ligandos se acomodan cerca de la cofactor (NADPH), pero
su distancia varia entre ellos mismos. Adicionalmente, se observa que los
aminoacidos TRP56, ALA120, PHE123, y, PHE228 presentan interacciones de Van
de Waals con la cadena esteroidal de cada ligando, de igual manera, se observaron,
en menor frecuencia, interacciones con los aminoacidos: ARG98, TYR102, MET119

PHE221, PHE224, THR225, LEU229, y entre otras.

En cambio, las interacciones de puente de hidrégeno no eran similares entre si. Se

observaron interacciones con los siguientes aminoacidos LEU19, SER36, GLN59,
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GLU60. TYR102, GLY109, ALA120, ARG176, TYR199, SEU236, y, ARG242, como

se observan en la tabla a ( Ver anexos).

Por otro lado, el NADPH present6 interacciones de Van de Waals con los siguientes
aminoacidos: LEU229 y ARG232, interacciones de puente de hidrogeno: TYR102,
GLY109, ARG176, TYR199, SEU236, y, ARG242, e interacciones del tipo
apilamiento pi-pi con el aminoacido TRP239. Igualmente, el NADPH se acomod6 de
la misma manera que se encuentra el cofactor en el sitio catalitico de la proteina
5aR2 (Xiao et al. 2020b), el cual comprende el espacio entre las hélices 2,3, 5,6y

7 de la proteina, tal como se observa en la siguiente imagen;

Figura 19. Diferentes posiciones espaciales del complejo NADPH-5aR1. Cada hélice esta
ennumeradas por color: roja: 1 hélice, verde: 2, azul: 3, amariilo:4, violeta:5 naranja:6 y celeste:7.

En este sentido, se postula que a nivel tedrico las distancias de interaccién, tanto
entre el complejo ligando-cofactor, y el complejo ligando-proteina, son cruciales

para entender la potencialidad de la actividad inhibitoria de cada ligando, debido a
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la induccidn de una interaccién covalente por parte del cofactor hacia el ligando. Sin
embargo, los resultados del acoplamiento molecular no confirman esto, por ende,
los resultados de la dinamica molecular, como RMSD, distancia media atomos
importantes, como el sistema alfa, beta insaturado y alguno hidrégeno de la
dihidropiridina presente en el NAPH, y los resultados del célculo de energia,

confirmaran este postulado.

Los resultados de la dinamica molecular establecieron que los ligandos 16A, 16l,
y, dutasterida, alcanzaron una alta estabilidad después de los 30000 ps de MD.
Cabe resaltar que los valores de inhibicion de los ligandos utilizados para la
validacién fueron obtenidos por ensayos in vitro, por esta razén, las simulaciones

de dindmica molecular se realizaron en agua y no en la membrana.

Durante el tiempo de simulacién, se observé que los ligandos 16A, 16l y D
presentaban una fluctuacion menor en comparacion de los demas evaluados
(RMSD < 0.5 A). Por otro lado, se observé que los ligandos 16H, 16J y finasterida
presentaron gran fluctuacion durante todo el recorrido de la dinamica molecular y
los valores de fluctuacion menos favorables (RMSD > 0.6 A) excepto el 16J, tal como

se observan en la siguiente figura:
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Figura 20. RMSD de los ligandos acoplados a la enzima 5alfa-reductasa tipo 1.

Seguidamente, se analizaron las distancias que tuvo cada ligando con el cofactor
en los ultimos 20000 ps de dindmica molecular, para asi correlacionar los resultados
de la estabilidad conformacional del complejo proteina ligando con los datos
experimentales. En el caso de los ligandos 16, se analizaron los carbonos B y 6 del

esqueleto esteroidal, debido a sus posibles estructuras de resonancia (Figura 21).

Figura 21. Estructuras de resonancia de los ligandos derivados del 4cido androsta-3,5-dieno-3
carboxilico.

Es importante tener en cuenta que debe de existir una distancia relativamente corta

entre cualquiera de los carbonos B y & en los anillos A y B de la cadena base, con
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algun hidrégeno de la dihidropiridina del NADPH, para asi asegurar la transferencia

de un hidruro e inducir el mecanismo de inhibicion.

Los resultados de distancia media entre cada ligando se observan en la siguiente

tabla:

Tabla 6. Distancia media entre el sistema alfa, beta insaturado del ligando con su cofactor (NADPH).

Ligando Carbono
B (nm) S (nm)
16A 0,48 0.58
16H 1.53 1.55
161 0.73 0.58
16J 0.70 0.78

A nivel general, se observa que las distancias entre la dihidropiridina y los carbonos
b y B varian entre los ligandos 16, e influyen en los datos experimentales. No
obstante, el ligando 16H no presentd una buena correlacibn con los datos
experimentales, sin embargo, los demas ligandos exhibieron una correlacion
aceptable con los datos de concentracion inhibitoria, energia libre de unién y

distancias entre el complejo ligando-NADPH.

Los valores de energia libre de unidn se observan en la siguiente tabla

Tabla 7. Energia de libre de union calculados por el método MMPBSA y concentracidn inhibitoria de los ligandos

16.
Energia de libre de Concentracion
Ligando
union (kcal/mol) inhibitoria (ICs0) (M)
16A -46.75 £ 6.04 2.5x107
16H -44 .45 +3.48 4.0x107
161 -57.43 £5.80 5.8x107
16J -46.14 £4.82 4.8x107
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Analizando las tablas 6, 7 y la figura 17, se observa que el ligando 16A presenta el
valor menor de concentracién inhibitoria (ICso), asimismo, a nivel computacional,
exhibidé la menor distancia media entre el complejo ligando-NADPH, 0.48 nm, y uno
de los valores mas favorables de energia libre de unién, -46.75 kcal/mol. Del mismo
modo, se ve una tendencia clara entre las distancias medias de los ligandos 16l y

16d, con su respectiva actividad biologica.

Con base en lo anterior, es posible deducir que la actividad bioldégica de cada
ligando est4 relacionada con la distancia de interaccién entre el sistema alfa, beta

insaturado y la dihidropiridina,

De igual forma, para afianzar mas el parametro de distancia, y asegurar la
capacidad predictiva del modelo de 5aR-1 construido, se decidi6 a probar
inhibidores comerciales D y F en la isoforma 2 y asi comparar los resultados. Es
importante resaltar que la finasterida es selectivo hacia la isoforma 2 y la dutasterida

es un inhibidor dual.

Se observd que la distancia media entre el sistema alfa-beta insaturado de los
ligandos comerciales y los hidruros de la dihidropiridina, varian con respecto a las
isoformas (Ver tabla 8) y esto se debe al tipo de conformacién existente en cada

una de ellas, asimismo, la tabla exhibe los valores de energia libre de unién.
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Tabla 8. Distancia media entre el sistema alfa, beta insaturado de los ligandos comerciales con su cofactor

(NADPH) y energia libre de union a través del método MMPBSA.

Carbono B Energia libre de union

Ligando (kcal/mol)
5aR1 5aR2 5aR1 5aR2
Dutasterida 0.33 0.6 -49.08 £+ 2.67 -38.63 £3.13
Finasterida 1.12 0.45 -37.94 £ 3.60 -47.61 £3.5

Se pudo observar que el modo de unién mas establa de la finasterida fue con el
sistema aromatico cerca de la dihidropiridina en la isoforma 1 (0.45 nm), caso
contrario de la isoforma 2 (1.12 nm). En la isoforma 2, el sistema alfa, beta
insaturado se acomod6 a 0.45 nm del hidrogeno de la dihidropiridina y esto,
favorecido por una interaccién clave del tipo puente de hidrégeno con un aminoacido
de interés, el acido glutdmico 57 (Xiao et al. 2020b). Asimismo, la distancia entre el
sistema alfa, beta insaturado de la dutasterida y el hidrégeno de la dihidropiridina
no fluctué significativamente en las dos isoformas 5aR1 y 5aR2, 0.33 y 0.66,

respectivamente.

Este hallazgo permite explicar la selectividad de la finasterida hacia la isoforma 2 y
la dualidad de la dutasterida hacia las dos isoformas, ya que si se considera que la
capacidad de inhibicion recae en la posibilidad de formar un aducto NADP-inhibidor,
es fundamental que el sistema alfa, beta-insaturado esté cerca del cofactor, lo cual
se puede observar en el caso de la finasterida para la isoforma 2, pero no en la

isoforma 1.

Se confirmd que hay una relacion directa entre la energia libre de unién y a la
distancia de interaccién, sin embargo, es importante destacar que este parametro

de energia no es el Unico a tener en cuenta para predecir la actividad biolégica. No
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obstante, este es relevante cuando hay una relacién entre la distancia del sistema
alfa, beta insaturado de cada uno de los ligandos y alguno de los hidrégenos de la

dihidropiridina.

Finalmente, estos resultados permiten la validacién del modelo construido, ya que
este modelo posee la capacidad de explicar la actividad biolégica de los diferentes

inhibidores estudiados.

5.2. Diseno bio-isostérico de ligandos

Como se observé en el apartado anterior, los ligandos 16 y los ligandos comerciales
presentan caracteristicas similares entre si, por ejemplo, los dos comparten un
sistema alfa, beta insaturado y una estructura esteroidal, para asi asegurar la
actividad anti proliferativa de cada ligando
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6443981/). Asimismo, se observd
que las diferentes sustituciones en el anillo aromatico le conferian mayor
potencialidad o disminucién de la actividad biolégica. Con base en esto, se
propusieron realizar los cambios bio-isostéricos en el anillo A del esqueleto
esteroidal y en el anillo aromatico, el set propuesto es el que se observa en la figura

22.
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Figura 22. Set de moléculas analogas al acido androsta-3,5-dieno-3 carboxilico.

Se observa que se realizaron sustituciones claves como: acidos fosfonicos, que han
demostrado actividad biolégica en analogos de neurotransmisores &acido vy
aminobutirico y acido glutamico (Froestl et al. 1995; Watkins, Korgsgaard-Larsen, y
Honoré 1990). Sulfonamidas y derivados de ellas, como agentes antibacterianos,
ademas que estos grupos establecen interacciones similares de puente de

hidrégeno en comparacion con los acidos carboxilicos(Ballatore, Huryn, y Smith
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2013). Tetrazoles que se asemejan a la acidez y lo planar de los &cidos carboxilicos
(McMANUS y HERBST 1959; Schubbert 2001), sin embargo, los valores son un
grupo voluminoso (Allen et al. 2012; Costantino et al. 2001). De igual manera
sustituciones como ésteres y amidas estan relacionadas a los bioisosteres del acido
carboxilico, asimismo los grupos ciano, nitro y cetona se sustituyeron con este
bioiséster para evaluar la influencia en algunas propiedades quimicas. Es
importante mencionar que la mayoria de las sustituciones realizadas se hicieron
teniendo presente la necesidad de tener un sistema alfa, beta-insaturado que
permita la adicién del hidruro del NADPH; sin embargo, se incluy6 el grupo 12, como
control del estudio, el cual no presenta esta caracteristica, la importancia de este
grupo es analizar si el método propuesto tiene la capacidad de discriminar entre los

sistemas alfa, beta-insaturados de los que no lo son.

Por ultimo, también se realizaron modificaciones en el anillo aromatico, las cuales
incluyeron atomos de cloro, en diferente posicién, atomos de flGor y por ultimo un
dioxol, teniendo el objetivo de mejorar la lipofilicidad o alguna de las otras

propiedades ADMET.

5.3. Propiedades ADME-T

Los ligandos propuestos se agruparon segun su auxéforo (Ry), para analizar la

influencia que tiene la sustituciéon aromatica frente a las propiedades ADME-T.

Es necesario tener claro que, al calcular tantas propiedades de interés es complejo
clasificar los ligandos en un set de mejores compuestos bajo un Unico parametro de

interés, por ende, es necesario hacer un filiro de manera estratégica de algunas
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propiedades ADME-T, teniendo en cuenta el ambiente bioquimico del blanco
molecular de interés. En este trabajo de investigacion se consideré como primer
filtro los valores de; lipofilicidad y absorcion, seguidamente se analiz6 la posibilidad
de penetrar la barrera hematoencefalica, inhibicion de algun citocromo de interés vy,

por ultimo, si violaban alguna de las 5 reglas de Lipinski.

Con base em la literatura se ha identificado que las enzimas 5a-reductasa, son
enzimas de membrana, lo cual, proporciona con ciertos pardmetros en especifico a
cumplir, por ejemplo, la lipofilicidad. Este parametro relaciona la afinidad que tiene
una molécula por un ambiente acuoso o lipofilico, ademas, es posible prever la
capacidad que tienen las estructuras quimicas en a travesar las membranas

celulares y asi unirse a proteinas.

Los resultados del consenso de LogPow demostraron qué, a nivel grupal el valor de
lipofilicidad variaba con respecto a la electronegatividad del auxéforo (R), siendo los
compuestos di-flurados, los ligandos de ambiente mas electronegativo y asimismo,
los que presentaron mayor valor de LogP. De igual forma, se observé que todos los
ligandos que poseian la ramificacion d (el grupo dioxol) en el anillo aromatico
obtuvieron el menor valor de LogP entre ellos. Ademas, se observé que los valores
fluctuaban con respecto a la posicién del cloro en el anillo aromatico, por ejemplo,
los ligandos que presentaban el cloro en posicién para obtuvieron un valor mayor

de LogP, en comparacién de los ligandos con posicion meta (Ver tabla b en anexos).

Otro resultado importante, y a recalcar, es que la mayoria de los ligandos disefiados,
sin importar el R, presentaron una baja absorcion, afectado por la estructura

esteroidal del farmacéforo, y, ninguno es capaz de penetran la barrera
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hematoencefalica (BHE). Sin embargo, la baja absorcién que presenta la mayoria
de ligandos no es un problema determinante en la eleccion de farmacos, ya que,
actualmente existen una variedad de distintos excipientes y estrategias utilizadas

para solventar este tipo de limitante (Deng et al., 2020).

Finalmente, se encontrd que ninguno de los compuestos disefiados presenté mas
de 1 violaciones a las reglas de Lipinski, siendo los valores de LogP el pardmetro
fuera del rango establecido. Particularmente, el peso molecular de todos los
compuestos tuvo un rango de 435 g/mol a 492 g/mol, y, en relacion a las reglas de
Lipinski, 10 estructuras no presentaron ninguna violacién, y 40 presentaron una
violacién. Ademas, ninguno de los ligandos disefiados es capaz de pasar la barrera

hematoencefalica, siendo un buen parametro de evaluacién.

Con base en esto, no es posible determinar, bajo este Unico analisis, cual de los
ligandos se debe de descartar para llevar a cabo los demas ensayos, por ende,
cada uno de los ligandos se sometié a ensayos de acoplamiento molecular, para
asi en conjunto decidir que ligandos serian los adecuados para someterlos a

dinamica molecular.

5.4. Acoplamiento Molecular

Se realizaron un total de 50 acoplamientos moleculares, cada uno con 20 corridas,
25.000.000 evaluaciones y 27.000 generaciones. Los resultados se agruparon en
dos grandes grupos. En el primer grupo se agruparon los ligandos que presentaron
la menor distancia entre los carbonos B de cada ligando con respecto al cofactor y

asimismo, que presentaran el mayor cluster posible. Seguidamente, el segundo
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grupo se agrup6 con respecto la energia menos favorable entre el complejo y las
mayores distancias entre los carbonos B del ligando al cofactor (Ver tabla ¢ en
anexos). También, se evaluaron las distancias entre el carbono & del farmacéforo y
el cofactor, sin embargo, se tomaron relevantes cuando exhibieran menores valores

de distancia en comparacién de su carbono vecino.

En el primer grupo se destacaron 15 ligandos, tales como:1b, 1c, 2b, 3b, 3c, 4a,
5b, 5d, 6b, 7b, 7c, 7d, 8b, 9b y 10b. Se observé que la mayoria de los 15 ligandos,
en especifico 9, presentaron un atomo de cloro en posicién -para- al anillo
aromatico, 3 ligandos con dos atomos de fluor (en posicion 2,4), 2 ligandos
presentaron el grupo dioxolano y un ligando exhibié un atomo de cloro en posicion

-meta-.

Con base en las similitudes de algunos grupos, que anteriormente se mencionaron,
fue posible analizar el caracter de LogP con respecto a la influencia del bio-isoster
y asimismo como afecta este parametro en las distancias de los ligandos. Por
ejemplo, se observé que los ligandos que tienen en comun la posicién p-cloro, con
respecto al anillo aromatico, exhibieron tanto la menor y la mayor distancia entre los
carbonos B del esqueleto esteroidal con el cofactor (NADPH). Por ejemplo, el
carbono B del ligando 8b se acomodé a 5.43 A de la dihidropiridina y el 6b se
acomodé a 7,25 A, siendo la distancia mas larga, entre el complejo ligando-cofactor,
del primer grupo de ligandos. De igual forma, la porcion del carbono & de los
ligandos mencionados anteriormente (8b y 6b), se acomodé de manera

desfavorable hacia el cofactor, 6.89 A 'y 8.46 A, respectivamente.
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Asimismo, se observé que los ligandos que presentaron los grupos; sulfamidas,
amidas y acido fosfonico, encabezaron las mayores distancias del primer grupo, y
esto por el bajo caracter lipofilico de estos bio-isosteros. Como se observa en el
ligando 1¢; exhibié la mayor distancia de interaccion, 6.23 A, entre el carbono By la
dihidropiridina, en comparacion con sus analogos di-flurados. Asimismo, la distancia

entre el carbono & del ligando 1c y el cofactor, fue 7.57 A.

Las posiciones de los ligandos mencionados anteriormente, se pueden observar en

la siguiente figura:

Figura 23. A~ Mejor pose del ligando- 1¢, B Mejor pose del ligando 6b y ¢ Mejor pose del ligando 8b.

Al analizar cada pose de los ligandos en la figura anterior, se pudo observar que los
ligandos 8b y 6b se acomodaron préximos a la dihidropiridina con la porcién donde
se encontraba el sistema alfa, beta insaturado, ademas, el anillo aromatico del

ligando 8b se acercé a la dihidropiridina. En cambio, el ligando 1¢ se acomodd con
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la porcién del anillo aromatico di-flurado y no el sistema alfa, beta insaturado de

interés.

Por otro lado, todos los ligandos que no pertenecieron al primer grupo se agruparon
en el segundo grupo. A nivel general se observé que la mayoria de los ligandos del
segundo grupo se acercaron a la dihidropiridina con la cara del anillo A, donde se
encuentra el carbono beta, de la cadena esteroidal. No obstante, algunos ligandos
no presentaron esta caracteristica. Por ejemplo, se identificé que los ligandos que
presentaron la sustitucién di-flurada (4c, 11¢, y 10¢) exhibieron las distancias menos

favorables posibles, tal como se observa en la figura 24.

Figura 24. A~ Mejor pose del ligando-10c, B Mejor pose del ligando 4c y ¢ Mejor pose del ligando
11c.

La caracteristica en comun que se observo en cada uno de los ligandos di-flurado,
fue que el anillo aromatico de cada ligando se acomodé cerca de la dihidropiridina
y no el sistema alfa, beta insaturado. Esta caracteristica entre este grupo es

netamente influenciada por la ramificacion del anillo aromatico, puesto que, estos
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dos atomos de fluor les confiere un mayor caracter lipofilico que el mismo bio-

isOster.

Otro analisis alterno que puede extraerse de este grupo, es que los ligandos 8d y
9d exhibieron tanto la menor como una de las mayores distancias del segundo
grupo analogo, respectivamente. Se observé que en el ligando 8d presenté una
distancia, entre el sistema alfa, beta insaturado y la dihidropiridina, de
aproximadamente 7.34 A. De igual manera, el ligando 9d exhibié la mayor distancia,

14.16 A, tal como se observan en la siguiente figura.

Figura 25. A Mejor pose del ligando-8d y B Mejor pose del ligando 9d.

La variacion de estas distancias se debe a la influencia del bio-iséster de cada
ligando y la ramificacion del anillo aromatico. Por ejemplo, se observo que el ligando
9d se acomod6 de una manera inusual a la esperada, ya que la oxolano del anillo
aromatico estuvo cerca de la dihidropiridina, y no el carbono B o & del esqueleto

esteroidal. Caso contrario del ligando 8d, en él se observa que el sistema alfa, beta



75

insaturado se acomodd de la manera esperada, pose influenciada por el caracter

lipofilico del grupo ciano (Kadigamuwa, Mapa, y Wimalasena 2016) .

Asimismo, se observé que los ligandos que presentaron una distancia mayor o igual
a 6.5 A, no son capaces de inducir una interaccién de tipo covalente con el NADPH,
debido a que no se posicionaron con respecto al sistema alfa, beta insaturado, sino

que se acomodaron con la cara del anillo aromatico.

Es importante resaltar que ninguno de los ligandos del grupo de control 12 mostré
valores importantes en el estudio de acoplamiento molecular, esta observacion
permite resaltar que el protocolo utilizado es capaz de eliminar compuestos que no
cumplen con las caracteristicas electronicas necesarias para interactuar con el

NADPH.

De igual forma, es necesario subrayar que los resultados del acoplamiento
molecular no predicen con certeza el comportamiento del sistema biol6gico, sino
que da las posibles interacciones entre un complejo de interés. Por esto, es
necesario realizar ensayos de dinamica molecular para evaluar la afinidad del

ligando tanto en el sitio catalitico como en el cofactor.

Finalmente, haciendo un filiro se sometieron los ligandos del primer grupo a
dinamica molecular, excluyéndose ligando 6b, puesto que exhibié una distancia que
posiblemente no induce a una interaccion covalente. Por otro lado, ningun ligando

del segundo grupo se eligié para llevarlo a simulaciones de dinamica molecular.
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5.5. Dinamica Molecular

Se calcul6 la energia libre de union en los ultimos 20000 ps de cada uno de los
ligandos del primer grupo. Para el calculo de energia se consider6 tanto la proteina
como el cofactor, estos dos sistemas se unieron en un grupo y se calculé la energia
promedio en 101 puntos de los ultimos 20000 ps de la simulaciéon de la dinamica

molecular. El promedio de los resultados se observa en la siguiente tabla;

Tabla 8. Energia de libre de unién calculados por el método MMPBSA.

Energia libre de

Ligando Energia libre de

union (kcal/mol) Ligando union (kcal/mol)
5d K 5SS 3¢ -45.95 + 2.52
1b -58.36 £3.71 4a -54.06 +4.16
7d e Al 7b -66.45 + 4.01
1c 4524 £3.84 11b -42.54 +3.57
2b g 8b -43.37 +3.25
3b 4760 +2.93 9b -48.44 +3.55
5b -52.99 +3.03 10b -43.66 +4.71

A nivel general, se observd que todos los ligandos exhiben valores favorables de
energia libre de union. Por ejemplo, los ligandos 7b, 1b, 4a, 5b, y 7d, presentaron
las energias mas favorables del sistema (AG°> -50 kcal/mol), resaltando el ligando
7b que exhibi6é la mejor energia de unién -66.45 kcal/mol. Sin embargo, en este
proyecto se ha demostrado que la energia libre de unién no es un valor significativo
si no hay una relacién directa con las distancias entre la dihidropiridina del NADPH
y el sistema alfa, beta insaturado de cada uno de los ligandos. Con base en esto,
se calcularon las distancias medias entre los carbonos B y 6, de cada uno de los
ligandos, y la porcidn de la dihidropiridina del cofactor. Los resultados se observan

en la siguiente tabla;
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Tabla 9. Distancia media entre los ligandos estudiados y la dihidropiridina del cofactor de la enzima 5aR1.

. Carbono . Carbono
Ligando Ligando
B (nm)  (nm) B (nm)  (nm)
5d 0,37 0.49 3c 0.61 0.68
1b 0.73 0.76 4a 0.60 0.70
7d 0.37 0.43 7b 0.58 0.69
1c 0.56 0.73 11b 0.78 0.80
2b 1.78 1.90 8b 1.78 1.87
3b 1.42 1.42 9b 1.0 1.0
5b 0.80 0.86 10b 0.72 0.83

Con base en los resultados de la tabla 9, fue posible evidenciar una selectividad entre la
dihidropiridina y los carbonos 8 de cada ligando, en comparacion de los carbonos &, debido
a sus valores mayores de distancia de interaccion. Asimismo, se observd que los ligandos
que presentaron las energias de unién mas favorables, exhibieron distancias de interaccién
claves para correlacionar los valores de distancias obtenidos (ver tabla 9). Por ejemplo, los
ligandos 1b y 5b presentaron una buena estabilidad del complejo proteina-ligando-cofactor,
sin embargo, las conformaciones en las que se encontraban los ligandos no eran favorable
para un ataque nucleofilico de un hidruro inducido por la dihidropiridina del NADPH
(distancia > 6.0 nm), y esto se debe, a la gran distancia que se presenta entre estas dos
moléculas. De igual manera, los ligandos 8b, 2b, 3b, 9b, 11b y10b exhibieron distancias >
7.0 nm entre el complejo ligando-cofactor, lo cual nos daria a entender que estos ligandos
no podrian presentar la interaccién clave de la inhibicion, lo cual es clave para su actividad

biolégica. Algunas poses se pueden observar en la siguiente figura;
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Figura 26.» Mejor pose del ligando 1b, y B- Mejor pose del ligando 2b

y B- Mejor pose del ligando 5b

Por otro lado, se observd que los ligandos 7b, 4a y 7d exhibieron valores favorables
tanto de energia libre de unidén, como distancia de interaccién. Por ejemplo, se
observa que el ligando 7d presentd la menor distancia entre la dihidropiridina y los
carbonos B, & (Ver tabla 8), respectivamente. Igualmente, fue posible apreciar que
el ligando 7b presenté la energia de union mas favorable y una distancia favorable
de interaccion entre el complejo ligando-cofactor (<0.6 nm). De la misma manera,
el ligando 5d exhibio la distancia mas favorable de inhibicién (0.37 nm), pero una
energia libre de unién regular (-37.34 kcal/mol). Asimismo, los ligandos 1¢, 3c y 4a,
exhibieron distancias favorables de que posiblemente puedan inducir a la

interaccion clave de la actividad bioldgica.

A partir de lo anterior, es posible deducir que la estabilidad del compuesto no esta

relacionada directamente con la distancia de interaccion, sin embargo, la distancia
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jugara un papel importante al momento de elegir el mejor compuesto, ya que es
necesario la posibilidad de interaccion para inducir la cascada de inhibicion. Por
esto, se escogieron los ligandos que presentaron las menores distancias, 5d, 7d,
1c y 7b, los cuales se analizaron a detalle la estabilidad conformacional de los

ultimos 20000 ps de dinamica (Figura 27),
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Figura 27. Poses conformacionales de los ligandos de interés con respecto al RMSD.

Se observo que la estabilidad conformacional de cada uno de los ligandos no vari6
en los ultimos 20000 ps de dinamica molecular, excepto, los ligandos 1¢ y 5d que
presentaron una fluctuacion considerable en el RMSD, indicando una gran variacion
desde su conformacion inicial hasta su conformacién final, lo que hace suponer que
las conformaciones encontradas en el estudio de acoplamiento molecular no eran
la mas estable (ver figura 27). De igual manera los ligandos que tienen el bio-isoster
metilsulfona, como; 7b y 7d, exhibieron los menores valores de RMSD < 6.0 nm,
ademas, obtuvieron valores de energia libre de union muy estables (> -50 kcal/mol)

indicandonos que las posiciones iniciales se mantuvieron constantes en la
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simulacién. De igual formar es importante resaltar que el ligando 7b, no present6

ninguna fluctuacion conformacional significativa.

Con base en esto, es posible considerar que los ligandos 5d, 7d, 1c y 7b son los
mejores ligandos de su grupo y a nivel general. Ademas, es importante recalcar que
el ligando 7b se considera el candidato lider debido a sus propiedades ADMET, a

su constante estabilidad conformacional y la energia méas favorable de unién.

6. Conclusiones
Se obtuvo un set de 4 ligandos con perfiles prometedores como inhibidores de la
enzima 5-alfa reductasa 1, ademas, se modeld una estructura tridimensional capaz

de predecir la actividad biologica de la misma.

Se encontraron ciertas caracteristicas claves para entender el perfil activo que los
ligandos prometedores. Por ejemplo, es necesario tener un sistema alfa, beta
insaturado en el anillo A de la estructura base esteroidal y tener alguna ramificacion
lipofilica para potenciar la afinidad entre el complejo cofactor-ligando, por ejemplo,
una metilsulfona. Asimismo, se confirmé que la influencia de &tomos muy
electronegativos, como el fluor, le confiere cierto caracter lipofilico al ligando. De
igual forma, también se entendié a nivel computacional la selectividad de los

ligandos comerciales, como la finasterida y la dutasterida.

Por ultimo y mas importante, es que las distancias entre el sistema alfa, beta
insaturado y la dihidropiridina del cofactor NADPH, deben de ser cortas, para

asegurar la transferencia del hidruro y asi asegurar un proceso de inhibicién.
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7. Perspectivas
Como paso a seguir, se recomendaria realizar ensayos de acoplamiento y dinamica
molecular a los 50 ligandos propuestos con la isoforma 2, para asi identificar la

posible dualidad o selectividad de los ligandos frente a los blancos moleculares.

Con el fin de predecir la actividad in vivo, se recomienda realizar los estudios de

dinamica molecular incluyendo la membrana celular.

De igual manera, se recomienda proponer rutas sintéticas capaces de obtener los
mejores ligandos, asimismo, caracterizarlos y evaluarlos en cada una de estas
moléculas en ensayos in vitro y quien sabe en ensayos in vivo, para asi

correlacionar y corroborar los valores obtenidos en los ensayos in silico.
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Tabla a. Resultados de interaccion aminoacidica de los ligandos comerciales y los ligandos 16.

AMINOACIDOS-INTERACCIONES DE VAN DER WAALS
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Ligando | ALA120 PHE123 PHE221 PHE224 THR225 PHE228 LEU229 ARG232 ARG98 TIR102 MET119 TRP56

D
F
16A
16H
16/
16J

Ligando
D
F
16A
16H
161
16J

NAD

1 1

—_
—_

LEU19 SER36

1

1 1 1 1
1 1 1

—_ A

AMINOACIDOS-INTERACCIONES DE PUENTE DE HIDROGENO

GLN59  GLU60 TIR102 GLY109 ALA120 ARG176 TIR199 SEU236 ARG242
1
1

Tabla b. Resultados importantes de las propiedades ADME-T de cada ligando disefiado.

Ligando Formula (gA/”ng/ ) #cl;gggfsd MR TPSA (A) Cozggnpsus perBrgeBant #\éiloplgtlsgés
Dutasterida| C23H36N202 372.54 2 113.18 58.20 3.29 Yes 0
2d Ca27H34NOsP 499.54 3 134.41 114.90 3.65 No 0
1d C27H34N205S 498.63 2 135.09 116.10 3.74 No 0
5d C28H3aN20s 478.58 3 131.96 96.89 3.92 No 0
3d C27H32N20s 464.55 1 131.52 93.38 4.14 No 0
11d C28H33Ns03 487.59 2 136.43 102.02 4.32 No 1
2b C26H33CINOsP  489.97 3 133.35 96.44 4.32 No 1

—_

LEU19 GLN59 TIR38

AMINOACIDOS
INTERACCION PI-PI
Ligando TRP239

NAD 1



2a
1a
1b
12d
2c
1c
4d
6d
7d
5b
ba
3a
3b
5¢c
8d
3c
9d
10d
11b
11a
12b
11c
12a
4b
4a
6a
6b
12¢
7a
7b
4c

C26H33CINO4P
C26H33CIN203S
C26H33CIN203S
C28H35Ns03
Ca6Hs2F2NO4P
C26H32F2N203S
C2gH36N204
C29H36N204
C2sH3sNOsS
C27H33CIN203
C27H33CIN203
C26H31CIN203
C26H31CIN203
C27H32F2N203
C2sH32N203
C26H30F2N203
C2gH35NOs
C29H3sNO4
C27H32CINsO
C27H32CINsO
C27H34CINsO
C27Hz1F2NsO
C27H34CINsO
C2sHs5CIN202
C28H35CIN202
C28Hs5CIN202
C2sHz5CIN202
C27Ha3F2NsO
C27H34CINO3S
C27H34CINO3sS
C2sH34F2N202

489.97
489.07
489.07
489.61
491.51
490.61
476.61
476.61
497.65
469.02
469.02
454.99
454.99
470.55
444 .57
456.52
477.59
461.59
478.03
478.03
480.04
479.56
480.04
467.04
467.04
467.04
467.04
481.58
488.08
488.08
468.58

N = = W NN MNDMNDMNDWMNDWMNDND - 222 W = = WW =2 NN W WD W

133.35
134.04
134.04
151.05
128.26
128.94
136.04
136.04
137.19
130.90
130.90
130.47
130.47
125.81
127.98
125.38
134.32
133.23
135.38
135.38
150.00
130.29
150.00
134.98
134.98
134.98
134.98
144.91
136.14
136.14
129.89

96.44
97.64
97.64
96.34
96.44
97.64
76.66
76.66
90.08
78.43
78.43
74.92
74.92
78.43
71.35
74.92
73.86
64.63
83.56
83.56
77.88
83.56
77.88
58.20
58.20
58.20
58.20
77.88
71.62
71.62
58.20

4.33
4.34
4.35
4.40
4.42
4.47
4.49
4.49
4.59
4.73
4.74
4.82
4.83
4.83
4.84
4.91
4.91
4.97
4.99
5.01
5.10
5.11
5.12
5.19
5.20
5.20
5.20
5.25
5.28
5.29
5.30

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

- 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 A4 O 4 HdA 4 a4 4 0 0 0O 4 4 4 0 0O =
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6c

7c

8a

8b

9a

9b

8c

10a
10b

Finasterida

9c
10c

Tabla c. Resultados de energia de acoplamiento molecular y distancias entre el complejo ligando-cofactor.

C2sH34F2N202
Ca27H33F2NOsS
C27H31CIN20
C27H31CIN20
C28H34CINO3
C28H34CINOs3
C27Hz0F2N20
C28Hz4CINO2
C28H34CINO2
C27H30FsN202

Ca2sHa3F2NO3
CagHasF2NO2

468.58
489.62
435.00
435.00
468.03
468.03
436.54
452.03
452.03
528.53

N - A a4 a4 4 a4 a a N

469.56 1
453.56 4

Primer grupo de ligandos

Ligando

8b
9b
5b
3¢
7d
4a
5d
10b
3b
7b
7c
1b

Distancia

5,43
5,49
5,5
5,73
5,73
5,86
5,92
5,96
5,97
6.15
6,15
6,16

Energia de
acoplamiento
molecular
(kcal/mol)
-10.47

-10.71
-10.72
-10.89
-12.03
-11.63
10.87
11.81
1.7
-10.66
-11.07
-10.56

129.89
131.04
126.92
126.92
133.27
133.27
121.83
132.18
132.18
129.94

128.17
127.09

58.20
71.62
52.89
52.89
55.40
55.40
52.89
46.17
46.17
58.20

55.40
46.17

5.31
5.37
5.54
5.56
5.61
5.61
5.66
5.66
5.67
5.72

5.73
5.76

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

No
No

N - a4 a4 4 4 4
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2b . 6,16 9.96

1c 6,23 -10.78

6b 7,25 -11.44

Segundo grupo de ligandos
Energia de Energia de
Ligando Distancia acncq)gllggnui;r;to Ligando Distancia acntzglli?ui;nrto
(kcal/mol) (kcal/mol)

6a 8,01 -11.92 4c 11,4 -9.63
11a 8,61 -11.29 5¢c 12,45 -10.36
3a 8,65 -10.69 8c 12,45 -10.05
ba 8,72 -11.5 11c 13,47 -8.89
9a 8,97 -10.79 9c 13,71 -8.58
1a 9,01 -11.41 10c 13,71 -8.74
2a 9,33 -12.55 8d 7,34 11.13
7a 12,17 -11.3 4d 7,7 -10.53
8a 12,43 10d 8,53 -11.35
12a 12,54 -11.07 1d 8,73 -11.22
10a 12,56 -11.04 12d 8,77 -12.02
4b 7,88 -9.69 2d 8,79 -11.11
11b 7,97 -11.67 3d 8,81 -11.69
12b 8,61 -11.03 6d 12,71 -10.14
12¢ 7,46 -11.35 11d 13,83 -9.23
2c 7,66 -10.67 ad 14,16 -9.23
6c 10,05 -9.86
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