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Resumen

El cancer de préstata (CP) y la hiperplasia prostatica benigna (HPB) son las principales
patologias que afectan a la préstata cuya ocurrencia en la poblacion masculina mayor de
45 afos ha aumentado en la Ultima década. Al ser enfermedades de una alta incidencia y
mortalidad, cada dia se destinan mas esfuerzos para estudiar sus tratamientos, con el fin
de mejorar la calidad de vida de los afectados.

La HPB es la mas comun entre las dos enfermedades. En la actualidad su tratamiento
se lleva a cabo teniendo en cuenta las guias de la Asociacion Americana de Urologia, por
medio de su algoritmo que clasifica a la enfermedad y ayuda a la eleccién de su tratamiento
ya sea farmacolégico o quirargico.

Los principales andrégenos endoégenos son la testosterona (T) y la 5a-
dihidrotestosterona (DHT) que tienen actividades sexuales y anabdlicas, ademas de
controlar el desarrollo y mantenimiento de érganos como las vesiculas seminales, el pene
y la préstata, entre otros. En la prostata, la T es reducida enzimaticamente a DHT por la
5a-reductasa tipo Il (5aR-Il), siendo este metabolito el responsable de su agrandamiento.
Por esta razon, la inhibicion de la 5aR-1l constituye un blanco de accion clave para el
tratamiento de la HPB.

Dentro de los farmacos para tratar a la HPB se encuentran los inhibidores de la 5aR
como la finasterida y la dutasterida, que aunque son muy efectivos se les ha asociado una
serie de eventos adversos relacionados con la funcién sexual masculina. Por lo tanto, la
bdsqueda y disefio de inhibidores de 5aR-Il novedosos potencialmente con menores
efectos adversos se encuentra justificada.

En este sentido, el disefio de farmacos asistido por computadores o in silico constituye
una herramienta valiosa para encontrar compuestos potencialmente bioactivos. A través
de la estrategia de docking o acoplamiento molecular se pueden encontrar compuestos
gue se adapten tanto geométrica como quimicamente a una determinada cavidad (sitio
activo) de una diana biolégica siendo esto representativo de su potencial actividad por la
misma. Sin embargo, para llevar a cabo esta estrategia, es necesario conocer la estructura
tridimensional (3D) de la diana de interés. Cabe mencionar que a la fecha, no se conoce
la estructura 3D de la 5aR-1l humana, por lo tanto, el presente trabajo tuvo como objetivo
su modelado in silico partiendo de su secuencia de aminoacidos conocida, empleando
técnicas de modelado por homologia y por plegamiento (threading). A partir del

alineamiento de la secuencia de aminoacidos conocida de la 5aR con las proteinas de la
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base de datos del Protein Data Bank (PDB) en el programa BLAST, se determinaron las
plantillas proteicas (IMG7, 1J0A, 1UTH, 3BUR, 3BUV, 4QUYV) para el modelado, mismo
gue se llevé a cabo en el programa computacional MODELLER vy las plataformas
informéticas I-TASSER y PHYRE2.

Se construyeron un total de doce modelos que fueron validados mediante las
plataformas QMEAN, ProQ y el grafico de Ramachandran. A estos modelos se les
determiné el sitio catalitico, representativo de las regiones de mayor accesibilidad y
probabilidad de unién a la T, mediante una estrategia de acoplamiento molecular amplio
(blind docking) con AutoDock 4.6 y una estrategia de acoplamiento molecular fino (en el
programa SiteMap) entre la T o los inhibidores y los doce modelos 3D construidos. Se
determiné que el sitio catalitico se encuentra en la region comprendida entre los
aminoacidos histidina 230 a 232 de la estructura proteica concordando con el sitio catalitico
previamente establecido por mutagénesis experimental.

El modelo ITASBUR, construido por la estrategia de plegamiento (threading) en el
programa I-TASSER, empleando como plantilla proteica a la enzima 5@-reductasa (3BUR)
de origen humano resulté un modelo valido de la estructura 3D de la 5aR. Adicionalmente,
se determiné que el modelo ITA3BBUR se une de una manera energéticamente mas
favorable tanto al sustrato endégeno como a los inhibidores adicionando elementos para
considerarlo en una aproximacion tedrica valida a la estructura tridimensional de la 5aR-ll

humana.

Palabras clave: 5a-reductasa (5aR), acoplamiento molecular, antiandrégenos,

hiperplasia prostatica benigna (HPB), modelado molecular, homologia, plegamiento.
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Abstract

Prostate cancer (PC) and benign prostatic hyperplasia (BPH) are the main diseases that
affect the prostate, whose occurrence on male population over 45 years has increased in
the last decade. Since they are diseases with a high incidence, every day many efforts are
oriented to study their treatments, in order to improve the quality of life of those affected.

BPH is the most common of the two diseases. Nowadays, its treatment is performed
according to the American Urological Association guidelines using its algorithm that
classifies the disease and helps to choice of drug therapy or surgery.

The main endogenous androgens are testosterone (T) and 5a-dihydrotestosterone
(DHT) both have sexual and anabolic activities as well as control the development and
maintenance of organs such as seminal vesicles, penis and prostate. In the prostate, T is
reduced to 5a-dihydrotestosterone (DHT), catalyzed by type Il 5a-reductase (5aR-II) which
in turn is the responsible of its enlargement. For this reason, the inhibition of 5aR-Il is a key
target for the treatment of BPH.

Dutasteride and finasteride are 5aR inhibitors, which are the choice drugs for BPH
treatment. Although they are effective, a series of side effects related to male sexual
function have been attributed to them. Therefore, the discovery and design of novel 5aR-II
inhibitors with potentially less side effects is justified.

In this sense, the in silico or computer assisted drug design is a valuable tool for finding
potentially bioactive compounds. By molecular docking can be found compounds that
geometrically or chemically suit to a biological target, which in turn represents its activity on
it. However, in order to do this, it is necessary to know the three dimensions (3D) structure
of the biological target. Due to nowadays the 3D structure for human 5aR-Il it is not known
the objective of this study was to model it in silico starting from its known amino acid
sequence using homology and threading modeling techniques. For this purpose, different
protein templates (1IMG7, 1J0A, 1UTH, 3BUR, 3BUV, 4QUV) and software (MODELLER,
I-TASSER y PHYRE2) were used.

A total of twelve models were constructed, which were validated by QMEAN, ProQ and
Ramachandran plot. Their catalytic site, representing the more accessible and binding
probability to T regions were established by blind docking by AutoDock 4.6 and SiteMap
software. The catalytic site was determined in the region between amino acids 230 to 232,

which was also found by mutagenesis in previous studies.
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ITASBUR model constructed by threading with the software I-TASSER using human 58-
reductase (3BUR) as protein template was a valid model. By molecular docking between
each model and the endogenous substrate T or its inhibitors dutasteride and finasteride, In
addition, it was determined that ITASBBUR model binds in a way energetically more
propitious to these molecules, which helped to consider ITA3BBUR model as a valid

theoretical approach to 3D structure of human 5aR-II.

Keywords: 5a reductase (5aR), molecular docking, antiandrogens, benign prostatic
hyperplasia (BPH), molecular modeling, homology, threading.
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w Trp Triptéfano
Y Tyr Tirosina
\% Val Valina




Planteamiento del problemay justificacion

En la actualidad la hiperplasia prostatica benigna (HPB), una patologia dependiente de
androgenos, es de gran preocupacion en el entorno nacional y mundial, dada su alta
incidencia y morbi-mortalidad en los hombres maduros (Salvador, Pinto, & Silvestre, 2013).
La HPB afecta alrededor del 50 por ciento de los hombres entre las edades de 51 a 60 y
hasta 90 por ciento de los hombres mayores de 80 afios (The Boston Group, 2015). En
Colombia, para el afio 2005, la prevalencia se estimaba en 260 casos por cada 1000
hombres (Gonzales, Rozo, Castro, & Reyes, 2007) convirtiéndola en una de las causas
mas comunes de cirugias masculinas en los hombres maduros. Para el afio 2007 se
diagnosticaron alrededor de 2 millones de casos de HPB que condujeron a 120.000
prostatectomias en los Estados Unidos (Sarma & Wei, 2012). Sin embargo, a la fecha, no
se conoce de su incidencia en Colombia a pesar de que la HPB sintomética puede ser
diagnosticada por los sintomas del tracto urinario inferior (STUI) con los cuales son
identificadas también otras enfermedades como las de la vejiga (Arlandis, Garcia,
Gonzélez, & Rebollo, 2009).

En la HPB se produce un crecimiento no canceroso de la préstata a causa de una
proliferacion excesiva de elementos glandulares y epiteliales del tejido prostatico
provocando la obstruccion de la uretra y la pérdida gradual de la funcién de la vejiga
(Salvador, et al., 2013) que generan sintomas asociados con un flujo pobre de orina, entre

otros.

El andrégeno testosterona (T) y su metabolito reducido dihidrotestosterona (DHT) estan
intimamente implicados en el desarrollo de esta enfermedad. Sin embargo, dichas
sustancias también son esenciales para la diferenciacion sexual y el mantenimiento de los
organos sexuales masculinos, entre ellos la préstata misma, el epididimo y los testiculos.
También son los encargados del desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias
masculinas como el aumento en la masa muscular, el crecimiento del vello facial y corporal
y el desarrollo de la laringe (Haendler & Cleve, 2012).

La DHT producida a partir de la reduccion de la T por la enzima 5-A*-cetoesteroide a-
reductasa (SRD5A2) o 5a-reductasa (5aR) con EC: 1.3.1.22, constituye el andrégeno
natural que se une mas efectivamente a su diana biolégica, el receptor de andrégenos
(RA). Una vez unida a éste, se produce la homodimerizacién del receptor resultando en un

cambio conformacional que le permite translocarse al nicleo de la célula blanco, donde a
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Su vez, se une a secuencias especificas de reconocimiento del ADN, llamadas Elementos
de Respuesta a Androgenos (ERA), que dirigen la transcripcion de genes necesarios para
el crecimiento y el mantenimiento de las funciones prostaticas (Haendler & Cleve, 2012).

Una de las opciones terapéuticas mas utilizadas en la actualidad para el tratamiento de
la HPB sintomética es la cirugia, que al ser una terapia invasiva, afecta la calidad de vida
del paciente debido a los problemas post-operatorios que se pueden presentar, entre ellos
disfuncion eréctil, limitacion de la actividad fisica intensa e incontinencia urinaria (Catafio
& Morales, 2009); es por esta razon que el tratamiento farmacolégico ha adquirido mayor
importancia porque podria ayudar a disminuir la necesidad de la cirugia (Fitzpatrick &
Artibani, 2006). Debido que la HPB es una patologia dependiente de andrégenos, en
especial de DHT, las estrategias farmacoldgicas para su tratamiento se enfocan en la
busqueda de sustancias que disminuyan su biosintesis (Bratoeff, Flores, Ramirez, &
Valencia, 1997), siendo la inhibicion de la enzima 5aR, que lleva a cabo la reduccién de la
T a DHT uno de los blancos estratégicos para conseguirlo (Salvador, et al., 2013; Sarma
& Wei, 2012; Uemura et al., 2007).

Existen diferentes isoformas de la 5aR, encontrandose tanto en tejido normal como
hiperplésico y canceroso. Las isoenzimas 5a-reductasa tipo 1 (5aR-1), 5a-reductasa tipo 2
(5aR-Il) y la més recientemente identificada, la 5a-reductasa tipo 3 (5aR-Ill), tienen
patrones de distribucion especificos para diferentes tejidos y poseen propiedades
fisicoquimicas y biolégicas diferentes entre si. La 5aR-I se encuentra principalmente en
tejido no genital, cuero cabelludo, glandulas seb&ceas, higado y cerebro; la 5aR-Il se
expresa principalmente en la prostata, piel genital y vesiculas seminales, y la 5aR-lll, se
ha identificado en cancer de préstata hormono-refractario (Uemura, et al., 2007). Dado que
la 5aR-1l se encuentra distribuida principalmente en tejido prostatico y se expresa en gran
medida en prostata normal e hiperplasica, su inhibicién constituye un blanco terapéutico

adecuado para el tratamiento de la HPB sintomatica (Uemura, et al., 2007).

En particular, las sustancias de naturaleza esteroidal al ser homélogas de las hormonas
sexuales enddgenas han servido como punto de partida para el disefio de inhibidores de
la 5aR (Poirier, 2008). A la fecha se conocen méas de 23 grupos quimicos de inhibidores
(Aggarwal, Thareja, Bhardwaj, & Kumar, 2010a), siendo los de mayor eficacia clinica los
4-azaesteroides a los que pertenecen la finasterida y la dutasterida (Kurup, Garg, &
Hansch, 2000; Nickel, 2004). La primera, inhibidor de la isoforma 2 y la segunda, inhibidor

dual de las isoformas 1y 2.
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A pesar de su importancia clinica en el tratamiento de la HPB, estos dos inhibidores han
mostrado efectos adversos de tipo hormonal como impotencia sexual, ginecomastia y
disfuncion eréctil (Pérez, Molina, Oyarzabal, & Mas-Ferreiro, 2011). Adicionalmente, en el
afio 2011, la Agencia de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos de América
(FDA por sus siglas en inglés: Food and Drug Administration) notificé una alerta en la cual
se hace mencion a que el uso continuo de estos inhibidores puede incrementar el riesgo
de desarrollar cancer de prostata de alto grado Gleason, es decir agresivo (Thompson et
al., 2003) y también de incrementar el riesgo potencial de cancer de mama masculino
(Shenoy & Prabhakar, 2010). Considerando las razones expuestas y que el tratamiento de
la HPB con estos inhibidores es prolongado, profundizar en el conocimiento de la enzima
5aR a fin de disefiar inhibidores novedosos con un mejor perfil de actividad y seguridad

resulta una necesidad inminente (Pérez, et al., 2011; Schmidt & Tindall, 2011).

Diversos grupos de investigacién (Aggarwal, Thareja, et al., 2010a; Aggarwal, Thareja,
Bhardwaj, & Kumar, 2010b; Aggarwal, Thareja, Verma, Bhardwaj, & Kumar, 2010; Bratoeff,
Cabeza, Pérez-Ornelas, Recillas, & Heuze, 2008; Pérez-Ornelas et al., 2005) incluyendo
el Grupo de Investigacion en Quimica Medicinal en donde se encuentra enmarcado el
presente trabajo, se han dado a la tarea de disefiar, sintetizar y evaluar experimentalmente
moléculas de naturaleza esteroidal con poder inhibidor de la 5aR permitiendo establecer
algunos requisitos estructurales para el disefio de sus inhibidores, entre los que se

destacan:

a) La entidad 5-en o 4-en-3-ona o 4,6-dien-3-ona como grupo farmacéforo deducidos
a partir del mecanismo enzimatico de la reduccion de la T (Pérez-Ornelas, et al.,
2005). La introduccién de un atomo de hal6geno sobre la posicion 4 o 6 en estas
entidades, aumenta la electrofilia de los dobles enlaces favoreciendo su reduccion
y por ende, se mejora la actividad (Aggarwal, Thareja, Verma, et al., 2010).

b) Una amida lipofilica en el C17 tipo aril, ter-butil, ciclohexil o adamantil posiblemente
actiian como auxéforo (Kurup et al., 2000) permitiendo establecer interacciones con
un bolsillo hidrofébico del sitio catalitico de la enzima, ademas de brindar estabilidad

metabdlica al inhibidor.

A pesar de gue se han logrado avances importantes en el disefio de inhibidores por esta

aproximacion metodolégica, a la fecha no se cuenta con inhibidores terapéuticamente
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tiles, adicionales a la finasterida y dutasterida, en parte, porque el descubrimiento y
desarrollo de nuevas moléculas de manera experimental constituye un proceso arduo que
consume mucho tiempo y dinero (Escalona, Carrasco, & Padrén, 2005). Sin embargo, en
la actualidad, el empleo de herramientas in silico para llevar a cabo el disefio de farmacos
constituye una aproximacién metodoldgica valida que se encuentra en auge por ser mas
economica y corta en tiempo que los procedimientos experimentales (Escalona, 2005) la
cual ha permitido la obtencion de entidades quimicas activas novedosas como principios
activos de medicamentos mejorados (Medina, Lopez, & Castillo, 2006; Medina-Franco,
Ferndndez-de Gortari, & Naveja, 2015). Las herramientas in silico se valen del uso de
computadores para buscar, disefiar, optimizar y proponer moléculas nuevas con potencial
terapéutico, permitiendo elegir las moléculas con mejor perfil terapéutico y de seguridad
para continuar con los ensayos in vitro e in vivo. Una de sus estrategias de busqueda es a
través del acoplamiento molecular o docking mediante la cual se lleva a cabo el tamizaje
(screening) de compuestos capaces de adaptarse tanto geométrica como quimicamente a
una determinada cavidad o sito activo de una diana biolégica midiendo su afinidad de unién
hacia este sitio, teniendo como requisito indispensable el conocimiento tanto de la
estructura tridimensional (3D) de la diana como la del compuesto a acoplarse (Medina, et
al., 2006).

La determinacién de la estructura 3D de una diana biolégica de naturaleza proteica
como la 5aR-Il, puede realizarse de manera experimental por Resonancia Magnética
Nuclear o difraccion de rayos X, o se puede predecir in silico (Chung & Subbiah, 1996). En
este sentido, aunque se ha identificado de manera experimental la secuencia de
aminoacidos de esta enzima, a la fecha no se ha determinado su estructura 3D
experimental por tratarse de una proteina de membrana que no ha sido posible cristalizar
para someterse a difraccion de rayos X. Tampoco se ha podido acondicionar
correctamente en solucion o en estado sélido sin que se desnaturalice o sin que los lipidos
de la membrana interfieran para su andlisis por RMN (Marassi & Opella, 1998), por lo tanto,
su prediccion podria realizarse in silico. En este sentido, a la fecha no hay ningln estudio
reportado orientado al establecimiento de su estructura 3D in silico. Por lo tanto, el presente

estudio resulta original y contribuira al estado del arte de este tema.

Las primeras aproximaciones que se han realizado para investigar como interactiua la
5aR-II con sus inhibidores han tomado como base la estructura cristalina de la enzima 5f3-

reductasa (5BR) (Faragalla, Bremner, Brown, Griffith, & Heaton, 2003). También se han
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realizado estudios de dinamica molecular para evaluar la estabilidad de la unién de algunos
inhibidores tanto esteroidales como no esteroidales sobre el sitio activo de dicha enzima
modelo (Wang, Liu, Zhou, Chen, & Ho, 2014). De manera adicional, se han hecho estudios
gue correlacionan la actividad inhibidora de la 5aR-Il humana de una serie de inhibidores
sintéticos con su estructura quimica por medio de un modelo basado en el ligando
permitiendo generar un modelo de farmacéforo para esta enzima (Wang, et al., 2014). A
pesar de todas estas aproximaciones, resulta indispensable contar con un modelo proteico
3D vélido de la 5aR-Il humana para el disefio de sus inhibidores, por lo tanto, en el presente
trabajo se recurrio al empleo de herramientas in silico para su prediccion e validacion
inicial. Esto nos ayudara a entender como se lleva a cabo la interaccion entre esta proteina
y sus inhibidores, permitiéndonos complementar las investigaciones experimentales que
hemos llevado a cabo en estos afios y a la vez, contribuiremos con una diana
farmacolégica en 3D para realizar disefio in silico de inhibidores que constituyan
alternativas novedosas de principios activos de medicamentos potencialmente mejorados
para el tratamiento de la HPB, que como se menciond, constituye un problema de salud
publica en el entorno nacional y mundial (Kang, Imperato-McGinley, Zhu, & Rosenwaks,
2013).

Una vez predicho en este estudio el modelo 3D de la 5aR-1l humana, a futuro se llevara
a cabo el screening virtual y la dinamica molecular de moléculas experimentales con
actividad inhibitoria comprobada asi como estudios de acoplamiento molecular que
involucren al modelo, al cofactor NADPH y a la testosterona a fin de aportar mas elementos
para su validacion y para entender mejor ya sea los diferentes tipos de interacciones dentro

del sitio catalitico y la importancia de este cofactor durante el proceso enzimético.



Objetivos

Objetivo General

Predecir por modelado molecular la estructura terciaria de la enzima 5a-Reductasa tipo
Il humana y realizar estudios de acoplamiento molecular sobre ésta con el fin de aportar

un blanco de accion que sirva de base para el disefio in silico de farmacos.

Objetivos especificos

e Seleccionar el modelo de estructura primaria que servird como base para la
prediccion de la enzima 5aR-II humana.

¢ Obtener un modelo tridimensional de la enzima 5a-reductasa tipo Il humana que
sea confiable para evaluar inhibidores con reconocida actividad experimental de
la misma.

¢ Proponer un modelo de interaccién entre la 5aR-Il y varios inhibidores que

expliquen la actividad bioldgica de la enzima.



1.Marco Teoérico

1.1 Hiperplasia Prostéatica Benigna (HPB)

La hiperplasia prostatica benigna (HPB) es un diagnéstico histolégico que se refiere a
la proliferacion de musculo liso y células epiteliales de la préstata. La etiologia exacta es
desconocida, sin embargo, la similitud entre la HPB y la morfogénesis embrionaria de la
prostata ha llevado a la hipétesis de que la HPB puede ser el resultado de un "despertar"

en la edad adulta de los procesos de induccion embrionarios (McVary & Roehrborn, 2010).

La HPB se considera una parte normal del proceso de envejecimiento en los hombres
y depende hormonalmente de la testosterona (T) y de su reduccion a dihidrotestosterona
(DHT) (Deters & Raymond, 2014). La disfuncion en la miccion y la consecuente obstruccion
de la salida vesical (BOO) resulta del agrandamiento de la préstata constituyéndose en
uno de los sintomas del tracto urinario inferior (STUI), referido cominmente como
prostatismo, aungue este término ha disminuido en popularidad. No todos los hombres con
HPB sufren de STUI y viceversa. Sin embargo, aproximadamente la mitad de los hombres
diagnosticados con BPH histopatolégico mostraron STUI de moderados a graves (Deters
& Raymond, 2014).

1.1.1 Anatomia

La prostata es una glandula del sistema reproductivo masculino del tamafio de una
nuez, produce el liquido alcalino que transporta los espermatozoides durante la
eyaculacion. Comprende aproximadamente el 70% del volumen seminal. Las secreciones

producen la lubricacion y la nutricion de los espermatozoides (McVary & Roehrborn, 2010).

La préstata se encuentra por delante del recto y justo distal a la vejiga urinaria
conectdndose directamente con la uretra del pene (Deters & Raymond, 2014). Dicha
glandula, rodea la uretra que es el tubo a través del cual la orina sale del cuerpo (Miller,

2014). La HPB se origina en la zona de transicion, que rodea la uretra (Figura 1-1).
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-
Ganglios linfakcos

Figura 1-1. Ubicacién anatomica de la préstata (Haafring, 2015).

1.1.2 Fisiopatologia

Como se ha indicado, el agrandamiento prostatico depende del andrégeno DHT. La
enzima 5aR-Il reduce la T circulante en DHT, la cual funciona a nivel local y no sistémico
(Deters & Raymond, 2014). A su vez, la DHT se une al receptor de andrégenos (RA) en el

ndcleo celular produciendo el crecimiento celular que conlleva a la HPB.

Estudios in vitro han demostrado que un gran nimero de receptores alfa-1-adrenérgicos
se encuentran también en el musculo liso del estroma y de la capsula de la préstata, asi
como en el cuello de la vejiga. La estimulacion de estos receptores provoca un aumento
en el tono del musculo liso y vasoconstriccion del mismo, por esta razén el bloqueo de
estos receptores de forma reversible relaja estos muasculos y alivia de manera paliativa los
STUI (Fine & Ginsberg, 2008; Gonzales, et al., 2007).
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Microscopicamente, la HBP se caracteriza como un proceso hiperplasico donde se
observa la presencia de infiltrado inflamatorio celular mononuclear (ICL) en forma
constante en el adenoma prostatico. Por un lado, se estimulan los factores de crecimiento
al producirse linfocinas y por otro se activa la cadena del acido araquidonico (Vela-
Navarrete et al., 2002). Se ha evidenciado que la lesion inicial es el nédulo mixoide! con
una matriz celular abundante, rica en mucopolisacaridos, y con una densidad celular
escasa, correspondiente a elementos fibroblasticos que no se encuentran modificados
desde el punto de vista funcional ni fenotipico, seguido de un aumento de la
vascularizacion capilar y la maduracion morfolégica y funcional de los fibroblastos

(Manzarbeitia, Vela-Navarrete, & Fernandez-Acefiero, 2010)

El agrandamiento de la préstata puede restringir el flujo de orina desde la vejiga, dando
como resultado las manifestaciones clinicas de la HPB. La préstata se agranda con la edad
de forma hormonalmente dependiente. Se ha podido observar que los machos sometidos
a castracion no desarrollan HPB, ademas en estudios realizados por Imperato-McGinley
(2002) se encontr6 que los individuos con mutacion en la isoenzima 5aR-Il presentan
seudohermafroditismo? con niveles normales de T y niveles disminuidos de DHT y que
ademas tampoco desarrollan HPB a lo largo de su vida, lo que confirma que el andrégeno
enddgeno que juega el papel principal para el desarrollo de la HPB es la DHT (Imperato-
McGinley & Zhu, 2002; Zhu & Imperato-McGinley, 2009). La teoria tradicional detras de la
HBP es que, como la préstata se agranda por efecto de la DHT, la c4psula que la rodea
evita que se expanda radialmente, resultando potencialmente en la compresion de la uretra
(Seftel, Rosen, Rosenberg, & Sadovsky, 2008).

El factor de riesgo mas importante para el desarrollo de la HPB es la edad en todos los
grupos étnicos afectando a hombres mayores de 45 afios. Ademas de la edad, la obesidad
abdominal aumenta en un 10% el riesgo de sufrirla al igual que la elevada ingesta de
grasas y proteinas de origen animal se ha asociado a un aumento de su progresion
(Consejo de Salubridad General, 2009).

! Mixoma: Es una neoplasia benigna derivada de tejido conjuntivo consistente principalmente en
células poliédricas y estrelladas enclavadas en forma poco compacta en una matriz blanda mucoidal
por lo que parece tejido mesenquimatico primitivo.

2 Seudohermafroditismo consiste en padecer la anomalia fisica o trastorno de la diferenciacion
sexual de tener la constitucién genética de un sexo y los 6rganos genitales de otro.
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1.1.3 Incidencia

La HPB es un problema de salud publica que afecta aproximadamente a un tercio de
los hombres mayores de 50 afios. A nivel mundial, aproximadamente 30 millones de
hombres tienen sintomas relacionados con la HPB (Deters & Raymond, 2014). Los
estudios epidemioldgicos indican que con el paso de los afios se aumenta la prevalencia
de esta enfermedad, observandose en un 50% de los hombres a los 60 afios de edad y en
un 90% a los 85 afios. En Colombia, para el 2005 la prevalencia de HPB se estimaba en
260 por cada 1000 hombres (Gonzales, et al., 2007).

1.1.4 Tratamiento

Las terapias para el tratamiento de la HPB van desde la observacion médica para
pacientes asintométicos hasta la intervencion quirdrgica (reseccion trans-uretral de la
préstata o adenomectomia abierta segun el caso), pasando por intervenciones
minimamente invasivas como los tratamientos con microondas hasta opciones
farmacoldgicas como son los bloqueadores alfa 1 adrenérgicos y los inhibidores de 5aR

cuyas caracteristicas y aplicabilidad se mencionaran mas adelante.

La correcta eleccién del tratamiento debe realizarse objetivamente evaluando los
sintomas, teniendo en cuenta las guias de manejo de la HPB de la Asociacion Americana
de Urologia (AAU), las cuales se basan en el Puntaje Internacional de Sintomas
Prostaticos (IPSS) (Tabla 1-1) que se aplica a pacientes con sospecha de HPB en conjunto
con los resultados del examen fisico y el valor del antigeno prostatico especifico (APS)

(Gonzéles, et al., 2007; Gomez, Valero, Guzmén, & Cagua, 2000).
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Tabla 1-1.Puntaje internacional de sintomas prostaticos (IPSS) (Consejo de Salubridad General,
2009).
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No. Sintoma
1 Durante el dltimo mes, ¢ Cuantas | 0 1 2 3 4 5
veces ha tenido la sensacién de no
vaciar completamente la vejiga
después de orinar?
2 Durante el dltimo mes, ¢Cuantas | 0 1 2 3 4 5
veces ha tenido que volver a orinar
en menos de dos horas después de
la dltima vez que oring?
3 Durante el Gltimo mes, ¢Cuantas | 0 1 2 3 4 5
veces ha notado que empezando a
orinar el chorro se detiene y vuelve a
empezar?
4 Durante el dltimo mes, ¢ Cuantas | 0 1 2 3 4 5
veces ha tenido dificultad para
aguantarse las ganas de orinar?
5 Durante el dltimo mes, ¢ Cuantas | 0 1 2 3 4 5
veces ha notado que orina sin
fuerza?
6 Durante el Gltimo mes, ¢Cuantas | 0 1 2 3 4 5
veces ha tenido que esforzarse para
comenzar a orinar?
7 Durante el Gltimo mes, ¢Cuantas | 0 1 2 3 4 5
veces ha tenido que levantarse a
orinar entre la hora de acostarse y la
hora de levantarse?

Puntuacién: < 8 puntos = Leve. 8 a 9 puntos = Moderada. > 20 puntos = Severa.

1.1.4.1 Tratamiento Quirurgico

= Reseccion trans-uretral de la prostata RTUP

A partir del afio 1909 y hasta finales de 1990, el tratamiento de primera eleccion para
los sintomas de HPB era la reseccion trans-uretral de la préstata RTUP que fue la primera

intervencion quirdrgica exitosa minimamente invasiva de la era moderna. Al dia de hoy,



Marco Tedrico 31

sigue siendo la terapia estandar de oro para la HPB siendo a la vez el tratamiento quirtrgico
de eleccion cuando otros métodos como los farmacolégicos fallan (McConnell, Barry, &
Bruskewitz, 1994; Panel, 1994).

Los criterios para la realizacion de la RTUP ahora son mas estrictos pues en general,
se reserva para pacientes con HBP sintomatica que presenten retencion urinaria cronica,
y que el tratamiento farmacolégico y otros procedimientos quirlrgicos prostaticos menos
invasivos como la terapia trans-uretral con microondas (TUMT) o la vigilancia hayan
fracasado. Adicionalmente, estos pacientes padecen de azotemia o insuficiencia renal

debido a la obstruccidn prostatica o poseen los sintomas mas severos de prostatismo.

La cirugia en términos generales consiste en introducir un instrumento llamado
resectoscopio (Figura 1-2) dentro del canal de la uretra, el cual cuenta con luz y permite
irrigar la zona mientras se realiza el procedimiento (Figura 1-3). 1. El instrumento tiene un
asa eléctrica, que permite cortar la prostata en laminas pequefias y cauterizar los vasos
sanguineos prostaticos (Figura 1-3 A). La laminillas se retiran de la vejiga y se envian a
laboratorio para su andlisis y se inserta un catéter mientras la zona se recupera (Figura
1-3 B). Después, la orina puede fluir por la zona (Figura 1-3 C). Al final de la intervencion

se coloca usualmente una sonda para lavado continuo, dentro de la vejiga (Bella, 2002).

Figura 1-2. Resectoscopio: instrumento para la reseccion trans-uretral de la prostata (Alschibaja,
May, Treiber, Paul, & Hartung, 2005).
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4

Figura 1-3. Procedimiento de reseccion trans-uretral de la préstata ("Harvard experts discuss
surgical options for benign prostatic hyperplasia - Harvard Prostate Knowledge," 2007).

La edad media de los pacientes actualmente en fase de RTU es aproximadamente 69
afios, y el promedio de tejido prostéatico resecado es de 22 g. Los factores de riesgo
asociados con una mayor morbilidad incluyen préstatas mayores de 45 g y el tiempo
operatorio de mas de 90 minutos. La tasa de riesgo a 5 afios para una re-intervencion tras
RTU es de aproximadamente 5%. Las tasas de mortalidad global después de la RTUP por

un cirujano experto son practicamente nulas (Kang et al., 2004).

1.1.4.2 Tratamientos minimamente invasivos

= Tratamiento con microondas

El objetivo es aplicar calor a la prostata mediante microondas. Una pequefia antena de
microondas en el extremo de un catéter flexible se introduce a la prostata logrando las
temperaturas deseadas ("Urologia Multidisciplinaria: Hiperplasia prostatica benigna,”
2015).

= Ablacion Trans-uretral por Aguja (Transuretrhal Needle Ablation TUNA)
Igual que el método anterior, tiene como objetivo elevar la temperatura dentro de la

préstata. Una aguja delgada es introducida a la préstata con la ayuda de visién directa
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mediante un cistoscopio. La temperatura deseada se alcanza mediante radiofrecuencia
gue calientan el extremo de la aguja ("Urologia Multidisciplinaria: Hiperplasia prostética
benigna,” 2015).

Los tratamientos minimamente invasivos tienen la ventaja con respecto a la cirugia que
es bajo el riesgo de complicaciones serias después del procedimiento, pero tienen la
desventaja de requerir una sonda en la vejiga por varios dias y los sintomas no mejorar
inmediatamente, ademas que del 10 al 20% de los pacientes a los 2 0 3 afios pueden
requerir terapia adicional. Adicionalmente, la mayoria de los pacientes podran tener
urgencia o frecuencia para orinar por algun tiempo ("Urologia Multidisciplinaria: Hiperplasia

prostatica benigna," 2015).

1.1.4.3 Tratamiento Farmacologico

Hay 2 tipos principales de tratamientos farmacolégicos que pueden mejorar los
sintomas de la HPB. En algunos casos, pueden darse ambos medicamentos (terapia

combinada), que sera explicada a continuacion.

= Medicamentos que relajan la musculatura de la prostata

Estos medicamentos son los bloqueadores alfa adrenérgicos, se cree que un
componente significativo de los STUI secundarios a HBP, estan relacionados con la
presién que ejerce el agrandamiento de la préstata sobre el masculo liso en el estroma de
la préstata, la uretra y el cuello de la vejiga. La vasopresion del musculo liso estd mediada
por los receptores alfa-1-adrenérgicos (a1). Por lo tanto, los agentes que bloqueen este
receptor deberian disminuir la resistencia a lo largo del cuello de la vejiga, de la préstata y
de la uretra al relajar el musculo liso permitiendo el paso de la orina (Deters & Raymond,
2014).

Los 3 subtipos del receptor alfa-1 incluyen 1a, 1b, y 1c. De éstos, el receptor alfa-1a es
el que se encuentra especificamente en el cuello de la vejiga y de la prostata. Algunos
ejemplos de farmacos bloqueadores alfa-1-adrenérgicos son la alfuzocina, doxazosina,
tamsulosina y terazonsina (Deters & Raymond, 2014). Aunque éstos cuatro medicamentos
son igual de efectivos, hay ligera diferencia en cuanto a los efectos secundarios y las
indicaciones. Las ventajas que presentan estan relacionadas con una mejoria moderada

de los sintomas de la HPB. Sin embargo, no atacan como tal la causa de la HPB
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consistente en el agrandamiento de la préstata, ademas presentan la desventaja de tener
efectos secundarios que podran ser diferentes dependientes del medicamento utilizado.
Efectos secundarios comunes son: problemas estomacales o intestinales, congestion
nasal, dolor de cabeza, mareo, cansancio (Deters & Raymond, 2014). Un porcentaje menor
de pacientes puede llegar a tener disminucion en la presion arterial y trastornos de la
eyaculacion dado su efecto alfa-1a periférico. Adicionalmente, se ha reportado que la
administracion aguda de tamsulosina afecta los volimenes de la eyaculacion causando
una reduccién en el volumen de eyaculacion hasta una eyaculacion nula (Hellstrom &
Sikka, 2006). Las directrices AUA (2010) afirman que los bloqueadores alfa-la
adrenérgicos siguen siendo opciones razonables para los pacientes con STUI moderados

a severos ocasionados por HBP (McVary et al., 2011).

= Medicamentos que disminuyen el tamafio prostatico

Estos son los inhibidores de la enzima 5-a-reductasa que se recomiendan cuando la
prostata esta aumentada de tamafio. Adicionalmente, reducen a la mitad el valor del APS.
La ventaja principal de estos inhibidores es que disminuyen el riesgo de que haya una
retenciéon aguda de orina, asi como el riesgo de un procedimiento quirargico futuro y
brindan una mejoria sintomatica moderada ("Urologia Multidisciplinaria: Hiperplasia
prostatica benigna," 2015). Sin embargo presentan la desventaja de que los sintomas
obstructivos se ven modificados hasta los 3 6 6 meses luego de iniciada la terapia. También
presenta efectos secundarios como dificultad para lograr una ereccién, disminucion de la
libido o deseo sexual, asi como un menor volumen de eyaculado. Tanto las caracteristicas
como la aplicabilidad de estos agentes se discutiran en el apartado donde se profundice

sobre dicha enzima.

= Terapia combinada

En esta terapia se utilizan antagonistas a-adrenérgicos con inhibidores de la 5a
reductasa. Se emplea para préstatas aumentadas de tamafio con sintomas obstructivos
(Chung & Kaplan, 2010). El tomar ambos medicamentos generalmente proporciona una
moderada mejoria y disminuye el riesgo de que la enfermedad aumente y empeore la
condicion. En pacientes con prostatas grandes, la terapia combinada es muy efectiva para

prevenir problemas agudos (retencién urinaria) y en cierta forma puede reducir la
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necesidad de cirugia en un futuro. Como desventajas se puede presentar que el paciente

puede sentir los efectos secundarios de ambos tratamientos (Chung & Kaplan, 2010).

1.2 La enzima 5a-reductasa (5aR) y su papel biolégico en

el organismo

En condiciones normales, tanto el desarrollo como la maduracién y funcién de la
glandula prostatica depende de los andrégenos u hormonas sexuales masculinas. Del
mismo modo, se ha podido establecer que la HPB también depende de ellos. Sin embargo,
el principal andrégeno responsable de estos eventos no es la T sino la DHT. Durante el
desarrollo embrionario, los testiculos fetales se diferencian bajo la influencia del
cromosoma Y y sintetizan testosterona, lo que resulta en la diferenciacion de la préstata y
en el desarrollo de los genitales externos masculinos (Schmidt & Tindall, 2011). Sin
embargo, la prostata comienza a diferenciarse a las 10 semanas de gestacion bajo la
influencia de la DHT por lo cual ambos androgenos estan involucrados en su desarrollo,
maduracion y funcion. La T se encuentra presente principalmente en la circulacion, y la
DHT en tejidos prostaticos (Schmidt & Tindall, 2011). Las células de Leydig en los
testiculos, producen del 90-95% de la T circulante, y un 5-10% es biosintetizada en las
glandulas suprarrenales. La DHT surge principalmente de la conversién de T a DHT

mediante las isoformas la 5aR-1 y 5aR-1l (Russell & Wilson, 1994).

Los androgenos funcionan principalmente a través de su accion sobre el receptor de
androgenos (RA), un miembro de la familia de receptores de hormonas esteroides de
factores de transcripcion activados por ligando nuclear (Schmidt & Tindall, 2011). En
comparacion con la testosterona, la DHT se une al RA de una manera mas estable, lo que
lleva a un aumento de 10 veces en su activacidn transcripcional haciendo de la DHT, el
ligando primario de la sefializacion mediada por el RA a nivel tisular (Harris, Mostaghel,

Nelson, & Montgomery, 2009).

El RA se encuentra en el citoplasma, unido a las proteinas chaperonas de choque
térmico, que lo estabilizan y le permiten la union de los andrdégenos. Tras la interaccion con
el ligando, se produce la dimerizacion y fosforilacion del RA, seguido de su translocacion
al nucleo, donde se une a regiones especificas del ADN, conocidas como elementos de
respuesta a andrégenos (ERA) que finalmente conducen a la sintesis proteica y por ende,

a la respuesta androgénica (Figura 1-4) (Harris, et al., 2009).
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Célula sensible a
androgenos

dimerizacion y
fosforilacion

Figura 1-4. Mecanismo molecular de activacion del receptor de andrégenos (Harris, et al., 2009).

La testosterona, se convierte en DHT por la enzima 5-A*-cetoesteroide a-reductasa
(SRD5A2) también nombrada como 5a-Reductasa o con EC:1.3.1.22. Esta enzima se
caracterizo inicialmente en el afio 1950 en cortes de higado de ratas identificando su
capacidad para convertir desoxicorticosterona a su metabolito 5a reducido (Russell &
Wilson, 1994). Trabajos posteriores, determinaron que esta enzima es capaz de

metabolizar una variedad de sustratos esteroidales y que utilizaba el nucleétido de piridina
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reducido como co-factor (Harris, et al., 2009). Sin embargo, en estos primeros estudios era
incierto si solo era esta enzima o multiples enzimas las responsables de las reducciones
esteroidales. En los afios 60s, se pudo documentar que la DHT es un andrégeno mas
potente que la T en bioensayos realizados sobre préstata. Se administr6 T radiomarcada
a ratas y se identific6 una acumulacion de DHT en los nucleos de la préstata ventral
(Russell & Wilson, 1994) lo cual significé evidenciar que este andrégeno es el responsable
del desarrollo prostatico por lo tanto, esta implicado en el progreso de la HPB.

Hoy se conoce que en los humanos, las enzimas que catalizan la reduccion
estereoespecifica e irreversible de una molécula de un 3-oxo-4-en-esteroide a su
metabolito 5a-reducido es la enzima 5-A* cetosteroide a-reductasa también llamada 5a-
reductasa (5aR; EC:1.3.1.22).

La enzima 5aR, es una proteina microsomal anclada a la membrana citoplasmatica y
es dependiente de NADPH. Actia sobre hormonas esteroidales que poseen en su
estructura un grupo ceto en C3 y un doble enlace sobre C4-C5 del anillo esteroidal A,
incluyendo a los andrégenos, glucocorticoides y mineralocorticoides (Russell & Wilson,
1994). La reaccion que lleva a cabo es estereroespecifica resultando en la reduccion del

doble enlace A*® y en la formacién del respectivo 5a-metabolito reducido (Figura 1-5).

OH
OH CHs
CH3
CH, 5a-Reductasa
NADPH + H NADP* ©
O
Dihidrotestosterona
Testosterona

Figura 1-5.Conversion de testosterona a dihidrotestosterona por medio de la 5aR (Russell & Wilson,
1994).
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El mecanismo de reduccion se lleva a cabo por la formacién de un carbocation
intermediario que involucra la protonacion del grupo ceto en C3 que sirve como acido, y
luego se transfiere un hidruro del NADPH a la posicion C5, dandose la tautomerizacion del

enol resultante y la protonacion del C4 generando el producto (Figura 1-6).

A .
A—H A--H

Testosterone B—H

NAD? NADP* 2
L;'[z — | — J;:'(? —s OL:\;K
Sace N P LSRN A B
B—H

5a-DHT

A = acido; B= base

Figura 1-6. Mecanismo propuesto para la reaccion catalizada por la 5aR (Jin & Penning, 2001).

Ha sido estudiado el papel que juegan las dos isoformas de la 5aR en tejido normal,
durante el desarrollo y maduracion del cerebro y se ha demostrado que la 5aR-I se expresa
constitutivamente en el sistema nervioso central durante todas las etapas del desarrollo
cerebral (Torres & Ortega, 2003).

Por otro lado, los foliculos pilosos expresan la 5aR-1l. La activacion de ésta, desempefia
un papel en la pérdida de cabello. La finasterida puede evitar en cierto grado de pérdida
de cabello. Ademds, algunos estudios sugieren una asociacion entre la HPB y el patron de

calvicie masculina (Steers, 2001).

1.2.1 Isoformas de la enzima 5a-reductasa

Dos isoformas de 5a-R han sido identificadas en los seres humanos, ratas, ratones y
monos, y se conocen como tipo 1 (5aR-l) y tipo 2 (5a-RIl). Son proteinas de baja
abundancia compuestas de 259 y 254 aminoacidos con pesos moleculares predichos de
29y 28 kDa respectivamente (Schmidt & Tindall, 2011).

Aunque las isoenzimas de la 5aR son proteinas de membrana que catalizan la misma
reaccion, comparten solamente un grado limitado de homologia en la secuencia de
aminodcidos. El promedio de identidad de secuencia entre estas isoenzimas dentro de una

especie determinada es aproximadamente del 47%, mientras que la identidad entre la
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misma isoenzima entre la de la especie humana y de rata es del 60% para 5aR-1y 77%
para 5aR-Il (Jin & Penning, 2001). Esto nos muestra que por el grado de conservacion de
la enzima con estos porcentajes de identidad seria posible utilizar alguna isoenzima de
otra especie que se encontrara cristalizada como plantilla para el desarrollo del modelo de

la isoforma desconocida.

La 5aR-I se ubica predominantemente en piel no genital, higado y hueso, mientras que
la 5aR-Il esta principalmente en el tejido urogenital en hombres y en piel genital tanto de

hombres como mujeres (Figura 1-7 y Tabla 1 2) (Steers, 2001).

S5a-Reductasa 5a-Reductasa
Tipo | Tipo Il

Cuero Cabelludo
Barba

Glandulas

Sebaceas Piel del Pecho

Higado
Higado

Prostata

Figura 1-7. Distribucion de las isoformas de la enzima 5a-reductasa en el hombre (Steers, 2001).
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Tabla 1-2.Propiedades de las principales isoformas de la enzima 5a-reductasa (5aR) (Schmidt &
Tindall, 2011).

Propiedad Isoforma
5aR-I 5aR-Il
Tamano (aminoacidos) 259 254
Peso molecular (kDa) 29.5 28.4
Estado bioquimico Hidrofobico Hidrofébico
Distribucion tisular Higado, piel, cerebro, Prostata, epididimo,
ovario, préstata, vesiculas seminales, piel de
testiculos area genital, utero, mama,
foliculo piloso, placenta,
testiculos
Expresién en prostata Normal (bajo), HPB y Normal e HPB (alto), CP
CP (alto) (alto)
Gen codificante 5RD5A1 5RD5A2

La 5aR-I se expresa en la piel y el higado. La DHT en el suero refleja la conversion de
T por la 5aR-1 en el higado y su conversién en la préstata por la accion de la 5aR-Il. La 5a-
reductasa de tipo 2 predomina en la préstata (Figura 1-7). Mediante técnicas de hibridacién
in situ® y estudios de localizacién inmunohistoquimica* se identific6 que la 5aR-Il se
expresa en las células del estroma y del epitelio basal de la préstata y que esta ausente
en las células acinares epiteliales ductales de dicha glandula. Por ejemplo, las células
epiteliales en el epididimo expresan la 5aR-I, mientras que en el estroma se expresa la
5aR-Il (Schmidt & Tindall, 2011).

La region C-terminal de la 5aR esta altamente conservada entre las dos isoformas y
algunos residuos, tales como Histidina (H) en posicion 232, es probable que sean
responsables de la actividad catalitica. Se ha sugerido que la region N-terminal es
hidrofébica y podria reaccionar con cadenas laterales de naturaleza alifatica y aromatica
de los sustratos. Ademas, algunos autores sugieren que la region N-terminal y el residuo
H en posicion 296 podrian tener un papel critico en la actividad 5aR ya que las mutaciones

en ambos sitios abolen su actividad (Andriole et al., 2010; Nickel et al., 2011; Uemura, et

3 Hibridacion in situ es una técnica que detecta secuencias de acidos nucleicos en células,
cromosomas o0 tejidos preservados. La hibridacion in situ toma como fundamento la
complementaridad de los acidos nucléicos, la cual puede ser ADN y/o ARN, a través de puentes de
hidrégeno formados entre las bases: adenina—timina (ADN) o uracilo (ARN) y citosina-guanina (ADN
y ARN).

4 Inmunohistoquimica: es una prueba de laboratorio para la que se usan anticuerpos para
identificar ciertos antigenos en una muestra de tejido. Por lo general, el anticuerpo se une a una
sustancia radiactiva o0 a un tinte que hace que los antigenos en el tejido se iluminen al microscopio.
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al., 2007). A pesar de que las isoformas 5aR comparten gran similitud de secuencia y son
proteinas integrales de membrana, existen algunas diferencias quimicas importantes entre
ellas. Asi por ejemplo, la 5aR-I tiene un amplio rango de pH entre 6,0 y 8,5, mientras que
5aR-Il tiene un pH éptimo de 5,0 a 5,5 y la 5aR-IIl parece ser eficaz a pH 6,9 (Heinlein &
Chang, 2002; Uemura, et al., 2007). Bajo condiciones optimas, 5aR-Il tiene una mayor
afinidad por sustratos esteroides que 5aR-I (Andersson, Berman, Jenkins, & Russell,
1991).

También se ha identificado la isoenzima 5aR-Ill, en células de cancer de préstata
resistente a la castracion (CRPC), que se puede presentar en algunos pacientes que estan
siendo tratados con terapia supresora de andrégenos, y que después de un tiempo de
tratamiento ya no se responde a terapia de supresion (Amaral, Macedo, Fernandes, &
Costa, 2011). El encontrar la enzima en esta condicion patolégica podria permitir utilizarla
como un biomarcador de la enfermedad, y conocer de una mejor manera los mecanismos
moleculares gue subyacen por la produccidn de esta enzima y la progresién de CRPC,
contribuyendo en el desarrollo de nuevas terapias para este tipo de CP (Schmidt & Tindall,
2011; Uemura, et al., 2007).

1.2.2 Inhibidores de la enzima 5a-reductasa

El conocimiento de cémo la actividad de la 5aR regula el crecimiento de la prostata, ha
permitido el desarrollo de farmacos para el tratamiento y control de los sintomas de la BPH
y prevencion de la retencién urinaria (Steers, 2001). La inhibicién de la 5aR-1l bloquea la
conversion de testosterona a DHT, lo que resulta en niveles intra-prostaticos de DHT mas
bajos conduciendo a la disminucion del crecimiento de la prdstata, a un aumento en la
apoptosis y a su involucién (Uemura, et al., 2007). Dado que la inhibicion de la 5aR causa
una marcada reduccion de los niveles de DHT intra-prostatica, pero no de T, esto se refleja
en una menor peérdida de funciones sexuales masculinas cuando éste se encuentra bajo
tratamiento, consiguiendo una mejor adhesion al tratamiento. Ademas, como los
inhibidores mejoran los STUI porque causan disminucién del tamafio de la préstata, los
pacientes que presentan prostatas mas grandes pueden lograr un mayor beneficio

terapéutico requiriendo de solamente de 6 meses de terapia (Deters & Raymond, 2014).

De las isoenzimas de la 5aR caracterizadas a la fecha, solo se conoce su secuencia de

aminodcidos, por esta razén, el disefio de inhibidores novedosos que permitan combatir la
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HPB se encuentra restringido. Dada la naturaleza inestable de la enzima 5aR, ha sido
dificil su purificacién y cristalizacion, por lo tanto, no se ha podido determinar su estructura
tridimensional (Aggarwal, Thareja, Verma, et al., 2010). Sus primeros inhibidores han sido
disefiados por modificacion estructural de sustratos naturales, en especial tomando como
base compuestos de naturaleza esteroidal. En esta blsqueda de inhibidores, Merck en el
afio 1980 inform6 sobre una de serie de 4-azaesteroides, donde el C-4 de 3-oxo-5a-
esteroides fue reemplazado por un atomo de nitrégeno, estos compuestos mostraron

efecto inhibidor in vivo considerable.

Los azaesteroides fueron disefiados con la finalidad de imitar el intermediario de
reaccion enolato formado durante el proceso de reduccién enzimatica requiriendo de
algunas caracteristicas estructurales claves para inhibir la 5a-reductasa entre ellos, la
presencia de una entidad 4-en-3-ona y una cadena lateral en C17 de configuracién 3 con
uno o mas atomos de oxigeno. En busqueda de un inhibidor no reducible de 5aR Merck et
al., (1980) inform6 sobre una serie de 4-azaesteroides donde el C-4 de la entidad 3-oxo-
5a-esteroide fue reemplazada por nitrégeno. Los estudios mostraron un aumento en la
actividad inhibidora in vivo concluyendo que las caracteristicas estructurales mas
importantes para la funcién de los 4-azaesteroides como inhibidores de la 5aR son las que

se encuentran resumidas en la Figura 1-8.

Amidas y cetonas lipofilicas

/ preferidas
0O
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Sustitucién por grupo incrementa la afinidad por la enzima
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Figura 1-8. Relaciones estructura actividad de los 4-azaesteroides (Aggarwal, Thareja, Verma,
et al., 2010).
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La accion de los inhibidores se basa en la introduccion de una lactama en el anillo A de
los esteroides para imitar el estado de transicion enol del complejo enzima-sustrato-
NADPH (Figura 1-9). Ademas, la sustitucion en C-17 se ha encontrado para mejorar la
potencia mediante la union a un bolsillo lipéfilo sobre la enzima (Aggarwal, Thareja, Verma,
et al., 2010).

P= Fosfoadenosina difosforibosa
R|=CONHC(CH3)3

Figura 1-9. Mecanismo de inhibicion de la finasterida sobre la 5aR (Aggarwal, Thareja, Verma,
et al., 2010).

Entre los azaesteroides, que han sido los inhibidores de la 5aR més efectivos hasta el
momento para el tratamiento de la HPB tenemos la finasterida y la dutasterida (Figura
1-10). La finasterida (Proscar®) fue el primer inhibidor de la 5aR aprobado por la FDA en
1992 (Robertson, 2010). Es un 4-aza-esteroide que ha demostrado actividad como
inhibidor suicida de la 5aR-Il, lo que resulta en la inhibicién de la formacién del complejo
DHT-5aR. En el mecanismo de reduccion, la finasterida se une a la enzima y se lleva a
cabo la transferencia de hidruro a partir del cofactor NADPH al doble enlace de la posicion
A'. El enolato resultante sufre tautomerizacién en el sitio activo de la enzima para formar
un analogo del bisustrato el cual consiste en la union a la enzima de la finasterida y no la
testosterona el andrégeno endégeno, en el que la dihidrofinasterida formada se une
covalentemente al NADPH* (Salvador, et al., 2013). Este efecto provoca una marcada
disminucién en la concentracion de DHT intra-prostatica resultando en la disminucién
constante del tamafio de la préstata. Una tercera parte de los hombres tratados con este

agente exhiben mejoras en el flujo de orina y en otros sintomas (Jin & Penning, 2001).
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La dutasterida (Avodart®) es un inhibidor dual de la 5aR-l y 5aR-Il. Este farmaco es un
inhibidor competitivo irreversible potente, forma un complejo estable con ambas
isoenzimas y tiene una tasa lenta de disociacion (Rittmaster, 2008; Schmidt & Tindall,
2011).

Tanto la finasterida como la dutasterida reducen activamente los niveles de DHT en
mas de un 80%, mejoran los sintomas de la HPB; reducen la incidencia de retencion
urinaria, y disminuyen la probabilidad de la cirugia. Sin embargo, los efectos adversos son
principalmente de naturaleza sexual (disminucién de la libido, disfuncion eréctil, y
trastornos de la eyaculacién) (Deters & Raymond, 2014).

También han sido estudiados ciertos inhibidores de 5aR de naturaleza no esteroidal
(Figura 1-10). Este hecho tiene como objetivo disminuir la interaccibn de dichos
compuestos con otras enzimas y receptores endbégenos blanco de compuestos
esteroidales. Entre los inhibidores de 5aR de naturaleza no esteroidal se incluyen las
benzoquinolinonas (Figura 1-10), las piridonas y las quinolinonas. Este tipo de compuestos
se han encontrado mas activos sobre la 5aR-I, como inhibidores no competitivos frente a

la testosterona.

CHy F
.
A H3C+CH3 B /
[¢] NH F f
CH, o NH
CH3
CH,
CH3
= =
o N o N
Finasterida Dutasterida

o CH,
CH,4
N

HO H :
Benzo quinolinona

ONO 3805

Figura 1-10. Inhibidores de la 5a-reductasa. Ay B: Compuestos de naturaleza esteroidal; C y D:
Compuestos de naturaleza no esteroidal.
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El 9 de junio de 2011, la Agencia de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
de América (Food and Drug Administration (FDA)) ha anunciado revisiones sobre la
prescripcion de inhibidores de la 5aR. Estos agentes incluyen la finasterida y la dutasterida.
Dos ensayos aleatorizados, uno de 7 afios con finasterida y otro de 4 afios con dutasterida,
que fueron ensayados con el fin de validar su utilizacibn como moléculas para prevenir el
cancer de proéstata, y en los resultados mostraron una disminucion en la incidencia de
cancer de prostata cuando a los hombres de 50 a 75 afios, con un antigeno prostéatico
entre 2.5y 10.0 ng/mL; se les administro inhibidores de la 5aR como tratamiento preventivo
para cancer de prostata. Sin embargo, en los casos en los que se desarrollo el cancer de
préstata, se observo que éste presentaba caracteristicas de ser mas agresivo, con una
escala Gleason promedio superior a 7 en comparacion con el placebo (Andriole, et al.,
2010; Thompson, et al., 2003). Lo cual restringe su uso como agentes quimio preventores
del CP.

1.3 Disefo de farmacos asistido por computador

Es conocido que los procesos tradicionales de investigacion y desarrollo para la
obtencion de nuevos principios activos y por consiguiente de nuevos farmacos, son
bastante largos y costosos. Tanto asi, que la primera fase el proceso de descubrimiento
de moléculas nuevas se estima en 3.5 afios en promedio en paises con tradicién
farmacéutica (Escalona, et al., 2005). Por otro lado, la fase de desarrollo que comprende
los estudios clinicos y el registro farmacéutico se estima que dura entre 68 y 30 meses
respectivamente. Este proceso, largo y engorroso tarda en promedio 12 afos de
investigacion, con un costo promedio de 2 billones de délares (Paul et al., 2010), lo cual
quiere decir que la inversion tanto en tiempo como en dinero es muy grande para obtener

un solo medicamento exitoso.

En la actualidad, se cuentan con diversos métodos experimentales para determinar la
estructura molecular de una sustancia. Entre ellos, las técnicas espectroscopicas como la
ultravioleta, infrarroja, la resonancia magnética nuclear de hidrégeno y carbono vy la
difraccién de rayos X (Escalona, et al., 2005). No obstante, el desarrollo de las ciencias
computacionales y la quimica computacional han propiciado la generaciéon de sistemas in
silico que permiten calcular la geometria y energia molecular, entre otros, con las cuales
podemos generar datos con una amplia aplicacion en la investigacion, tanto para la

interpretacion de resultados como para deducir informacion no asequible de manera
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experimental (Escalona, et al., 2005). Es tanto el volumen de datos que se ha generado
en los Ultimos afios mediante estas técnicas computacionales que ha sido posible
identificar numerosas macromoléculas, y el conocimiento de su secuencia de nucleétidos
0 aminoacidos, e incluso, en algunos casos, la elucidacién a nivel atdbmico de su estructura
(Escalona, et al., 2005).

El contar tanto con informacion experimental como de la quimica computacional hace
posible lograr relacionar la actividad del compuesto con su estructura quimica, lo cual
permite que con estas herramientas computacionales sea mas sencillo identificar a los
candidatos que tengan mayor probabilidad de convertirse en farmacos exitosos
(Jorgensen, 2004).

Los origenes del disefio de farmacos asistido por computador también conocido como
disefio in silico de farmacos comenzaron con los estudios de Corwin Hansch (Medina, et
al., 2006) quienes llevaron a cabo estudios de relaciones cuantitativas que correlacionaban
la estructura quimica de una serie de compuestos con su actividad biolégica medida
experimentalmente. Estos son conocidos como estudios QSAR (relacion cuantitativa entre
la estructura y la actividad) por su siglas en inglés (Medina, et al., 2006). En la década de
los setenta, se inicid con el uso de gréaficas de las moléculas generadas por computador
(Leach, 2001). Esto condujo al desarrollo del modelado molecular en tres dimensiones,
gue puede definirse como la generacién, manipulacién, célculo y prediccién de estructuras
guimicas mediante herramientas computacionales (Leach, 2001). En los afios ochenta y
noventa comenzoé a crecer el nUmero de aplicaciones de disefio de farmacos que utilizan
la informacion estructural de las macromoléculas bioldgicas con las que interaccionan los
farmacos (Tropsha & Abraham, 2003).

Debido a que los farmacos ejercen su accidén por interaccibn con macromoléculas
presentes en el organismo, el disefio de fArmacos asistido por computador se divide en
dos modalidades dependiendo de la asequibilidad del conocimiento de la estructura
tridimensional (3D) de la diana molecular, y del ligando que actla sobre el mismo. Los
estudios se enfocan en el disefio basado en la estructura del ligando y el disefio basado

en la estructura de la diana, respectivamente segln con lo que se cuente.
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1.3.1 Disefio de farmacos basado en la estructura del ligando

Cuando no se conoce la estructura del receptor en donde interactlda el ligando, los
estudios se enfocan en métodos que dependen de la informacion experimental disponible
para una serie de estructuras quimicas con actividad biolégica conocida. Uno de los
métodos mas utilizados para estos estudios son los métodos QSAR (Medina, et al., 2006;
Medina-Franco, et al., 2015) . En éstos, se aplican métodos matematicos y estadisticos
con el fin de encontrar relaciones empiricas entre diferentes variables que describen la
estructura quimica de los compuestos, calculadas de manera computacional, con su
actividad biolégica experimental (Medina, et al., 2006). Para esto, se requiere de un
conjunto de técnicas computacionales relacionadas con el disefio y visualizacién espacial
virtual de moléculas calculando propiedades fisicoquimicas moleculares. Todo esto con el
fin de hacer una prediccion de la actividad bioldégica que permita el disefio tedrico de
posibles futuros nuevos farmacos evitando pasar por el proceso de prueba y error de la
evaluacion bioldgica y evitando la sintesis organica innecesaria de los compuestos a

evaluar (Medina, et al., 2006; Puzyn, Leszczynski, & Cronin, 2010).

Cualquier investigacion QSAR incluye cuatro etapas: (i) Recopilacion de datos y
preparacion de los mismos; (ii) construccion de modelos mediante el célculo de
descriptores de la estructura quimica de los compuestos de interés y la aplicacion de
estadistica para establecer una relacién empirica entre los valores de los descriptores y la
propiedad biolégica; (iii) validacion del modelo, y (iv) explotacion modelo mediante para

predecir nuevos compuestos con la propiedad deseada (Tropsha & Abraham, 2003).

Los desarrollos recientes en este campo muestran un aumento sustancial en el tamafio
y la complejidad de los datos experimentales existentes para el analisis en los modelos
QSAR. Actualmente se utilizan herramientas de cribado virtual aplicado a los modelos
QSAR para descubrir moléculas biolégicamente activas en bases de datos o bibliotecas
de compuestos. La Figura 1-11 muestra un esquema general para el desarrollo y
aplicacion de los modelos QSAR (Tropsha & Abraham, 2003).
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Figura 1-11. Esquema general para el desarrollo de modelos QSAR y aplicaciéon del cribado virtual
(Tropsha & Abraham, 2003).
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Al momento de desarrollar un modelo QSAR se establecen ecuaciones para llegar a
predecir la actividad biolégica (A) de moléculas novedosas, gracias a que las propiedades
estructurales conocidas como descriptores (d) que pueden ser calculadas o medidas
experimentalmente pueden ser relacionadas con la actividad biolégica mediante alguna

trasformacion matematica (k) (Ecuacién 1-1).

Ecuacidn 1-1. Ejemplo ecuacion QSAR

A=k(dy,dyds.....)

La relacion entre los descriptores y la actividad biolégica puede ser lineal, donde la
propiedad puede calcularse directamente a partir del valor de los descriptores, o no lineal,
donde el valor de los descriptores se utiliza para caracterizar la similitud quimica entre las
moléculas, lo cual se usa para predecir la propiedad quimica que se busca de algun
compuesto nuevo (Ekins & Obach, 2000; Medina, et al., 2006).
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Los diferentes métodos que se han desarrollado en este sentido pueden clasificarse de
dos formas segun los parametros estructurales que se utilizan para caracterizar a las
moléculas o segun los procedimientos matematicos que se emplean para obtener las
relaciones cuantitativas entre los descriptores moleculares y la actividad biolégica. De
acuerdo con el origen de los descriptores moleculares usados en los calculos, los métodos
QSAR pueden clasificarse mediante el uso de propiedades fisicoquimicas y parametros
gue describen, por ejemplo, efectos estéricos y electrostaticos. Estos métodos son
conocidos como el andlisis de Hansch (Medina, et al., 2006). Otro grupo se basa en las
caracteristicas cuantitativas de las férmulas estructurales bidimensionales que se conocen
como estudios QSAR en dos dimensiones o0 QSAR-2D. Un tercer grupo de métodos se
basa en los descriptores obtenidos de la representacion tridimensional de gréaficas
moleculares y se les conoce como QSAR en tres dimensiones 0 QSAR-3D. El ejemplo
mas conocido de QSAR-3D es el analisis comparativo de campos moleculares (del inglés
Comparative Molecular Field Analysis, CoMFA). Esta metodologia puede mostrar los
resultados en forma grafica, interpretandose en términos de las interacciones estéricas y

electrostaticas importantes para que el ligando se una al receptor.

Como se menciond, la cantidad de datos disponibles en las bases de datos que
contienen informacién biolégica, han crecido enormemente en los Ultimos afios, tanto en
tamafo como en diversidad. En muchos casos, estas bases de datos se han establecido
para hacer frente a los intereses especificos de sus desarrolladores de acuerdo a la
evolucion de las investigaciones y teniendo en cuenta que con el desarrollo de nuevas
tecnologias es posible disefiar modelos mas complejos que proporcionen datos completos
y confiables (Badenas, 1993). La industria farmacéutica se basa cada vez mas en este tipo
de bases de datos para la generacion de nuevas ideas para la identificacién de posibles
candidatos de farmacos (Ekins & Obach, 2000). En la Tablal-3 se pueden evidenciar las
bases de datos mas relevantes para llevar cabo estudios in silico para descubrir farmacos
(Ekins & Obach, 2000).
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Tablal-3. Bases de datos relevantes para el descubrimiento in silico de farmacos (Oprea & Tropsha,

2006; Tropsha & Abraham, 2003).

Informacion Nombre de la Base de Datos y sitio web Creador
suministrada
Estructuras PubChem: http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ National Center for
quimicas y Biotechnology
actividad Information
iolai :
c:rlrﬁ)p%gelgggeen NCI: National Cancer
http://dtp.nci.nih.gov/docs/dtp search.html Institute
general
BINDING DB: Skaggs School of
http://www.bindingdb.org/bind/index.jsp Pharmacy and
Pharmaceutical Sciences
at the University of
California
Estructura http://www.hmdb.ca/ Canadian Institutes of
guimica de Health Research
metabolitos
humanos
Farmacos y NLM'’s Dailymed: http://dailymed.nlm.nih.gov/ U.S. National Library
candidatos of Medicine
clinicos - -
: p DrugBank: http://drugbank.ca/ Canadian Institutes of
informacion Health Research
quimicay ea
seguridad de los FDA: Food and Drug
mismos http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/drug Administration
satfda/
WHO Essential Drugs: World Health
http://www.who.int/medicines/publications/essen Organization
tialmedicines/en/
Datos NIEHS: http://ntp.niehs.nih.gov/ National Institute of
toxicologicos Environmental Health
Sciences
EPA ToxCast: United States
http://www.epa.gov/ncct/toxcast/ Environmental Protection
EPA DSS-Tox: Agency
http://www.epa.gov/ncct/dsstox/index.html
Estructuras ChemSpider: http://www.chemspider.com/ Royal Society of
quimicas Chemistry
ZINC: http://zinc.docking.org/ Bioinformatics and
Chemical Informatics
Research Center
e-Molecules: http://www.emolecules.com/ eMolecules Corporate
Office/Lab
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Las ventajas del estudio QSAR son su bajo costo porque puede ser ejecutado mediante
el empleo de programas computacionales de libre acceso ademas de que la informacién
necesaria para llevarlos a cabo se encuentra relativamente accesible. El calculo de
descriptores moleculares puede ser sumamente rapido segun el tipo de modelo propuesto.
Sus desventajas consisten en la necesidad de familiarizarse con las metodologias
computacionales, por ejemplo se debe aprender a manejar diferentes sistemas operativos
e interfaces gréficas y el modo de extraer la informacion a partir de las bases de datos
(Puzyn, et al., 2010). En este sentido, la resolucion de diferentes problemas de computo
para el manejo de las herramientas en algunas ocasiones no son faciles de utilizar
(Lozano-Aponte & Scior, 2012). Adicionalmente se encuentran desafios para mejorar la
exactitud y fiabilidad de los modelos QSAR porque el modelaje molecular sigue siendo una
metodologia en constante crecimiento con la necesidad de mejorar la accesibilidad a

herramientas computacionales confiables (Tropsha & Abraham, 2003).

1.3.2 Disefio de farmacos basado en la estructura de la diana

En el disefio de farmacos basado en la estructura de la diana biol6gica, se debe contar
con la estructura tridimensional de la macro-molécula o diana biolégica con la que
interactUa el ligando pues es en ésta donde se van a evaluar los compuestos para ver su
interaccion con la misma (Medina, et al., 2006). Las macromoléculas juegan un papel
importante en los procesos metabdlicos y en las rutas biosintéticas por lo tanto, la
elucidacion de la estructura tridimensional de estas moléculas ya sea por métodos
experimentales como lo son la cristalografia de rayos X, la RMN vy el barrido electronico o
por métodos in silico, mediante el empleo de herramientas bioinformaticas a través del
modelamiento molecular, conducen al conocimiento de la misma pudiéndose aplicar en
procedimientos computacionales para el disefio de moléculas con actividad bioldgica
(Anderson, 2003).

Una fuente muy comun para la obtencion de estructuras tridimensionales de
biomoléculas es la base de datos de proteinas conocida como el Protein Data Bank (PDB).
Es el repositorio mundial de estructuras tridimensionales de miles de proteinas obtenidas
por cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear ("National Center for
Biotechnology Information," 2004).

Una vez que la estructura y el sitio en la diana se identifican, hay varios caminos para
el disefio de farmacos con base en la estructura de la diana. Estos caminos pueden

clasificarse en tres modalidades: a) acoplamiento molecular; b) cribado virtual y c)
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generaciéon de novo de farmacos. En el acoplamiento molecular o docking, se estudia como
algunas moléculas conocidas que se unen el sitio activo de la diana, tales como sustratos
o cofactores, en el caso de las enzimas 0 péptidos e incluso las mismas proteinas, en el
caso de las proteinas (Medina, et al., 2006). En el cribado virtual, se estudian multiples
moléculas obtenidas de una o varias bases de datos sobre algun sitio de interés de la diana
con el fin de seleccionar los candidatos que muestren las mejores caracteristicas de
interaccion con ella. En el disefio de novo, consistente en construir las moléculas
directamente dentro del sitio activo de la diana bioldgica, por lo general se sintetizan
fragmentos de moléculas que estan acoplados en el sitio activo, unidos de una forma ideal
(Medina, et al.,, 2006) buscando analizar a fondo el sitio de union de un compuesto
predefinido. Existen también algunos programas para predecir la accesibilidad sintética de
los nuevos compuestos generados como LUDI, GRID, MCSS, CONCERTS, y SMoG
(Anderson, 2003).

Una vez obtenidos los compuestos promisoriamente mas afines por el sitio activo de la
diana de interés por cualquiera de los métodos in silico mencionados, éstos deben ser
sintetizados en el laboratorio con la finalidad de determinar y validar experimentalmente la
actividad bioldgica sobre la diana. Los programas computacionales mas utilizados en estas
metodologias se muestran en el Anexo A de acuerdo con su uso principal (Anderson,
2003).

1.3.2.1 Acoplamiento molecular o docking

El acoplamiento molecular se puede utilizar para identificar la interaccion entre una
molécula pequefia y una proteina a nivel atomico, lo que nos permite caracterizar el
comportamiento de las moléculas pequefias en el sitio de union de proteinas diana y
dilucidar los procesos bioquimicos resultantes de dicha interaccion (Meng, Zhang, Mezei,
& Cui, 2011). también se puede utilizar para predecir la actividad bioldgica potencial de
compuestos, a partir de la energia libre resultante de la interaccion entre la proteina (diana)
y el ligando o sustrato (compuesto de interés) (Meng, et al., 2011). Aquellos ligandos con
mayores puntajes de union, resultantes de una mayor afinidad de union, pueden ser
mejores candidatos para llevar a cabo su sintesis y evaluacién experimental de su actividad

bioldgica.

Para los estudios de docking es importante conocer con antelacion la ubicacion del sitio

activo o de union en la diana, con el fin de asegurar que el compuesto a ser acoplado se
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una a éste y por lo tanto, exista mayor probabilidad de que posea un mecanismo de accién
similar a compuestos con reconocida actividad sobre el mismo (Morris & Lim-Wilby,
2008). En muchos casos, el sitio de unién se conoce solo cuando se dispone de la
estructura tridimensional de la proteina. Sin embargo, también se puede obtener
informacion sobre los sitios activos por comparacion de la proteina diana con una familia
de proteinas que comparten una funcion similar o cuando hacen parte de la misma familia

de proteinas con las proteinas co-cristalizada con otros ligandos.

Teniendo en cuenta la limitacién de los gastos informéticos requeridos para llevar a
cabo un estudio de acoplamiento molecular flexible y los recursos informaticos con los que
se cuenta a la fecha, en especial las capacidades de computo requeridas, los estudios de
acoplamiento molecular en su mayoria se realizan con un ligando flexible y un receptor
rigido (Meng, et al., 2011).

Otro de los usos establecidos del acoplamiento molecular, es para identificar el modo
de unién entre una diana farmacologica y un posible ligando, es decir, permite establecer
la orientacion y conformacién que el ligando o sustrato adopta en la cavidad de la proteina
diana, para identificar el sitio de union y la modificacion de la actividad biologica (blind
docking) (Hetényi & Van der Spoel, 2002).

Para lograr una prediccion del acopamiento molecular exitosa son necesarios

basicamente tres pasos:

1. La definicibn de la estructura de la diana. Esta puede determinarse

experimentalmente o por modelado molecular.

2. La localizacion del sitio de unién. Este puede ser determinado computacionalmente,
utilizando algoritmos simples basados en la forma del ligando o sustrato y la superficie
macromolecular del receptor. También puede ser determinado por métodos empiricos

tomando como base complejos proteina-ligando conocidos (Meng, et al., 2011).

3. La determinacién del modo de unién. Esto se puede hacer empleando los algoritmos
de cada uno de los programas disefiados para este propésito como los de Glide o Autodock
(Hetényi & Van der Spoel, 2002).

El estudio de la interaccién de un farmaco con su receptor es un problema complejo
porque muchas fuerzas energéticas estan involucradas en esa union. Entre ellas, las

fuerzas hidrofobicas, las de dispersion de London, las de van der Waals, los puentes de
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hidrogeno y las electrostaticas (Hetényi & Van der Spoel, 2002). De todas éstas, las
interacciones hidrofébicas parecen ser la principal fuerza de unién, sin embargo la
especificidad de la unién entre la diana y el ligando parece ser debida a los puentes de
hidrogeno y a las interacciones electrostéticas (Nadendla, 2004). El modelado de las
interacciones moleculares en el complejo proteina-ligando es una tarea dificil porque
existen muchos grados de libertad en cuanto a las rotaciones que pueden tener los grupos
de las estructuras que se estan ensayando, también es posible que se estudien las
interacciones de una diana biol6gica como una estructura flexible donde dependiendo de
la molécula a ensayar puede cambiar la disposicion en el receptor y cambiar la fuerza de
interaccion, ademas de que no se tiene conocimiento suficiente de los efectos del

disolvente en dicha asociacién (Nadendla, 2004).

El proceso del docking consta de dos partes. La primera, consiste en la generacion de
las diferentes conformaciones de una molécula ligando con el fin de identificar la geometria
correcta del acople de éste en el sitio de unién. En la segunda, se predice la afinidad de
unién entre el ligando y su proteina diana para cada una de las conformaciones generadas,
las cuales pueden ser organizadas en orden de afinidad, segun los resultados de la funcion
de puntuacion o evaluacion, en donde se tiene en cuenta la energia libre de Gibbs de unién
(-AG), para evaluar la fuerza de union de los ligandos a la diana bioldgica (Kontoyianni,
McClellan, & Sokol, 2003).

Uno de los programas mas usados para realizar los estudios de acoplamiento molecular
automatizado es el AutoDock. Este programa utiliza un método basado en una rejilla para
permitir la evaluacion rapida de la energia union, se basa en estimar atomo por atomo la
contribucién a la unién entre el ligando y la proteina utilizando la diferencia en la superficie
entre el area del complejo de la proteina no unida y el espacio ocupado por el ligando

unido, calculando la energia libre de unién AG.

Treinta complejos de proteinas con su ligando publicadas fueron utilizados en la
calibracion de la libre funcion de energia de AutoDock utilizando sélo complejos en donde

las estructuras cristalograficas estaban disponibles (Morris et al., 1998).

En este método, la rejilla (grid) cuadricula es ubicada en el sitio de unién o sitio activo
de la proteina diana en donde un atomo de sondeo se coloca secuencialmente en cada
punto de la rejilla y se calcula la energia de interaccidn entre el atomo y el objetivo (Morris

& Lim-Wilby, 2008) almacenando el valor en la rejilla. Estas rejillas de energias pueden
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entonces ser utilizadas como una tabla de blsqueda durante la simulacion de

acoplamiento (Morris et al., 2009).

El disefio de farmacos basado en la estructura del receptor o diana es un método de
gran alcance, especialmente cuando es posible utilizar una gran cantidad de herramientas
computaciones que se encuentran actualmente disponibles. Dado que se esta enfocado a
las bibliotecas de compuestos sintetizados, se puede llevar a cabo de una manera muy
sencilla la evaluacion de todas estas moléculas sobre las proteinas que cuentan estructura
3D representando una ventaja sobre los métodos experimentales (Badenas, 1993). Cada
dia mas investigadores se dedican a los estudios de interacciones moleculares, lo que
hace gue este tipo de investigaciones estén creciendo rapidamente y se conviertan en una
herramienta idénea para la buUsqueda y descubrimiento de entidades moleculares

bioactivas.

1.3.3 Modelado molecular de proteinas

Cuando se realizan los estudios de disefio de farmacos basados en la diana es
indispensable contar con un receptor -caracterizado estructuralmente ya sea
experimentalmente o mediante herramientas computacionales o in silico. Este proceso de
prediccion de la estructura terciaria se conoce como modelado molecular, el cual en la
actualidad es de gran utilidad en la comunidad cientifica, ya que han mostrado resultados
confiables comparables con los obtenidos experimentalmente (Medina, et al., 2006).

La falta de conocimiento de las estructuras tridimensionales de las dianas biol6gicas ha
obstaculizado el comprender como es la unidn de ligandos a éstas dificultando la obtencién
de entidades quimicas activas (Badenas, 1993). Gracias al surgimiento de diversos
programas de computo especializados en modelado molecular, y al desarrollo del proyecto
del genoma humano, ha sido posible conocer gran cantidad de genes y las proteinas que
estos codifican, lo que ha llevado a identificar un gran nimero de nuevas dianas
terapéuticas para el descubrimiento de farmacos (Escalona, et al., 2005). Ademas, ha
permitido enriquecer las bases de datos con informacion biolégica que estan a disposicion
en internet (Vyas, Ukawala, Ghate, & Chintha, 2012).

Desde la década de los 60 con los estudios de (Anfinsen, 1959) sobre enzimas
ribonucleasas presentes en diferentes organismaos y mamiferos que participan en procesos

fisiolégicos diversos como: muerte celular, replicacion del DNA, transcripcion,



56  Prediccidon computacional de la estructura terciaria de la enzima 5a-reductasa tipo Il humana
y estudio de su acoplamiento molecular.

procesamiento y edicién del RNA; defensa del hospedero y control del crecimiento tumoral
(Usuga & Rugeles, 2006), se determin6é que la informacién de la estructura 3D de una
proteina reside en su secuencia de aminoacidos (Selvaraj, 2014) por lo tanto, a partir de
la secuencia de aminoacidos es posible predecir un modelo tridimensional de la misma.

La funcion de una proteina estd determinada principalmente por su estructura
tridimensional, pero los métodos para la determinacion experimental de esta estructura
requieren de mucho tiempo y dinero. El proceso incluye cominmente el desarrollo de un
sistema de expresion de proteinas, purificacion de las mismas, cristalizacion y finalmente
determinacion de la estructura, donde cada paso sucesivo puede tomar hasta afios para
lograrlo con éxito (Pitman & Menz, 2006). Por este motivo, aunque el numero de
secuencias de proteinas disponibles ha aumentado de forma exponencial, el nUmero de
estructuras de 3D de proteinas derivadas experimentalmente es muy bajo (Pitman & Menz,
2006).

La prediccion estructural de proteinas, entendida como aquella que hace uso de
herramientas computacionales y de medios informéticos constituye una herramienta
idénea cuya aplicabilidad se ha incrementado en los altimos por la dificultad de hacer dicha
determinacion de manera experimental. La prediccién estructural de proteinas se puede
clasificar en dos grandes categorias: a) Predicciébn de la estructura secundaria y b)
prediccion de la estructura terciaria. La prediccidon de la estructura secundaria intenta
localizar los segmentos de la cadena polipeptidica que adoptan la estructura de a-hélice o
de hoja B-plegada y las regiones que contienen estos elementos estructurales secundarios
(Leach, 2001). En la prediccién de estructura terciaria, se intenta obtener la estructura
tridimensional o estructura nativa de la proteina (Selvaraj, 2014). Dado que como objetivo
del presente trabajo se determinara in silico la estructura tridimensional de la 5aR a
continuacion nos enfocaremos a explicar en qué consiste la prediccion de la estructura
terciaria por este método.

Para la prediccion de la estructura terciaria de las proteinas, se utilizan tres
metodologias principales: 1) El modelado por homologia, también llamado modelado
comparativo; 2) el threading o plegamiento y 3) la prediccién estructural de novo (Figura
1-12). Segun el tipo de proteina a modelar y la informacién que se tenga previamente de
la proteina, se elige la metodologia 0 metodologias necesarias para realizar la construccion

de la estructura 3D (Kalyaanamoorthy & Chen, 2013).
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Figura 1-12. Metodologias empleadas para el modelado de proteinas (Kalyaanamoorthy & Chen,
2013).

1.3.3.1. Modelado de proteinas por homologia

El modelado por homologia consiste en la construccion del modelo de una proteina de
la que no se conoce su estructura cristalina, a partir de su secuencia de aminoacidos (o
estructura primaria) y de una o unas estructuras tridimensionales de una proteina
homologa empleada como plantilla o template. Se sabe que proteinas relacionadas
evolutivamente tienen secuencias similares y estructura tridimensional similar (Pitman &
Menz, 2006). Por lo tanto, esta metodologia se basa en la identificacion de estructuras
conocidas con cierta relacion con la estructura 3D de la proteina a elucidar (Chothia, 1992;
Chothia & Lesk, 1986).

El objetivo consiste en construir un modelo in silico con una precisibn comparable al
obtenido experimentalmente, permitiendo generar rapidamente modelos confiables
cuando las técnicas experimentales para la prediccidn proteica fallan, como en el caso de
proteinas muy grandes dificiles de analizar por RMN o cuando no se pueden determinar
por difraccion de rayos X, como por ejemplo las proteinas trans-membranales que son
dificiles de cristalizar (Chung & Subbiah, 1996).
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En este sentido, el modelado por homologia se esta convirtiendo en el método de
eleccion para obtener las coordenadas 3D de las proteinas diana, permitiéndonos realizar
una representacion similar de los residuos de las proteinas en su ambiente
correspondiente, en ausencia de datos experimentales y proporciona informacién sobre
las bases moleculares y funciones de una diana biolégica particular (Abbaszadegan et al.,
2013).

Dado que la estructura de la proteina esta determinada por su secuencia de
aminodacidos, es muy importante conocer dicha caracteristica de la proteina que se va a
modelar. En este sentido y como se menciond, hay que considerar que las secuencias de

aminodcidos similares se pliegan de forma similar (Krieger, Nabuurs, & Vriend, 2003).

Existen cuatro pasos importantes durante el modelado de homologia (Figura 1-13). En
el primero, a partir de la secuencia de aminoécidos se identifica la estructura de la proteina
gue se va a utilizar como plantilla. En el segundo, la secuencia de la proteina conocida se
alinea o sobrepone sobre la plantilla para observar la similitud de la misma con la secuencia
problema o con la proteina a ser modelada o secuencia diana. En el tercero, se utiliza la
alineacion como guia para generar las coordenadas 3D del modelo tridimensional que se
busca generar. Por Ultimo, el modelo se optimiza utilizando técnicas de célculo y
estereoquimica. A menudo, este proceso se repite tantas veces sea necesario a fin de

obtener un modelo adecuado (Pitman & Menz, 2006).

En este método de modelado se busca encontrar proteinas relacionadas entre si desde
el punto de vista evolutivo siendo esto posible, cuando la proteina desconocida y la
proteina que se va a utilizar como plantilla comparten méas del 30 % de identidad en su
secuencia o estructura primaria (Abbaszadegan, et al., 2013). Cuando no se encuentre
una plantilla con este porcentaje de identidad se recurre al empleo de otros métodos como

es el threading y de novo a fin de realizar el modelado (Kalyaanamoorthy & Chen, 2013).
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Figura 1-13. Modelado de proteinas por el método de homologia (Pitman & Menz, 2006).

1.3.3.2. Modelado de proteinas por threading o plegamiento

Los métodos de prediccion por plegamiento se basan en que las estructuras 3D de las
proteinas muestran una mejor conservacion durante su evolucién en comparacién con su
secuencia de aminodcidos, es decir, las proteinas sin aparente similitud de secuencias
podrian tener pliegues similares (Rangwala, 2010). Hay varios casos que pares de
proteinas son estructuralmente similares pero no comparten identidad de secuencia de

aminodacidos. Hoy en dia, se conoce que hay aproximadamente diez diferentes pliegues
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en el cincuenta por ciento de las proteinas con estructura 3D conocida (Dorn, Silva, Buriol,
& Lamb, 2014).

El objetivo general de la prediccion de estructuras en 3D por métodos de plegamiento
consiste en adaptar de manera correcta una secuencia de aminoacidos de una proteina a
un modelo estructural en 3D (Dorn, et al., 2014). Este método utiliza los pliegues de las
proteinas conocidas en las proteinas para la construccion de la estructura terciaria de una
proteina cuya estructura 3D es desconocida. En este método, la secuencia diana se utiliza
para buscar en las bases de datos el plegado de la estructura con el fin de identificar las
proteinas que tienen patrones de plegamiento similares (Kalyaanamoorthy & Chen, 2013).
Durante esto, se coloca la secuencia de aminoacidos problema en las posiciones
estructurales de una estructura 3D utilizada como plantilla, implicando dos procedimientos
basicos: a) La seleccién de un modelo estructural a partir de una biblioteca de modelos de
proteinas con estructura 3D y b) el encontrar la sustitucidon correcta entre la secuencia
problema y los modelos estructurales llenando los posibles espacios entre la secuencia y
la estructura 3D. Para poder obtener un modelo adecuado, este método utiliza informacion
estructural como son los patrones de contacto de entre residuos, la estructura secundaria
de la proteina y la accesibilidad del solvente a ciertos puntos de ésta, las cuales no pueden
ser detectadas Unicamente por las similitudes entre las secuencias de aminoacidos (Dorn,
et al., 2014). Sin embargo, este tipo de modelado puede ser inapropiado cuando una
secuencia de aminoacidos objetivo posee un patron de plegamiento que no coincide con

ninguno de los pliegues de proteinas conocidas (Kalyaanamoorthy & Chen, 2013).

Un método de modelado por plegamiento consta de tres pasos (Figura 1-14): 1)
Identificacion de una biblioteca de plantillas estructurales; 2) Construccion del modelo y 3)

Evaluacién energética del modelo (Dorn, et al., 2014).
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Figura 1-14. Representacion esquematica de un procedimiento de threading.1l) Los plegamientos
de la proteina plantilla se seleccionan a partir de una biblioteca de estructuras 3D de proteinas; 2)
se construyen los modelos para la proteina diana; 3) se calcula la energia potencial de las
estructuras y se punttan los modelos (Dorn, et al., 2014).

1.3.3.3. Modelado de proteinas por el método de novo

Cuando el modelado por homologia y threading no es aplicable, se puede utilizar el
método de novo para el modelado de proteinas que se basa en el principio fisicoquimico
de preferir el estado de minima energia de las proteinas para hacer el modelado
(Kalyaanamoorthy & Chen, 2013). Se realiza una busqueda conformacional a gran escala
para identificar aquellas conformaciones estructurales de minima energia para una
secuencia de aminoacidos determinada empleando para ello Simulaciones Monte Carlo y
enfoques de dinAmica molecular que requieren de un gasto computacional considerable
(Kolinski & Bujnicki, 2005). Recientemente con el desarrollo de diversos programas
computacionales como ROSETTA e I-TASSER se han alcanzado varios avances en el

desarrollo de modelos tridimensionales, sin embargo, el tiempo elevado de calculo sigue
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siendo una limitante de esta metodologia (Kalyaanamoorthy & Chen, 2013; Selvaraj,
2014).

Aungue el modelado comparativo se limita a las familias de proteinas con al menos una
estructura conocida, la prediccion de estructuras de novo no tiene tal limitacion. Los
métodos de novo parten de la suposicion de que el estado natural de una proteina esté en
el minimo global de energia libre y lleva a cabo una busqueda a gran escala del espacio
conformacional de estructuras terciarias de proteinas que tienen baja energia libre para la
secuencia de aminoacidos dada. Los dos componentes principales de estos métodos son
el procedimiento para la busqueda conformacional y la funcion de energia libre utilizada
para la evaluacion de dichas conformaciones. Para permitir la busqueda rapida y eficiente
del espacio conformacional, a menudo sélo un subconjunto de los &tomos de la cadena

proteica se representa de forma explicita (Rohl & Baker, 2002).

Recientemente se han evidenciado avances prometedores en la prediccion de la
estructura proteica por el método de novo. Un método particularmente exitoso emplea el
programa ROSETTA (Rohl & Baker, 2002) que se basa en el plegamiento de proteinas
por segmentos cortos y que produce el plegamiento para el estado nativo de la proteina
cuando estos segmentos locales estan orientados de tal manera que generan

interacciones de baja energia libre (Baker & Sali, 2001).



2. Materiales y Métodos

2.1 Equipos

En la Tabla 2-1 se detallan las caracteristicas de los equipos utilizados en este trabajo.

Tabla 2-1. Caracteristicas de los equipos utilizados.

Equipo/Marca

Caracteristicas

Computador
Satellite

portatii marca TOSHIBA

Modelo: S845. Procesador: Intel Core i5-
3210M CPU @2.5 GHz

8Gb de Ram

Disco Duro de 680 Gb

Hewlett-Packard

Pavilion Procesador AMD Athlon (tn) X2
Dual-Core QL-62 2GHz

4Gb de Ram

Disco duro de 500Gb

2.1.1 Programas computacionales

Los programas computacionales y servidores web utilizados en este trabajo se describen

en la Tabla 2-2.

Tabla 2-2. Caracteristicas de los programas computacionales y servidores empleados.

Protein Database Unidos.

National Institute of Health

Es una division de la
biblioteca nacional
(NLM) donde se relnen bases de
datos biomédicas.

Programa o Servidor Caracteristicas Referencia
web/version/compafiia
desarrolladora
National Center for Base de datos del Centro Nacional | ("National Center
Biotechnology (NCBI) de Biotecnologia de los Estados | for Biotechnology

Information," 2004)
de medicina
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Tabla 2-2. Caracteristicas de los programas computacionales y servidores empleados

(Continuacion).

Programa o Servidor Caracteristicas Referencia
web/versién/compafiia
desarrolladora
BLASTp Programa computacional para el | (Altschul et al.,
alineamiento de secuencias locales | 1997)
Version: 2.2.31 de ADN, ARN o de proteinas. Es
capaz de comparar una secuencia
Altschul S.F., Gish W., de aminoacidos o acidos nucléicos
Miller E.W., Lipman D.J., | problema contra una gran cantidad
de secuencias que se encuentren en
NCBI la base de datos. El algoritmo que
emplea el programa permite
encontrar las secuencias que tienen
mayor identidad con la secuencia
problema en dicha base de datos.
MODELLER Programa computacional para el | (Eswar et al,
modelado tridimensional de | 2006)
Version: 9.14 proteinas por homologia teniendo en
; cuenta la alineacion de wuna
Andrej Sali secuencia problema con proteinas
University of California, | de estructura 3D relacionada
San Francisco conocida.
El programa calcula

automaticamente un modelo
proteico considerando todos los
posibles &atomos de carbono vy
heterodtomos en la estructura
predicha, sin considerar los atomos
de hidrégeno.

I-TASSER Servidor web para la prediccion de | (Zhang, 2008)
la estructura 3D y funcion biologica
Version: 4.3 de moléculas proteicas a partir de su

Yang Zhang Lab

secuencia de aminoacidos.
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Tabla 2-2. Caracteristicas de los programas computacionales y servidores empleados
(Continuacion).

Programa o Servidor Caracteristicas Referencia

web/version/compafiia

desarrolladora

PHYRE2 Servidor web para la prediccion | (Kelley, Mezulis,
estructural de proteinas de uso no | Yates, Wass, &

Version: 2.0 comercial. Utiliza una biblioteca de | Sternberg, 2015)

Lawrence Kelley

Biotechnology and
Biological Sciences
Research Councll

estructuras proteicas conocidas
tomadas de la Clasificacién
Estructural de Proteinas (SCOP) y
del Protein Data Bank (PDB)

PSIPRED

Version: 3.3

David T. Jones

Servidor web que analiza la
estructura secundaria de las
proteinas. Trabaja bajo la modalidad
de redes neuronales teniendo en
cuenta las salidas de PSI-BLAST.
Cuenta con diferentes algoritmos
para la prediccion de la estructura
secundaria, segun la topologia de
las proteinas.

(Buchan, Minneci,
Nugent, Bryson, &
Jones, 2013)

Protein Wizard Preparation

Schrodinger, Inc.

Programa  computacional que
permite la preparacion de proteinas
para su andlisis bioinformatico
mediante la correccién estructural
del sistema en estudio, permitiendo
obtener una estructura ideal de alta
precision.

(Schrodinger,
2011c)

Prime
Version: 2.3

Schrodinger, Inc.

Programa para prediccion
estructural de proteinas con una
interfaz  facil de usar. Permite
generar modelos precisos de dianas
para el disefio de farmacos con base
en la estructura.

(Schrodinger,
2011b)

Marvin Sketch
Version: 6.1
ChemAxon

Programa para construir estructuras
guimicas a través de una interfaz
grafica.

(ChemAxon, 2013)
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Tabla 2-2. Caracteristicas de los programas computacionales y servidores empleados

(Continuacion).

para uso multiplataforma en quimica
computacional. Cuenta con diversas
herramientas para la optimizacion de
la geometria molecular.

Programa o Servidor Caracteristicas Referencia
web/versiéon/compafiia
desarrolladora
AutoDock Programa automatizado que permite | (Morris, et al.,
Version: 4.2.6 predecw_como pequefias molec_ulas 2009)
pueden interaccionar con una diana
The Scripos Research de estructura 3D conocida en
. PP estudios de acoplamiento molecular.
Institute
AutoDockTools Interfaz  grafica del programa | (Morris, et al.,
Versién: 4.2 AutoDock 4.2.6 y AutoDock Vina. | 2009)
" Facilita tanto la preparacion de la
, molécula ligando como la de la diana
Lifitﬁfé'pps Research biolégica para los estudios de
acoplamiento molecular.
Avogadro Programa editor y visualizador de | (Hanwell et al.,
Version: 2.07 estructuras moleculares disefiado | 2012)

Discovery Studio

Programa visualizador y simulador

(Biovia, 2014)

Swiss-model-QMEAN

Swiss Institute of
Bioinformatics

los modelos obtenidos que permite
clasificar un conjunto de modelos e
identificar regiones potencialmente
poco fiables dentro de éstos.

de moléculas que permite la
Version: 4.0 moadificacion y estudio de éstas.
Acelerys
PvMol Programa visualizador de moléculas | (Schrédinger,
y gue permite la personalizacion de | 2013)
o imagenes 3D de éstas. Posee una
Version: 1.7.6 . Lo .
interfaz grafica que proporciona alos
. usuarios un control preciso y potente
Schrodinger, Inc. gue a su vez permite interpretar mas
de 30 formatos de archivos
diferentes.
Servidor para estimar la calidad de | (Benkert, Biasini,

& Schwede, 2011;
Benkert, Kinzli, &
Schwede, 2009)
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Tabla 2-2. Caracteristicas de

(Continuacion).

los programas computacionales y servidores empleados

Programa o Servidor
web/versién/compafiia
desarrolladora

Caracteristicas

Referencia

Clustal Omega

Version: 1.2.0

Des Higgins

European Molecular
Biology Laboratory

Programa para la alineacion de
secuencias mdultiples de proteinas
gue calcula la mejor combinacion de
alineacion entre secuencias. Permite
calcular la identidad y la similitud
entre secuencias.

(Larkin et al., 2007)

SiteMap

Schrodinger, Inc.

Es una herramienta del programa
Schrédinger Gt para obtener
informacién sobre los sitios de unién
en las proteinas que pueden ser mas
adecuados para la unién de
ligandos.

(Schrodinger,
2011d)
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2.2 Métodos

2.2.1 Procedimientos generales

NCBI (NP_000339)

PSIPRED ( 3.3)

BLASTp Clustal Omega

MODELLER (9.14) I-TASSER (4.3) PHYRE2

Swiss-Model-QMEAN Grafico de Ramachandran ProQ

“

AutoDock 4.6

Figura 2-1. Proceso metodolégico llevado a cabo en el presente estudio.
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2.2.2 Archivos y entradas utilizados

La identificacion de la secuencia de aminoacidos para la enzima 5aR-Il se realizé por
busqueda con palabras clave descargandola en un archivo de texto en formato .fasta,

archivo de entrada para otros servidores.

Para el analisis de su estructura primaria y secundaria por PSIPRED (Buchan, et al.,
2013) solo fue necesario utilizar como archivo de entrada la secuencia de aminoacidos de

la 5aR-Il en formato de texto tipo .fasta

El alineamiento de la secuencia de la 5aR-1l seleccionada con cada una de las plantillas
identificadas se realiz6 utilizando como archivos de entrada las secuencias en formato de

texto tipo .fasta

La construccion de los modelos en MODELLER (Eswar, et al., 2006) requiri6 de
archivos de texto de entrada con la secuencia .ali y los script 0 archivos de programacién
con Ordenes ejecutables se disefiaron en el lenguaje de programacion Python. Una vez
ejecutados, el programa entregé los modelos 3D con las coordenadas en formato .pdb y
un archivo de texto .txt con el resumen de la construccion del modelo su evaluacion

energeética.

La construccion de los modelos con I-TASSER (Zhang, 2008) requirio como archivo de
entrada la secuencia de amino&cidos en formato .fasta. Las plantillas de proteinas
estuvieron especificadas en el servidor por el codigo PDB al momento de enviar el trabajo
y a vuelta de correo se recibieron los modelos en formato .pdb con un link con el andlisis

de los mismos.

La construccion de los modelos con PHYRE2 (Kelley, et al., 2015) requiri6 como
archivo de entrada la secuencia de aminoacidos en formato .fasta o .txt, recibiendo a
vuelta de correo un link para descargar los modelos predichos en formato .pdb junto con

un andlisis de los mismos.

Para la validacion de los modelos por Swiss Model-QMEAN (Benkert, et al., 2009) se
requiri6 como archivo de entrada el modelo en .pdb y la secuencia de aminoacidos en

formato de texto .fasta
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Para la validacién de los modelos por el grafico de Ramachandran (Cooper, 1995) se

ingresd el modelo en formato .pdb dentro del programa.

En el estudio de acoplamiento molecular los ligandos se construyeron en formato .mol
y luego se exportaron en formato .mol2 a coordenadas 3D. Los modelos y ligandos en
formato .pdb se cambiaron a formato .pdbgt en el programa AutoDock para el
acoplamiento molecular obteniéndose los resultados en formato .pdbgt posible de

convertirlo a .pdb para leer los resultados en un programa externo.

2.2.3 Seleccion de la secuencia de aminoacidos de la enzima 5a-
reductasa tipo 2 humana para la construccion del modelo
tridimensional

La secuencia de aminoacidos de la enzima 5aR-Il (SRD5A2) se obtuvo de la base de
datos de la NCBI (c6digo NP_000339) cuya busqueda se realizé por el nombre 3-0x0-5-
alpha-steroid-4-dehydrogenase 2 (Kang, et al., 2013). A partir de ésta se identifico la
secuencia que pertenecia a la especie Homo sapiens y a la isoforma tipo 2 que fue la que

se eligio para el estudio.

2.2.4 Determinacion de la estructura secundaria a la secuencia de
aminoacidos seleccionada de la 5a-reductasatipo 2 humana
para la construccion del modelo

A partir de la secuencia de aminoacidos identificada, se analizé su estructura primaria
y secundaria por medio del servidor PSIPRED (Buchan, et al., 2013), un servidor web de
libre acceso en el cual solo es necesario enviar la secuencia proteica para recibir los

resultados por correo electronico mediante un link para analizarlos visualmente.

2.2.5 Alineamiento de la secuencia proteica seleccionada de la 5a-
reductasa tipo 2 humana para la construcciéon del modelo

tridimensional
Con la secuencia identificada se realizdé un alineamiento por medio de la herramienta

BLAST® disponible en la misma pagina de la NCBI, especificamente utilizando el médulo

BLASTp para la comparacion de secuencias de aminoacidos de proteinas. Dicho
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alineamiento tuvo la finalidad de comparar la secuencia y el nivel de conservacién de la
enzima 5aR-1I con las proteinas disponibles en la base de datos Protein Data Bank (PDB)
con estructura 3D conocida (Berman et al., 2000). De esta manera se seleccionaron las

proteinas de mayor identidad que permitieran comenzar a construir el modelo.

Ademas de llevar a cabo el alineamiento de secuencias de aminoacidos y nivel de
conservacion entre las proteinas del PDB y la 5aR-1l mediante BLASTp, también se realizo
un alineamiento multiple en el servidor ClustalW (Larkin, et al., 2007) entre las secuencias
de aminoacidos de la enzima 5aR-Il con la enzima 5B-reductasa (58R) (codigo PDB:
3BUR) y con otra reductasa trans-membranal (codigo PDB: 4QUV) recientemente
determinada (Li, Roberti, & Blobel, 2015). Dicho alineamiento tuvo como finalidad
determinar si alguna de estas enzimas con estructura 3D conocida podria servir como

patron para la construccion del modelo 3D de la 5aR-Il.

2.2.6 Construccion del modelo tridimensional de la enzima 5a-
reductasa tipo 2 humana

Con la finalidad de contar con un modelo valido de la enzima 5aR-Il se construyeron
varios modelos mediante el empleo de diferentes plataformas computacionales como
MODELLER , I-TASSER (Zhang, 2008) y PHYRE2 (Kelley, et al., 2015). Ademas esto
permitié identificar el mejor programa computacional o servidor web para modelar esta
proteina.

Los modelos proteicos tridimensionales se construyeron a partir de las plantillas de las
secuencias de proteinas que resultaron con mejor puntaje durante el estudio de
acoplamiento o alineamiento entre ellas.

Para la construccion del modelo en el programa MODELLER (Eswar, et al., 2006)
primero se realiz6 un alineamiento de la secuencia problema con las plantillas
identificadas siguiendo los criterios del programa. Para ello, se programaron y ejecutaron
los scripts del programa obteniéndose los archivos en .pdb de los modelos
tridimensionales. El programa MODELLER evalGa los modelos mediante funciones de
puntuacién propias como DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) que toma en cuenta
la menor energia de los modelos construidos siendo el modelo mas adecuado el que
presente la menor energia (Fiser & Sali, 2003). El parametro G341 score evalud la similitud

del modelo comparado con la plantilla utilizada para su construccién (Eswar, et al., 2006).
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Para los modelos 3D construidos en el servidor I-TASSER (Zhang, 2008) se tomaron
en cuenta alineamientos mdultiples comparando los plegamientos de estructuras de su
base de datos con los de la secuencia problema y con los de la plantilla (Zhang, 2008).
Para este caso fue necesario ingresar la secuencia de aminoacidos seleccionada al
servidor y el cédigo PDB de la plantilla a utilizar en los formatos solicitados. Los resultados
se recibieron a través de correo electronico en formato .pdb con su respectivo analisis
utilizado la funcién de puntuacion llamada C-score relacionada con la similitud entre el
modelo final y las estructuras determinadas experimentalmente. La puntuacién va de -5 a
2 indicando que cuando el modelo muestra una puntuacién méas positiva es de mejor
calidad (Roy, Kucukural, & Zhang, 2010).

La tercera herramienta con la que se construyd el modelo tridimensional de la 5aR-II
fue el servidor PHYREZ2 (Kelley, et al., 2015), en este servidor al igual que en I-TASSER
se puede generar un modelo de forma sencilla con solo proporcionar la secuencia de
aminoacidos que se desea modelar. La secuencia se carga al servidor y a vuelta de correo
electrénico se recibe un enlace con los resultados del trabajo y las estructuras 3D. Este
mismo servidor evalla los modelos segun el andlisis por el grafico de Ramachandran
(Cooper, 1995). Hay que tener en cuenta que cualquier método de prediccién de
estructura tridimensional necesita un punto de partida para el modelado sin embargo
todavia no hay métodos fiables para predecir la estructura de la proteina pura de la

secuencia sola, sin referencia a las estructuras conocidas (Kelley, et al., 2015).

2.2.7 Optimizacion del modelo tridimensional de la enzima 5a-
reductasa tipo 2 humana

Dado que las estructuras de los modelos generados por los distintos programas
computacionales o servidores web pueden contener errores, como falta de atomos de
hidrogeno, presencia de algunos aminoacidos espacialmente en zonas no permitidas o
algunas de las cadenas predichas del modelo pueden resultar incompletas, es necesario
mejorar u optimizar el modelo. Por ello, las cadenas se completan y se minimiza su
energia para obtener la conformacion energética mas estable del modelo (Tastan, De
Beer, & Joubert, 2008).

La optimizacion de los modelos tridimensionales generados de la enzima 5a-reductasa
tipo 2 se llevo a cabo mediante la aplicacion Protein Preparation Wizard (Schrodinger,

2011c) del moédulo Maestro version 9.2 del programa computacional Schrédinger
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(Schrodinger, 2011a) . Para ello, cada uno de los modelos generados en formato PDB se
reviso con esta herramienta para completar las cadenas faltantes y adicionar &tomos de
hidrégeno faltantes y una vez hecho esto, se procedié a minimizar energéticamente la
proteina mediante el campo de fuerza OPLS-2005, utilizando una minimizacién por
gradiente con 500 pasos, con el fin de refinar pequefos detalles espaciales y de distancias
entre aminoacidos haciendo un reordenamiento espacial de su estructura, minimizando

Su energia sin empaquetar la estructura (Stortz, Johnson, French, & Csonka, 2009).

2.2.8 Validacion de los modelos tridimensionales de la enzima 5a-
reductasa tipo 2 humana

Una vez optimizados los modelos 3D, el paso a seguir consistié en su validacion con
el fin de determinar si dichos modelos eran estructuras viables para llevar a cabo estudios
computacionales. Para ello, se evalud la calidad global de la proteina mediante diferentes
servidores especializados buscando que las regiones estructurales de los modelos
evaluados se encontraran en regiones aceptables segun su disposicion espacial e
identificando que las cadenas laterales de los aminoacidos se encontraran completas
(Santos, Andrade, & Alencastro, 2003). El proceso de validacién se realizd por medio del

servidor web Swiss Model (http://swissmodel.expasy.org/) que cuenta con el servidor

QMEAN que significa “analisis cualitativo de modelo energético” (Benkert, Tosatto, &
Schomburg, 2008). Este es un servidor que evalla por puntuacion a los mejores modelos
3D, describiendo los principales aspectos geométricos de las proteinas. Para ello, utiliza
diferentes parametros descriptivos como el potencial dependiente de la distancia entre el
modelo a evaluar y las distintas estructuras cristalizadas que se encuentran en las bases
de datos, asi como también su potencial de solvatacion y angulo de torsién (Benkert, et
al., 2008). A partir de dichos parametros se obtuvieron diferentes puntajes que permitieron
validar los diferentes modelos encontrando al mas adecuado para los estudios de
acoplamiento molecular. El servidor ProQ por su parte, permitié identificar los modelos
correctos segun sus plegamientos a través de los pardmetros de calidad LG score y
MaxSub ingresando el modelo en formato .pdb en el servidor y recibiendo el resultado
bajo los parametros de calidad “Correcta, Buena y Muy Buena’ segun la Tabla 2-3
(Wallner & Elofsson, 2003).


http://swissmodel.expasy.org/
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Tabla 2-3. Parametros del programa ProQ para la evaluacion de la calidad de modelos obtenidos
in silico.

Parametro y calidad del modelo
Correcta Buena Muy Buena
LG score > 1.5 LG score > 3 LG score > 5
MaxSub >0.1 MaxSub > 0.5 MaxSub > 0.8

De manera adicional, los modelos también fueron validados mediante las graficas o
mapas de Ramachandran (Morris, MacArthur, Hutchinson, & Thornton, 1992). Esta es una
técnica eficiente para visualizar la distribucién de los angulos de torsion ¢ y @ en una
estructura proteica, constituyéndose en un pardmetro importante para el plegamiento de
la proteina (Morris, et al., 1992). En este sentido, un modelo mas viable tendra la mayor
parte de sus residuos de aminoacidos dentro de los cuadrantes del mapa de
Ramachandran donde se presente la agrupacién méas favorable en cuanto a los angulos
mencionados. En el caso contrario, un modelo pobre no tendra la agrupacion correcta y
como resultado, los angulos de algunos de sus residuos pueden estar presentes en las
regiones no permitidas (Morris, et al., 1992). En el grafico de Ramachandran las diferentes
regiones de la proteina suelen representarse mediante cddigos de colores asi, las zonas
de color rojo son las mas favorables en cada uno de los cuadrantes y hacia afuera de esa
zona comienza las regiones menos favorables pasando de color rojo como la mas
favorable a color amarillo como la menos favorable y zona color blanco como no favorable
tal y como se ve en la Figura. Este gréafico agrupa a los aminoacidos de la proteina

evaluada segun su estructura secundaria en cada uno de los cuadrantes (Cooper, 1995).
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Figura 2-2. Grafico de Ramachandran mostrando sus cuadrantes (Cooper, 1995).

2.2.9 Estudio de acoplamiento molecular (Docking) entre el
modelo tridimensional determinado y su sustrato endégeno
e inhibidores

Una vez optimizado y validado el modelo 3D de la enzima 5a-reductasa tipo 2, se llevo
a cabo un estudio de su acoplamiento molecular tanto con su sustrato endégeno
testosterona como con sus inhibidores de aplicacién clinica finasterida y dutasterida
(Deters & Raymond, 2014) en el programa computacional AutoDock versién 4.2. (Morris,
et al., 1998). Tanto las moléculas del sustrato como inhibidores se construyeron en 2D
mediante el programa MarvinSketch 6.1.3 (ChemAxon, 2013). Acto seguido, se obtuvo su
estructura 3D guardando los archivos en formato .mol2. A las estructuras 3D se les
optimiz6 la geometria molecular a través de la obtencién de los conférmeros de minima
energia (Stortz, et al., 2009). Los parametros de minimizacion energética y optimizacion
molecular fueron: 500 pasos por gradiente en el software Avogadro con un campo de
fuerza MMFF94, aconsejado para estudios de acoplamiento entre un receptor y su ligando

(Bort, Herrero, Rodriguez, Lorenzo, & Munar, 2001).
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Las moléculas 3D del sustrato, inhibidores y enzima 5a-reductasa tipo 2 optimizadas
geométrica y energéticamente, se cagaron a la herramienta AutoDockTools (Morris, et al.,
2009), que es la interfaz grafica que permitié preparar y realizar el estudio de acoplamiento
molecular (docking). En esta interfaz, se emplearon tanto el modelo 3D de la diana
biolégica (enzima 5a-reductasa tipo 2) determinado in silico como las estructuras del
sustrato enddgeno testosterona e inhibidores finasterida o dutasterida y se les dejo rigidos
(Meng, et al.,, 2011) generando una rejilla (grid®) y los archivos de 6rdenes (scripts)
necesarios para el acoplamiento molecular en AutoDock4 en su version 4.2.6 (Gltima
version estable disponible), parametrizando el algoritmo bajo 100 corridas en todos los
casos. Los resultados se analizaron por medio de AutoDock Tools que es el visualizador
grafico del programa que arroja una puntuacion de acoplamiento tomando como base la
estimacién de la energia libre de Gibss de union (AGunisn) €ntre el sustrato endégeno e
inhibidores con el modelo de la 5aR-Il. Ademas este programa mostré el nUmero de poses
que tomoO cada acoplamiento dentro del modelo evaluado y permitié inferir un sitio
probable para la unién a la enzima a través del andlisis de las regiones donde tanto el

sustrato enddégeno como los inhibidores interactuaban con la misma.

De manera adicional y con la finalidad de ubicar el sito activo de la 5a-reductasa tipo 2
en el modelo construido, se llevd a cabo la busqueda de los sitios potenciales de unién
mediante el programa SiteMap (Schrodinger, 2011d). Este programa es una herramienta
del programa Schrodinger que hace una busqueda sobre la superficie de la proteina
(modelo 3D de la 5a-reductasa tipo 2) visualizada en el programa Maestro, sobre la cual
se establece una rejilla (grid) de puntos para localizar los sitios potenciales de unién
(Schrodinger, 2011d). Posteriormente, se hicieron mapas del sitio determinado, evaluando
sitios hidrofébicos e hidrofilicos, que fueron puntuados a fin de mostrar cuales serian los

sitios de union mas probables (Schrodinger, 2011d).

5> Grid: Es una red o rejilla tridimensional establecida o generada en ciertos puntos de la diana
biolégica para facilitar los calculos del acoplamiento molecular. Dicha rejilla puede rodear parcial o
totalmente a la macromolécula en estudio en una zona de interés con el fin de facilitar los calculos
de acoplamiento.
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Otro método que se empled para determinar el sitio activo de la enzima, fue el docking
ciego o acoplamiento molecular ciego (Meng, et al., 2011) que consistid en realizar un
docking en un grid que cubriera toda la superficie de la proteina para que el sustrato
endogeno testosterona buscara los mejores sitios para su union. Posteriormente, tomando
como base el andlisis de la energia libre de Gibbs de unién (AGunisn) representativo de la
afinidad por dicho sitio, se determiné el lugar mas apropiado para el acoplamiento (Meng,
et al., 2011).

2.2.10 Adecuacion de sustratos e inhibidores para el
acoplamiento molecular

Tanto las moléculas del sustrato enddégeno testosterona como la de los inhibidores
finasterida y dutasterida fueron sometidos a optimizacion molecular. La Figura 2-3
muestra a manera de ejemplo, el proceso llevado a cabo para la optimizacién energética
de la geometria molecular de la testosterona. Para ello, dichas moléculas fueron
construidas en el programa MarvinSketch (ChemAxon, 2013) y guardados en archivos
electrénicos con extensidn .mol (extensién valida para almacenar estructuras en 2D). Acto
seguido, estos archivos se abrieron en el programa Maestro (Schrodinger, 2011a) para
realizar su conversion a 3D y proceder a adicionar los atomos de hidrégeno faltantes. La
estructuras completas se minimizaron mediante la herramienta LigPrep que hace parte
del programa Schrodinger aplicando un campo de fuerza OPLS_2005 y un valor de pH de
5.5 +/- 0.5, ya que la enzima 5aR-II trabaja de forma Optima a este pH en el organismo
(Aggarwal, Thareja, Verma, et al., 2010). Luego de la preparacion, las estructuras fueron

exportadas en .mol2 para ser utilizadas en AutoDock.
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Estructura en 2D construida en Estructura en 3D exportada al
programa MarvinSketch programa Maestro

Estructura en 3D con los hidrégenos
completos en programa Maestro

Figura 2-3. Diagrama del proceso de optimizacion energética de la geometria molecular para la
testosterona.

2.2.11 Adecuacion del modelo tridimensional de la enzima 5a-
reductasa tipo 2 humana para el estudio de acoplamiento
molecular con su sustrato e inhibidores

Debido a que para llevar a cabo los estudios de docking molecular era necesario contar

con las estructuras completas de las proteinas incluyendo todas las cadenas laterales y

atomos de hidrogeno explicitos a fin de poder evaluar su interaccion con los ligandos o

sustratos, fue necesario llevar a cabo la preparacion de la proteina. Esto se hizo mediante

el programa Protein Preparation Wizard de la suite de Schrodinger (Schrodinger, 2011c)
en donde se adicionaron los hidrégenos faltantes a la estructura a fin de proceder a llevar

a cabo la minimizacién energética de la proteina.
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3.Analisis y Discusion de Resultados

3.1Seleccion de la secuencia de aminoacidos de la enzima 5a-
reductasa tipo 2 para la construccion del modelo

La secuencia de aminodcidos (Tabla 3-1) para la construccion del modelo en 3D de la
enzima 5a-reductasa tipo 2 (5aR-Il) se tomé de la base de datos del NCBI ("National
Center for Biotechnology Information,” 2004). Esta fue identificada como “3-oxo-5-alpha-
steroid 4-dehydrogenase 2” con c6digo NP_000339.2 del NCBI. Cabe mencionar que esta
secuencia de aminoacidos pertenece a los ser humano (Homo sapiens) y consta de 254

aminoacidos (Kang, et al., 2013).

Tabla 3-1. Secuencia de aminoéacidos de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana (3-oxo-5-alpha-
steroid 4-dehydrogenase 2) seleccionada para el estudio.

Formato
. Secuencia de amino4cidos de la enzima 5a-reductasa tipo 2
de archivo
>(i|39812447|ref[INP_000339.2| 3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase 2
fasta [Homo sapiens]

MQVQCQQSPVLAGSATLVALGALALYVAKPSGYGKHTESLKPAATRLPARA
AWFLQELPSFAVPAGILARQPLSLFGPPGTVLLGLFCLHYFHRTFVYSLLNRGR
PYPAILILRGTAFCTGNGVLQGYYLIYCAEYPDGWYTDIRFSLGVFLFILGMGINI
HSDYILRQLRKPGEISYRIPQGGLFTYVSGANFLGEIEWIGYALATWSLPALAFA
FFSLCFLGLRAFHHHRFYLKMFEDYPKSRKALIPFIF

3.2 Andlisis de la estructura primaria de la secuencia de
aminoacidos seleccionada para la construccion del modelo

Una vez establecida la secuencia de aminoacidos, se procedi6 a evaluar sus dominios
conservados teniendo en cuenta que la identificacion de una huella de dominio
conservado puede ser una pista hacia la funcién celular o molecular de una proteina, ya
gue indica similitud local o parcial a otras proteinas, algunas de las cuales pudieron haber
sido caracterizadas experimentalmente (Marchler-Bauer et al., 2011). Esto se llev6 a cabo
mediante el programa Conserved Domains del NCBI (Marchler-Bauer, et al., 2011)
(Figura 3-1). Se puede observar que la secuencia seleccionada (3-oxo-5-alpha-steroid 4-

dehydrogenase 2) posee dominios propios de esteroide 3-oxo-5-alfa-4-deshidrogenasa, a
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la que pertenece la 5-a-reductasa tipo 2 humana (5aR-Il) lo cual era de esperarse en caso
de que la proteina de interés se encontrara bien secuenciada. En la Figura 3-1 también
se puede observar que a partir del aminoacido 105 hasta el 254 de la 5aR-Il dicha porcién
hace parte de secuencias esteroidales (identificada en color verde). Cabe mencionar que
en la Figura 3-1 se tiene el alineamiento entre la proteina problema con otras plantillas
que por su secuencia de aminoacidos sean similares, otorgandoles funciones similares.
Asi mismo también se ve en color rojo las coincidencias de aminoacidos entre la secuencia
de la 5aR-1l seleccionada y una plantilla conservada segun las caracteristicas de la 5aR

obtenida de la literatura.

De manera adicional, se identificé otro dominio conservado caracteristico de enzimas
esteroidales entre los aminoacidos 105 y 254, que fue confirmada mediante la utilizacion
de otros programas de busqueda de dominios conservados como el InterProScan5 (Jones
et al., 2014) (Figura 3-2). En la Figura 3-2 se puede ver de color morado el dominio
esteroidal y el dominio reductasa. Ademas de que identificaron las regiones trans-
membranales y se le pudo asociar una actividad redox como lo indican las barras de color
gris de la Figura 3-2 que muestran las regiones de la secuencia de aminoacidos

perteneciente a cada caracteristica.

Conserved domains on [lellocal MQVQCQQSPV] View | Concise Results v | [

Local query sequence

Graphical summary Zoom to residue level JELLIGHCR LIRS

Query seq. o e ——————«——————————————— - m—
Specific hits
Superfanilies PEMT superfamily

Search for similar domain architectures | Refine search |

List of domain hits 7
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Figura 3-1. Identificacion de dominios conservados en la secuencia de aminoacidos seleccionada
para la 3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase 2 (c6digo NCBI: NP_000339.2 d). Obtenido por el
programa Conserverd domains (Marchler-Bauer, et al., 2011).
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Figura 3-2. Confirmacion de los dominios conservados en la secuencia de aminoacidos
seleccionada para la 3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase 2 (codigo NCBI: NP_000339.2 d).
Obtenido por el programa InterProScan 5 (Jones, et al., 2014).

3.3 Determinacion de la estructura secundaria a la secuencia de
aminoéacidos seleccionada de la 5a-reductasatipo 2 humana para
la construccion del modelo

Con el fin de determinar la estructura secundaria de la secuencia seleccionada para la
5aR-II se utilizaron dos servidores especializados para este proceso: PSIPRED (Jones,
1999) y JPRED (Cole, Barber, & Barton, 2008). Mediante el empleo de estos servidores
solo es necesario enviar la secuencia de aminoacidos de la 5aR-Il a la plataforma web y
esperar a que se envien los resultados via correo electronico para posteriormente
proceder a analizarlos. Con el programa PSIPRED (Jones, 1999) se encontré que la
estructura secundaria de la enzima 5aR-Il fue predicha con un alto grado de confianza
teniendo en cuenta los estandares de evaluacion propios del servidor como lo muestran
las barras de “Confianza de la prediccién” que se ve en la Figura 3-3 como barras azules.
Entre mayor sea la longitud de la barra, mayor es el grado de confianza de la prediccion.
Este parametro esta representado por una medicion numérica que va de 0 a 9 donde 0
indica una mala prediccion y 9 una prediccién adecuada (Lin, Chang, Wu, Sung, & Hsu,

2005). En la Figura 3-3 ademas se ve la composicion de la estructura secundaria,
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observando la cantidad de hojas beta y hélices alfa y loops presentes. Se puede decir que
la enzima estudiada, se compone principalmente de hélices a en un 68.1%, seguido de
cadenas tipo loop (hilos) en un 30.3%, las cuales son regiones gue sirven de unidn para
las hélices a 'y hojas B quedando en menor proporcion las hojas B con un 1,6% de la

composicion total de la enzima.

Segun los resultados del servidor JPRED (Cole, et al., 2008) (Figura 3-4), en los cuales
se puede observar un alto grado de confianza, segun sus parametros de evaluaciéon
internos (Jnet y JnetRel), en donde Jnet muestra la clase de estructura secundaria
predicha identificada por letras, H es estructura predicha como hélices alfa , E como hojas
beta, y con puntos la estructura tipo hilo o (loop); el parametro JnetRel clasifica la
confianza de la estructura predicha calificAndola de 0 a 9 donde O es una estructura no

identificada o predicha y 9 una estructura confiable.

Se encontrd que las estructuras predichas por ambos métodos de evaluacién (JPRED
y PSIPRED) eran similares por lo cual se puede inferir que la estructura secundaria de la
5aR-Il humana muestra una tendencia mayoritaria a encontrarse en forma de hélices alfa
y en menor proporcion en forma de hojas beta. Esto se da debido a que en las proteinas
los dominios trans-membranales estan compuestos de estructura helices alfa en su

mayoria (Fuchs & Frishman, 2010).
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Figura 3-3. Prediccion de la estructura secundaria de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana.
Obtenida con el programa PSIPRED (Jones, 1999).
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Figura 3-4. Prediccion de la estructura secundaria de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana.
Obtenida con el programa con JPRED (Cole, et al., 2008)

Cabe mencionar que el servidor PSIPRED contiene herramientas adicionales como el
moédulo MEMSAT (Nugent & Jones, 2009) para la prediccion de la topologia de proteinas
trans-membranales. Dado que la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana es una proteina
trans-membranal, se predijo su topologia mediante el analisis por este programa (Figura
3-5). Se encontr6 que la 5aR-Il, es una proteina trans-membranal con 7 subunidades (Sn)
de estructura hélices alfa trans-membranal entre los aminoacidos: S1. 10 a 28; S2. 52 a
67; S3. 81 a 98; S4. 108 a 130; S5. 146 a 163; S6. 192 a 208 y S7 212 a 230 confirmando
la complejidad de la proteina y por ende, el por qué aun no ha podido ser determinada su
estructura 3D de manera experimental.
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Figura 3-5. Modelo trans-membranal de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana. Obtenido con el
programa MEMSAT (Jones, Taylor, & Thornton, 1994).
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3.3 Alineamiento de la secuencia proteica seleccionada de la 5a-
reductasa tipo 2 humana para la construccién del modelo
tridimensional

El primer alineamiento de la secuencia proteica seleccionada de la 5aR-Il fue
Heuristico® tipo BLAST, con una matriz de sustitucion tipo BLOSUM, especificamente
BLOSUM 62, adecuada para alineamientos locales. Este procedimiento consistio en
alinear las partes mas parecidas de la secuencia o sub-regiones buscando regiones
conservadas de alta similitud entre secuencias proteicas (Chothia & Lesk, 1986). Se
encontré que solo cuatro de ellas (Tabla 3-2) presentaron identidad maxima mayor del
25%, considerado adecuado para realizar alineamiento por homologia (Vyas, et al., 2012).
De ellas, la identificada con el cédigo PDB: 1MG7 present6 la identidad maxima con un
valor del 33% y una mejor puntuacion y valor E, representativo de la significancia
estadistica del alineamiento (Altschul, et al.,, 1997). Analizando las secuencias de
aminoacidos identificadas por BLAST en este estudio (Tabla 3-2), se puede observar que
las proteinas mas similares a la secuencia proteica seleccionada para la enzima 5a-
reductasa tipo 2 humana no estan completamente relacionadas con la especie humana,
ni con la funcién de la 50R, ya que la mayoria de las proteinas pertenecen a

microorganismos como en el caso de la proteina con cédigo PDB: 1MG7 proveniente de

6 Alineamiento Heuristico. Corresponde al método para realizar la busqueda en bases de
datos, cuyo objetivo no es la blisqueda de un alineamiento 6ptimo entre secuencias, sino la
identificacion de secuencias similares en un intervalo de tiempo razonable y sensibilidad
significativa.
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un nematodo con diferenciacion sexual. Las otras proteinas tuvieron funciones fisiol6gicas
muy diferentes ya sea como reguladores de la trascripcién como en el caso de la proteina
1UTH o con funcién oxido-reductasa como en el caso de la proteina 2HAE, por lo tanto se
puede inferir que el alineamiento por el programa BLAST relaciond la secuencia proteica
seleccionada para la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana con proteinas de organismos
muy lejanos segun su evolucion filogenética y con funciones muy variadas, muy
posiblemente porque no se encontraron proteinas evolutivamente relacionadas con la
enzima 5a-reductasa tipo 2 humana, ni con regiones suficientemente conservadas en ella.
Esto se puede evidenciar también por el valor del pardmetro E-valué obtenido, que fue
elevado en todos los alineamientos, indicando que éste no fue producto completo del azar
(Altschul, et al., 1997). Sin embargo, cabe mencionar que el parametro E-valué es un
parametro definitivo para cadenas de aminodcidos largas (Altschul, et al., 1997), sin
embargo en nuestro caso, al ser una cadena de solo 254 aminoécidos, el E-valué no es
un parametro definitivo de confiablidad, razon por la cual los valores E-valué altos no son

un factor definitivo para descartar la plantilla.

Tabla 3-2. Estructuras proteicas mas similares a la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana
encontradas por alineamiento en la plataforma BLAST.

Cdbdigo Nombre y Origen Puntaje frente a la 5aR-II Resolucion | Referencia
humana
: - (A)
Identidad | Score | E-valué
(%)
1MG7 Xol-1 33 32 0.47 1.55 (Luz et al.,
" 2003)
Caenorhabditis elegans
1UTH Regulador DntR 27 28.5 6.1 2.20 (Smirnova et
Burkholderia sp. al., 2004)
Complejo con tiocianato
2HAE Malato oxidoreductasa 26 25 8.4 3.13 (Seetharaman
" &
Thermotoga maritima Swaminathan
2005)
1J0A 1-aminociclopropano-1- 26 27.7 9.7 2.50 (Fujino et al.,
carboxilato desaminasa 2004)
Pyrococcus horikoshii
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De manera adicional, se realizaron alineamientos multiples de la 5aR-II seleccionada
con diversas proteinas, por medio del servidor ClustalOmega (Larkin, et al., 2007),
utilizando las cuatro secuencias proteicas de la Tabla 3-2. Esto, con el objetivo de
comparar en conjunto todas las secuencias seleccionadas y valorar si podrian ser
utilizadas como plantilla patrén (template) en la construccion del modelo tridimensional de

la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana.

Se encontrd un nivel de identidad entre 15y 26 % para las secuencias seleccionadas,
siendo un valor aceptable para la seleccién de las plantillas para modelado por homologia
(Pitman & Menz, 2006). En la Tabla 3-3 se observan los porcentajes de identidad entre
las cinco secuencias alineadas encontrando el mayor porcentaje de identidad entre la
secuencia de la 5aR-Il y la 1MG7, con 25.84 % de identidad, siendo esta misma plantilla
la encontrada por alineamiento con BLAST. En la Tabla 3-3 también se puede apreciar
que todas las plantillas son muy diferentes entre si alcanzando un porcentaje de identidad
méaxima entre ellas del 21.52 %.

Tabla3-3. Matriz de identidad entre las secuencias alineadas durante la construccion del modelo
tridimensional de la 5aR-II.

Secuencia Identidad entre secuencias alineadas (%)
No. 1 2 3 4 5
1 2HAE 100.00 20.82 16.74 15.29 21.52
2 1J0A 20.82 100.00 15.76 19.69 20.16
3 1UTH 16.74 15.76 100.00 15.00 18.33
4 5aR-Il 15.29 19.69 15.00 100.00 25.84
5 1MG7 21.52 20.16 18.33 25.84 100.00

Ademas de llevar a cabo el alineamiento multiple mencionado, se aline6 la 5aR-1l con
otro par de secuencias proteicas: la 5-beta-reductasa (5R) humana (Russell & Wilson,
1994) (Tabla 3-4) y una esterol reductasa membranal de origen bacteriano (c6digo PDB:
4QUV) (Li, et al., 2015). La enzima 5BR se encarga de reducir el doble enlace de 4-en-3-
cetoesteroides a su correspondiente 5B-dihidroesteroide, actuando en el primer paso de
la biosintesis de hormonas esteroidales (Russell & Wilson, 1994). Cabe mencionar, que
dicha reduccion se realiza también con la transferencia de un hidruro del cofactor NADPH
de manera similar a como lo hace la 5aR (Di Costanzo, Drury, Penning, & Christianson,
2008). En el caso de la esterol reductasa membranal de origen bacteriano, aislada de
Methylomicrobium alcaliphilum, también tiene accion reductasa sobre grupos esteroles

(Li, et al., 2015). Por lo tanto, dado que ambas proteinas poseen funciones similares como
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reductasas se pensé que también podrian compartir el mismo tipo de plegamiento aunque

No presentaran un ancestro en comun.

Para la enzima 5BR, las secuencias se seleccionaron mediante una busqueda en la
base de datos PDB (Berman, et al., 2000), en donde se identificaron las secuencias
enumeradas en la Tabla 3-4, todas correspondientes a humanos diferenciandose por la
resolucion en su determinacion y el ligando con el que se asocian. El alineamiento se
realizé entre estas secuencias y la secuencia de la 5aR-Il. Analizando el alineamiento de
las secuencias de aminoacidos con la enzima 5BR humana, se encontré que son idénticas
entre si, razén por la cual se pudo seleccionar cualquier secuencia indistintamente para
alinear con la secuencia problema.

Tabla 3-4. Secuencias proteicas con actividad reductasa que fueron alineadas con la enzima 5a-
reductasa tipo 2 humana.

Cddigo Nombre y origen Resolucion Ligando asociado Referencia

PDB (A)

3BUR Delta(4)-3- 1.62 NADP* y testosterona | (Di Costanzo, et al.,
cetoesteroide 5- 2008)
beta-reductasa

3DOP 5-beta-reductasa 2.00 NADP*y 5-3- (Di Costanzo, Drury,
(AKR1D1) dihidrotestosterona | Christianson, &

Penning, 2009)

3G1R 5-beta-reductasa de 1.70 NADP*y finasterida | (Di Costanzo, et al.,
higado humano 2009)
(AKR1D1)

3BUV Delta(4)-3- 1.35 NADP*y HEPES (Di Costanzo, et al.,
cetoesteroide 5- 2008)
beta-reductasa
humana

4QUV Delta(14)-esterol 2.74 NADPH (Li, et al., 2015)
reductasa integral de
membrana

Una vez realizado el alineamiento entre las tres secuencias proteicas de la enzima 58R
con la 5a-reductasa tipo 2 humana (Tabla 3-5) también se pudo observar que el porcentaje
de identidad entre ellas era bajo (24.79 % entre la 5aR-Il y 4QUV, 15.45% entre la 5aR-l
y 5BR reductasas (3BUR Y 3BUV) sin embargo se consideré que dichas plantillas
constituian candidatos adecuados para la construccion de los modelos de la 5aR-11 por el

método de threading o plegamiento.
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Tabla 3-5. Matriz de identidad entre secuencias de enzimas reductasas alineadas durante la
construccion del modelo tridimensional de la 5aR-II.

Secuencia Identidad entre secuencias alineadas (%)
No.
1 2 3 4
1 3BUR 100.00 100.00 15.45 18.38
2 3BUV 100.00 100.00 15.45 18.38
3 5aR-II 15.45 15.45 100.00 24.79
4 4QUV 18.38 18.38 24.79 100.00

3.4 Construccion de los modelos tridimensionales de la
enzima 5a-reductasa tipo 2 humana

El modelado molecular se ha convertido en una de las herramientas mas Utiles para la
prediccion de la estructura proteica cuando solo se dispone de la secuencia de
amino&cidos de la misma (Badenas, 1993). Esta herramienta es muy Util porque para el
disefio y desarrollo de farmacos es mas valioso conocer la informacion estructural tanto
de la diana como del farmaco, y de este modo poder determinar la funcién de la proteina
(Pitman & Menz, 2006). En los ultimos afios, se han desarrollado diversos programas
computacionales de modelado molecular que utilizan diferentes enfoques y métodos para
producir un modelo adecuado. Dado que en cada proceso del modelado existen factores
gue pueden afectar su calidad, la seleccién del programa computacional desempefia un

papel fundamental porque puede influir significativamente en el resultado que se busca.

Por medio de una busqueda en la literatura se seleccionaron algunos programas y
plataformas que pudieran permitirnos elucidar la estructura tridimensional de la 5aR-II,
estos programas cuentan con reconocimiento dentro de la comunidad cientifica en el
campo de modelado molecular. (Eswar, et al., 2006; Kelley & Sternberg, 2009; Zhang,
2008).

Con el fin de facilitar la identificacién de los modelos construidos, estos se nombraron
teniendo en cuenta la plataforma o programa utilizado para su construccion y la plantilla o
template utilizada para el mismo; los modelos construidos se identificaron como se

muestra en la Tabla 3-6.
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Tabla 3-6. Programas, plataformas web y plantillas utilizadas en la construccién de modelos
tridimensionales de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana.

Plataforma/Programa Cadigo de la plantilla Cédigo del modelo construido
IMG7 MOD1MG7
1J0A MOD1J0OA
1UTH MOD1UTH

MODELLER 3BUR MOD3BUR
3BUV MOD3BUV
4QUV MOD4QuUV
1IMG7 ITAIMG7
1J0A ITA1JOA
1UTH ITAIUTH

I-TASSER 3BUR ITA3BBUR
3BUV ITA3BBUV
4QUV ITA4QUV

3.4.1 Modelos tridimensionales de la enzima 5a-reductasa tipo 2
humana construidos con el programa MODELLER

El programa MODELLER realiza modelado por homologia para la prediccion
tridimensional de proteinas (Fiser & Sali, 2003). En este sentido, se construyeron tres
modelos en 3D para la enzima 5aR-Il humana, utilizando como plantilla las proteinas
1MG7, 1J0A y 1UTH encontradas por alineamiento con la plataforma BLAST (ver seccion
3.3). La proteina 1MG7 se selecciond por tener el menor E-Valué y el mejor porcentaje de
identidad frente a la 5aR-Il, mientras que las proteinas 1JOA y 1UTH fueron seleccionadas

solo por tener el mayor porcentaje de identidad.

Estas plantillas en conjunto con la secuencia de la 5aR se programaron y ejecutaron
en MODELLER como lo explican los tutoriales del programa (Eswar, et al., 2006)
conduciendo a la obtencién de cinco modelos tridimensionales para cada una de las
plantillas seleccionadas dando un total de 30 modelos para las proteinas plantilla del
alineamiento por BLAST. Cabe mencionar que el programa MODELLER compar6 entre si
los cinco modelos de cada plantilla indicando como el mejor al que presentara menor
energia libre de acuerdo a los parametros energéticos del programa o puntuacion DOPE

(Discrete Optimized Protein Energy) (Fiser & Sali, 2003) y el G341 score que se encuentra
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puntuado de 0 a 1 donde los modelos mas cercanos a 1 se consideran como los mejores,
como se menciond en la metodologia. En el Anexo B se pueden ver los valores para los

modelos construidos referentes a cada plantilla.

En general, los modelos reflejaron un DOPE score de -22000 a -27000 kcal/mol siendo
éste un valor no comparable entre modelos por lo que no se puede deducir si este valor
es adecuado. Por otro lado, dado que el G341 score califica al modelo de 0 a 1 (donde 1
indica que se trata de modelo adecuado) en este caso, a excepcién del modelo MOD3BUR
(G341 score de 0.2) los demas tuvieron un puntaje alrededor de 0.1 indicando
posiblemente que no se trata de modelos adecuados siendo necesaria la validacion de

los mismos (Anexo B).

En la Figura 3-6 muestran los tres modelos construidos con las plantillas identificadas
por el alineamiento mediante la plataforma BLAST. Como se puede apreciar, los tres
modelos estdn compuestos en su mayoria por loops o estructura en hilo y por regiones
gue no tienen forma definida, asi como también se observa mayor cantidad de regiones
en hojas B que las que fueron predichos por el programa PSIPRED (seccion 3.2) indicando
posiblemente que los modelos obtenidos con estas plantillas y programas para la 5aR-II

no serian los mas adecuados.

Los tres modelos 3D construidos, se optimizaron geométricamente y se minimizaron
energéticamente comparando entre si las distancias RMS entre cada uno de ellos con el
fin de identificar que tan alejados estaban entre si y de las plantillas seleccionadas. En la
Tabla 3-7 se observa que las distancias RMS entre cada uno de los modelos es grande,
lo que permite inferir que cada modelo es muy diferente entre si y frente a cada una de
las plantillas seleccionadas, por lo tanto fue necesario llevar a cabo la validacion de cada

uno de los modelos generados para concluir cuél de ellos era el mas adecuado.
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MOD1UTH

Figura 3-6. Modelos 3D de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana construidos a través del
programa MODELLER empleando como plantillas las proteinas encontradas por alineamiento con
la plataforma BLAST. A. Modelo construido con la proteina 1IMG7. B. Modelo construido con la
proteina 1JOA. C. Modelo construido con la proteina 1UTH.
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Tabla 3-7. Comparacion de las distancias RMS entre los modelos 3D de la enzima 5a-reductasa
tipo 2 humana construidos a través del programa MODELLER empleando como plantillas las
proteinas encontradas por alineamiento con la plataforma BLAST.

Modelos comparados Valor RMS
MOD1MG7 MOD21JOA 18.796
MOD1MG7 MOD1UTH 19.869
MOD1J0A MOD1UTH 21.770

Por otro lado, las proteinas con actividad reductasa (cédigos PDB: 3BUR, 3BUV y
4QUV) (Tabla 3-4) también fueron empleadas como plantilla para la construccién de los
modelos tridimensionales de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana en MODELLER. Cabe
mencionar que las dos primeras proteinas (3BUR y 3BUV) se escogieron porque
corresponden a las proteinas de la enzima 5B-reductasa determinadas por métodos de
difraccién de rayos X con mejor resolucién, mientras que la tercera (4QV) corresponde a
la reductasa que mas similitud tiene con la 5aR-1l (24.79 %). A partir de los modelos
generados con estas tres plantillas (Figura 3-7) se pudo observar que tanto el modelo A
construido con la proteina 3BUR, como el modelo B construido con la proteina 3BUV son
muy similares a los obtenidos cuando se emplearon como plantilla las proteinas 1IMG7 y
1UTH obtenidas por alineamiento por la plataforma BLAST. Se observa también que estos
modelos presentan muchas regiones de loops y hojas beta (Figura 3-7). Por otro lado, el
modelo C a diferencia de A y B muestra gran cantidad de a-hélices acercandose a lo
predicho por los servidores empleados para el andlisis de la estructura secundaria de la

secuencia de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana.
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Figura 3-7. Modelos 3D de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana construidos a través del
programa MODELLER empleando como plantillas las proteinas reductasas. A. Modelo construido
con la proteina 3BUR. B. Modelo construido con la proteina 3BUV. C. Modelo construido con la
proteina 4QUV.

Analizando las distancias RMS entre los tres modelos 3D construidos con las plantillas
proteicas reductasas (Tabla 3-8) se puede confirmar que los modelos A y B son muy
similares entre si, dado su valor de RMS de 0.5, lo cual era esperado ya que estos modelos
fueron construidos con la plantilla de la 5BR cuya diferencia radica en los sustratos con
los cuales estan cristalizadas, la 3BUR con testosterona y la 3BUV con HEPES (Tabla 3-
4). El valor de RMS entre el modelo MOD4QUYV vy los otros dos modelos (MOD3BUR Y
MOD3BUV, Tabla 3-8) es grande (22.01 y 21.728, respectivamente) ya que el modelo
MOD4QUYV fue construido con una plantilla muy distinta a la de la 5BR, la cual no muestra

cercania estructural ni de secuencia al generar el modelo tridimensional.
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Tabla 3-8. Comparacion de las distancias RMS entre los modelos 3D de la enzima 5a-reductasa
tipo 2 humana construidos a través del programa MODELLER empleando como plantillas las
proteinas con actividad reductasa.

Modelos comparados RMS
MOD3BUR MOD3BUV 0.513
MOD3BUR MOD4QUV 22.010
MOD3BUV MOD4QUV 21.728

3.4.2 Modelos tridimensionales de la enzima 5a-reductasa tipo 2
humana construidos en la plataforma I-TASSER

La plataforma I-TASSER es un servidor automatizado para la prediccion de estructura
tridimensional de proteinas que utiliza técnicas de reconocimiento por plegamiento o
threading (Zhang, 2008). El servidor genera la estructura tridimensional tomando en
cuenta la proteina plantilla que se ingresé para cada uno de los modelos. En este servidor
se ingresé la secuencia de la enzima 5aR y adicionalmente se proporciond la secuencia
plantilla sin alinear para generar cada uno de los modelos. Al igual que en el modelado
por el programa MODELLER, se generaron seis modelos uno con cada plantilla para la
5aR-Il (Tabla 3-6) indicando los C-score y TM-Score para los mismos. Con el C-score, |-
TASSER evalta los modelos correlacionando la similitud del modelo final con estructuras
determinadas experimentalmente. La puntuacion va de -5 a 2 y cuando el modelo muestra

una puntuacion mas positiva indica mejor calidad del mismo (Zhang, 2008).

El TM-Score mide la similitud estructural entre dos estructuras y predice la calidad del
modelo calculando su topologia (Fiser & Sali, 2003). Un valor de TM-score > 0.5 indica un
modelo con correcta topologia y TM-score < 0.17 indica similitud al azar. Esto no depende
de la longitud de la proteina (Zhang & Skolnick, 2004).

De la misma manera que con los modelos construidos por el programa MODELLER se

selecciono el mejor modelo obtenido con cada plantilla para su analisis.

El servidor muestra cinco modelos construidos para cada plantilla ingresada
clasificados segun los dos parametros de score mencionados anteriormente, para los
mejores modelos se observé un TM score mayor a 0.5 y un C-score comprendido entre -
1.30 a 0.65 mostrando modelos adecuados (Anexo C) siendo los mejores puntajes para
los modelos ITAIMG7, ITA3BUR y ITA4QUV (Figura 3-8).
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La Figura 3-8 muestra los tres mejores modelos tridimensionales de la enzima 5aR-Il
humana construidos por la plataforma I-TASSER, y las plantillas obtenidas por el
programa BLAST. Se pueden observar diferencias entre estos modelos y los construidos
utilizando las mismas plantillas con MODELLER, en cuanto a la estructura secundaria,
encontrandose mayor cantidad de estructura proteica en hélices alfa que en hojas beta,
pero de la misma manera que con estas plantillas y MODELLER se encuentran grandes
porciones compuestas por loops.

A

ITAIMGY ITAL1JOA

ITAIUTH

Figura 3-8. Modelos 3D de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana construidos a través de la
plataforma I-TASSER empleando como plantillas las proteinas encontradas por alineamiento con
BLAST. A. Modelo construido con la proteina 1MG7. B. Modelo construido con la proteina 1J0A.
C. Modelo construido con la proteina 1UTH.
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En la Tabla 3-9 se observan las distancias RMS obtenidas de comparar entre si los
tres modelos construidos con I-TASSER vy las plantillas con BLAST. Se puede apreciar
que las distancias RMS son grandes entre si lo que permite inferir que el cambiar la
plantilla de construccion el modelo cambia drasticamente la disposicion de la estructura
tridimensional de los modelos, estas diferencias tan amplias hacen que sea necesario
evaluar cada uno de los modelos individualmente para determinar si son viables 0 no como
predicciones de la 5aR-Il.

Tabla 3-9.Comparacion de las distancias RMS entre los modelos 3D de la enzima 5a-reductasa

tipo 2 humana construidos a través de la plataforma I-TASSER empleando como plantillas las
proteinas encontradas por alineamiento con la plataforma BLAST.

Modelos comparados RMS
ITAIMG7 ITA1JOA 20.611
ITAIMG7 ITAIUTH 16.412
ITAL1JOA ITAIUTH 20.304

También se construyeron los modelos tridimensionales para la 5aR-II humana
empleando como plantilla las proteinas con actividad reductasa seleccionadas PDB ID:
3BUR, 3BUV 4QUV (Figura 3-9). En este caso, se pueden apreciar unos modelos 3D mas
organizados estructuralmente que permiten identificar claramente las secciones de hélices
alfa organizadas en posicion vertical. Sin embargo, cabe mencionar que por el hecho de
poseer dicha caracteristica no implica que sean los mejores obtenidos por lo cual se debio

llevar a cabo la validacién de los mismos.

En la Tabla 3-10 se observan las distancias RMS obtenidas de la comparacién entre
los tres modelos 3D construidos para la 5aR-lIl humana empleando como plantilla las
proteinas con actividad reductasa seleccionadas. Se puede apreciar que dichos valores
no son tan grandes como en el caso de los modelos construidos con la plataforma
MODELLER y las mismas plantillas reductasas, sin embargo, la distancia es grande de
acuerdo a valores aceptables de referencia lo que permite deducir que al cambiar la
proteina plantilla para el estudio provoca que el modelo generado cambie en cuanto a su
conformacion estructural por lo tanto hubo necesidad de determinar la funcionalidad de
los modelos mediante los estudios de validacién, y de esta manera poder identificar el

mejor modelo in silico de la 5aR-II.
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ITASBBUR ITASBBUV

ITA4QUV

Figura 3-9. Modelos 3D de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana construidos a través de la
plataforma I-Tasser empleando como plantillas las proteinas reductasas. A. Modelo construido con
la proteina 3BUR. B. Modelo construido con la proteina 3BUV. C. Modelo construido con la proteina
4QUV.
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Tabla 3-10. Comparaciéon de las distancias RMS entre los modelos 3D de la enzima 5a-
reductasa tipo 2 humana construidos a través de la plataforma |-TASSER empleando como
plantillas las proteinas con actividad reductasa.

Modelos comparados RMS
ITASBUR ITASBUV 4,951
ITASBUR ITAAQUV 5.774
ITASBUV ITAAQUV 2.017

3.4.3 Modelos tridimensionales de la enzima 5a-reductasa tipo 2
humana construidos en la plataforma PHYRE2

La plataforma PHYREZ2 es un servidor automatizado muy sencillo de utilizar donde solo
es necesario contar con la secuencia de aminoacidos para realizar la construccién del
modelo tridimensional utilizando herramientas de modelado por homologia y por threading
(Kelley, et al., 2015). En este servidor se ingreso la secuencia de aminoacidos y se
seleccion6 un modelado automético donde la plataforma seleccion6 como plantilla de
alineamiento para la secuencia de la enzima 5aR-Il a la proteina reductasa identificada
como 4QUV:B generando el modelo de la Figura 3-10 con una confianza del 99.9%.
Adicionalmente, este sevidor modelo el 80 % de los amino&cidos de la secuencia de la
5aR-Il sin embargo los que no logré6 modelar fueron los primeros 50 aminoacidos de la
5aR-Il ya que esta parte de la secuencia no se ve cubierta por el alineamiento (Figura 3-
11). El servidor PHYRE2 ademas predice la estructura secundaria de la proteina
problema, que para el caso de la 5aR-Il muestra estructura desordenada en un 16 %,
helices alfa en un 67 %, y hélice transmembranal en un 52% y a diferencia del programa
PSIPRED este servidor predice que la proteina no contiene secuencia en hojas beta
(Anexo D).
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Figura 3-10. Modelo 3D de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana construido a través de la
plataforma PHYRE2 empleando como plantilla la proteina reductasa 4QUV: B.
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Figura 3-11. Nivel de confianza para el modelado de la enzima 5aR-Il utilizando el servidor
PHYRE2.

3.5 Validacion de los modelos tridimensionales de la
enzima 5a-reductasa tipo 2 humana construidos

Durante los procesos de modelado molecular por los diferentes programas y
plataformas solo es necesario realizar algunas acciones para obtener una estructura
tridimensional, sin embargo, esto no garantiza que el modelo sea adecuado y refleje la
realidad en el organismo, ya que no se dispone de referencia para las regiones de las

secuencias de la proteina modelada. Cuando la identidad de la secuencia problema y la
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plantilla es inferior al 42 %, aumenta la probabilidad de que el modelo resultante sea
inapropiado. Por ello, la evaluacién de la calidad de un modelo ha sido una parte de suma
importancia para la prediccion estructural de proteinas (Rodriguez-Sotres, Samantha,

Gaytan-Mondragon, Hernandez-Dominguez, & Valencia, 2011).

El proceso de validacion de los modelos se realizé por medio de la plataforma SWISS-
MODEL, el servidor ProQ y el grafico de Ramachandran. En cuanto a la plataforma
SWISS-MODEL, ésta cuenta con su herramienta llamada QMEAN un servidor exclusivo
para la validacion de modelos determinados in silico, al igual que ProQ que es un servidor
muy sencillo basado en redes neuronales que predice la calidad del modelo teniendo en
cuenta dos parametros el LGscore y MaxSub, segun la calidad de la composicién de los
modelos que estan siendo evaluados (Wallner & Elofsson, 2003). El grafico de
Ramachandran por su parte, evalia la correcta disposicion de los &angulos de
aminoécidos y las cadenas laterales de la enzima modelada (Cooper, 1995).

El servidor QMEAN de SIWISS MODEL tiene dos sistemas de puntuacion para estimar
la calidad de los modelos, el primero se conoce como QMEAN, capaz de evaluar la
estructura de la proteina ya sea, de manera global o local (por residuos), sobre la base de
un unico modelo (Benkert, et al., 2009). El segundo sistema de validacion se denomina
QMEANCclust en donde se determina la puntuacion de un modelo mediante analisis
diferencial de su estructura con respecto a un grupo de modelos tomados como base
fundamentado en que las caracteristicas estructurales observadas con mayor frecuencia

tienen mayor probabilidad de ser correctas (Benkert, et al., 2009).

En el presente trabajo se selecciond la puntuacion QMEAN teniendo en cuenta que en
la actualidad no se conoce gran cantidad de estructuras tridimensionales de proteinas
trans-membranales por lo tanto, seria un error evaluar un modelo novedoso como el
construido de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana, con una muestra de modelos que
no comparten grandes similitudes con ella, lo que podria generar un sesgo en la

cualificacion del modelo de la 5aR-Il.

Los modelos sometidos a validacion (Tabla 3-11) muestran que el QMEAN score refleja
un mejor puntaje para los modelos construidos bajo la plataforma I-TASSER ya que se
observan en un rango de 0.2 a 0.4 mientras que los modelos que fueron construidos con

el programa MODELLER se encuentra en un rango de 0.1 a 0.2
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Para el servidor ProQ también se ve la diferencia entre los modelos construidos con
los programas MODELLER e I-TASSER, ya que los construidos con el primero no
alcanzan el rango de un modelo valido segun el LGscore cuyos valores se encuentran en
el rango de 0.6 a 1.4 y segun el parametro MaxSub se encuentran en 0.1; mientras que
los modelos de I-TASSER en este servidor se pudieron clasificar como validos con
LGscore en el rango de 2,2 a 3,8 y el MaxSub entre 0.3y 0.4 (Tabla 3-11).

Segun la Tabla 3-6 al evaluarse los modelos por las plataformas QMEAN y ProQ se
encontro al modelo ITA3BUR como el mejor, debido a que fue el que presentd las mejores
puntuaciones en las dos plataformas. Los modelos construidos con la plataforma I-
TASSER mostraron mayores puntuaciones que los construidos con el programa
MODELLER tanto en QMEAN como en ProQ debido al tipo de prediccion que realiza I-
TASSER que tiene en cuenta el plegamiento de proteinas similares, mientras MODELLER
construye los modelos por homologia, segln las proteinas que tengan mayor porcentaje
de identidad en los estudios de alineamiento (Eswar, et al., 2006). Dado que los modelos
construidos en MODELLER no generaron un puntaje adecuado bajo los parametros
propios del servidor, se puede decir que no se encontraron proteinas adecuadas para una
construccion del modelo 3D de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana en dicha plataforma,
basicamente porque no se encontraron plantillas homologas cristalizadas de funcion
similar. Por lo tanto, los mejores modelos 3D de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana se
realizaron con el servidor I-TASSER (Zhang, 2008) (Figura 3-9) mostrando los mejores
puntajes y coincidencia visual entre la estructura secundaria modelada y la predicha con
el programa PSIPRED.
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Tabla 3-11. Parametros de validacién para los modelos tridimensionales de la enzima 5a-
reductasa tipo 2 humana construidos en las distintas plataformas informéticas.

Parametro de validacion
Modelo ProQ Gréafico de
QMEAN score? Ramachandran

LGscore | MaxSub (%)?
ITASBUR 0.446 3.843 0.411 90.5
ITA3BUV 0.373 2.917 0.204 75.4
ITAL1JOA 0.305 3.395 0.378 79.6
ITAIMG7 0.237 2.216 0.246 82.0
ITALUTH 0.305 3.390 0.410 73.9
ITAAQUV 0.381 3.476 0.273 87.2
MOD1J0A 0.181 1.433 0.125 82.5
MOD1MG7 0.198 1.352 0.164 83.9
MOD1UTH 0.061 0.659 0.008 84.8
MOD3BUR 0.152 1.017 0.104 89.6
MOD3BUV 0.146 0.868 0.099 84.4
MOD4QuUV 0.222 1.123 0.106 85.8
PHYRE2 0.336 2.146 0.290 80.1

1score global obtenido mediante QMEAN. ?Porcentaje de amino&cidos en las regiones mas favorables.

En cuanto a los resultados del grafico de Ramachandran para los modelos 3D de la
enzima 5a-reductasa tipo 2 humana construidos con la plantilla 3BUR, indistintamente del
programa utilizado para su construccion, se encontré que los modelos ITA3BUR (Anexo
E) y MOD3BUR muestran en un 90.5 y 89.6 %, respectivamente, los angulos de los
aminoacidos en laregion mas favorable lo cual era de esperarse para este tipo de modelos
(Cooper, 1995). Dado que los deméas modelos tienen un 80 % de los aminoacidos en la
region favorable, nos permite inferir que estos modelos no estan construidos
adecuadamente. Por lo tanto, la eleccién del mejor modelo se bas6é en aquel con las

mejores puntuaciones en cada uno de los ensayos infiriendo al ITA3BUR como el valido.

A modo de ejemplo, a continuacién se presenta el andlisis de la validacion del modelo
ITA3BBUR de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana, construido en la plataforma I-
TASSER empleando como plantilla la proteina con actividad reductasa 3BUR. Para ello,

el modelo se optimizé geométricamente por gradiente con el campo de fuerza OPLS_2005
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por medio del programa Maestro (Schrodinger, 2011a) a fin de calcular su calidad absoluta
estimada después de la minimizacion energética (Figura 3-12), la cual se determiné por
comparacion con un conjunto de estructuras proteicas 3D de tamafio similar, obtenidas
experimentalmente con alta resolucién por difraccién de rayos X. Dicha comparacién se
hizo mediante la puntuaciéon denominada Z-score, que en el caso del modelo ITA3BUR el
Z-score QMEAN fue de -3.46 indicando que difiere de los valores esperados segun las
estructuras 3D experimentales (Figura 3-12A). El valor Z-score QMEAN va acompafiado
de una gréfica de densidad de puntajes (Figura 3-12B) tomados como referenciay es una
proyeccion de la primera grafica (Figura 3-12A) en donde se muestra una distribucion de
los puntajes de las estructuras en donde se ubica el modelo ITASBUR. Para el presente
ejemplo, el modelo ITA3BUR no se ubica dentro de la distribucion normal de la gréfica de
densidad de puntajes (Figura 3-12B), ademas tiene un QMEAN score global de 0.446.
Cabe mencionar que el valor normal de QMEAN va de 0 a 1 indicando la fiabilidad del
modelo, donde los valores mas cercanos a cero indican baja fiabilidad y los mas cercanos
a 1 indican que el modelo es fiable (Benkert, et al., 2008). Para este valor se tienen en
cuenta todos los parametros analizados por el Z-score. En cuanto a la evaluacién local,
esta mostrd que practicamente todos los aminoacidos se encuentran en regiones fiables

no mayores a 3.5 A como se puede ver en la Figura 3-12.

El modelo el ITA3BUR fue el que obtuvo los mejores puntajes de evaluacién y aunque
estos no se ubican dentro de los modelos que se pueden considerar fiables, hay que tener
en cuenta que la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana al ser una enzima trans-mebranal,
este tipo de modelos pueden obtener puntuaciones muy bajas ya que sus propiedades
fisicoquimicas difieren considerablemente en comparacion a las enzimas solubles la

cuales son consideradas por el Z-score (Benkert, et al., 2011; Benkert, et al., 2008).
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Comparison with non-redundant set of PDB structures Density plot for QMEAN scares of the reference set

15

1.0

o
8 —
7 o «
[+ o
=
<
i
= 2 |
g e o
o
@
LI
E =1
s 2-score QMEAN: -3.46 _
Z-score Cheta: -4.27 .
2 | Z-score all_atom: -3.73 W |Z-score|<t query model:
"_ Z-score solvation: -3.75 O 1<|Z-score|<? QMEAN scorgk 045
Z-soore forsion: -4.65 O |Z-score|>2 (Z-sc0re
I Z-score SSE agree: 0.71 B query model
~— -1 Z-score ACC agree: -2.37 Ll
T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 05 0.6 07 0.8 08 1.0
protein size N=1166 Bandwidth=0.01984

structures of size 254 (+-10%) residues

Figura 3-12. Puntajes globales para el modelo tridimensional de la enzima 5a-reductasa tipo 2
humana ITA3BUR, construido en la plataforma I-TASSER empleando como plantilla la proteina con
actividad reductasa 3BUR. A. Diagrama de comparacion con estructuras proteicas determinadas
experimentalmente por difraccion de rayos. B. Grafica de densidad de puntajes para 1166
estructuras proteicas.

El analisis del modelo ITA3BUR por ProQ arrojé un LGscore de 3.843 y un MaxSub de
0.311 en donde un LGscore y un MaxSub > a 2.5 y 0.5, respectivamente son indicativos
de modelos predichos adecuadamente (Wallner & Elofsson, 2003). El valor de LGscore
busca los segmentos de la proteina no continuos mas significantes correctamente
conformados. El pardmetro MaxSub se calcula a partir de la mayor cantidad de residuos
que se pueden encontrar en una distancia corta de 3.5 A entre el modelo y una estructura

comparada (Cristobal, Zemla, Fischer, Rychlewski, & Elofsson, 2001).
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Figura 3-13. Modelo tridimensional ITA3BUR para la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana,
construido en la plataforma I-TASSER empleando como plantilla la proteina con actividad
reductasa 3BUR. Grafico de error de residuos en evaluacion local del modelo por el programa
swiss-model.

Otro de los parametros que se analizaron durante la construccion y validacion del
modelo 3D de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana correspondio a la evaluacion del
modelo mediante el grafico de Ramachandran (Cooper, 1995). En él se pueden visualizar
todas las combinaciones posibles de angulos diedros W (psi) contra & (phi) en los
aminoéacidos de un polipéptido que contribuyen a la conformacion de la estructura de las
proteinas, a modo de ejemplo se utilizé el mismo modelo el ITASBUR (Anexo E). El
proceso de validacién por el grafico de Ramachandran se realiza por la clasificacion de
los aminoacidos de los modelos construidos en tres regiones, el modelo estudiado
contiene el 90.5 % de los aminoacidos en las regiones mas favorables del grafico siendo
A, B y L las zonas de color rojo mas intenso; el 6.6 % se encuentran en regiones
adicionales permitidas a, b, | y p que son de color amarillo en el gréafico; el 2.8 % de los
residuos se encuentran en regiones generosamente permitidas ~a,~b,~l y ~p que son de
color beige y un 0 % en regiones no permitidas. Se espera gque siempre los aminoacidos
se encuentren en las regiones mas favorables, si esto no es asi es necesario realizar

modificaciones al modelo con el fin de mejorar los angulos y posiciones de los mismos, al
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igual que con la evaluacion en las diferentes plataformas el mejor modelo calificado es el

gue se muestra en el ejemplo: ITA3BUR.

3.6 Acoplamiento molecular (docking) entre los modelos
tridimensionales de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana
construidos y sustrato e inhibidores

Para los estudios de acoplamiento molecular de los modelos tridimensionales
construidos se prepararon los inhibidores como se indica en la metodologia (Seccion

2.2.10) y se adecuo la enzima como se indica en (Seccion 2.2.11).

3.6.1 Determinacion del sitio catalitico en el modelo
tridimensional de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana

Dado que la diana biol6gica, en este caso la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana, no
proviene de una estructura determinada experimentalmente por difraccion de rayos X o
RMN, sino que se trata de un modelo construido computacionalmente, esta no contiene
un sustrato unido a ella que permita conocer las coordenadas espaciales donde se une
éste, es decir, no se conoce la ubicacién de su sitio activo o catalitico. Por esta razén, fue
necesario identificar dicha zona para realizar el estudio de acoplamiento molecular porque
es precisamente en este sitio donde se espera haya acoplamiento entre el sustrato
enddgeno e inhibidores con la enzima 5aR (Meng, et al., 2011). Con la finalidad de
identificar el sitio catalitico de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana en el modelo
tridimensional construido (ITA3BBUR), se utilizaron dos métodos, en el primero se
realizaron ensayos de acoplamiento molecular ciego (blind docking) (Meng, et al., 2011).
Se establecié una rejilla de interaccion amplia (zona de estudio o acoplamiento) y
utilizando la testosterona como sustrato endoégeno, para determinar la interaccidn sobre
toda la estructura proteica y conocer los sitios potenciales donde el sustrato tiene
preferencia de union. En el segundo método, se utilizo la herramienta SiteMap (version
2.5) (Schrodinger, 2011d) perteneciente a la suite de Schrodinger la cual se especializa
en predecir los posibles sitios de unién a una determinada proteina. Para ello, evalla la
superficie proteica, observando el tipo de aminoacido en la superficie evaluada y la
accesibilidad al mismo, para identificar sitios de unién adecuados y generar mapas de
sitios hidrofébicos e hidrofilicos segun las caracteristicas del sitio de unién o sitio activo

determinado (Schrodinger, 2011d). Los mapas de sitios hidrofilicos se dividen a su vez en
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zonas de grupos donadores para formacién de enlaces por puentes de hidrégeno; en
zonas de grupos aceptores para formacién de enlaces por puentes de hidrégeno y en
regiones de grupos de uniéon a metal; luego calcula las propiedades hidrofilicas o
hidrofébicas de cada sitio y las muestra en el programa Maestro por medio de una escala

de colores (Halgren, 2007).

A los 12 modelos de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana que se validaron (Tabla 3-
6) se les realizé la busqueda amplia (blind docking) de las regiones de mayor accesibilidad
y que por sus propiedades fisicoquimicas, tienen la mayor probabilidad de union con el
sustrato enddgeno testosterona a fin de identificar el sitio catalitico de la enzima. Ademas,
se realizo la busqueda de este sitio por medio de la herramienta SiteMap (Schrodinger,
2011d), que muestra los resultados visuales adicionando una red de puntos sobre la
estructura proteica ademas de puntuar numéricamente mediante un “Dscore” (valor
obtenido segun el algoritmo que utiliza SiteMap para la evaluacién de dianas biolégicas)
y tener en cuenta el tamafio de la region sobre la cual se llevé a cabo el acoplamiento,
mostrando un valor numérico identificado como “size” (tamafio). A modo de ejemplo, en
la Figura 3-14 se muestra la red del sitio de unién identificada para el modelo ITA3BUR
pudiéndose observar la red de puntos de color gris que identifica la zona hidrofébica,
ademas del Dscore con valor de 1.163. Se esperaria que una rejilla con caracteristicas
apropiadas para union de sustratos o ligandos tuviera un valor de Dscore mayor a 1.0

(Schrodinger, 2011d) sin especificar el tamafio.
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Figura 3-14. Determinacion del sitio catalitico en el modelo tridimensional ITA3SBUR para la enzima
5a-reductasa tipo 2 humana. Sitio determinado por medio del programa SiteMap. En gris se
observa la region identificada como adecuada para el acoplamiento de los sustratos de la 5aR-II.

Para identificar si esta region catalitica determinada por el estudio de acoplamiento
molecular amplio era la misma que la determinada por el estudio de acoplamiento fino, se
llevo a cabo la sobre posicion de los complejos del modelo ITA3BUR de la enzima 5a-
reductasa tipo 2 humana acoplados con la testosterona y con sus inhibidores finasterida
y dutasterida como se puede observar en la Figura 3-15. Se encontré que tanto la
testosterona como los inhibidores se ubican en la misma region y optan por una
orientacion espacial muy similar (Figura 3-15 A a C). Cuando se comparan en conjunto
sobre el modelo ITA3BUR (Figura 3-15D) también se aprecia que éstos se ubican en la
misma regién del modelo de la enzima, permitiendo asi identificar que el sitio catalitico
tanto para el andr6geno enddgeno testosterona como para los inhibidores es el mismo.
De manera adicional, el célculo de energia libre de unién tanto para el acoplamiento
molecular amplio como para el fino fue de alrededor -10 kcal/mol, mostrando que la union

por los dos métodos es igual de favorable (Tabla 3-12).
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Figura 3-15. Sobre-posicion de los complejos del modelo ITA3BUR de la enzima 5a-reductasa tipo
2 humana acoplados con la testosterona (A) y con sus inhibidores dutasterida (B) y finasterida (C)
y los tres modelos sobre puestos (D). Las moléculas en color azul representan al sitio determinado
mediante acoplamiento molecular amplio y en color rojo al obtenido por acoplamiento molecular
fino.
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Tabla 3-12. Energia libre de unién (AGunisn) calculada durante el acoplamiento molecular amplio
(blind docking) y fino entre el modelo tridimensional de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana
ITABBUR y su sustrato end6geno testosterona e inhibidores finasterida y dutasterida. Cm: nimero
de conformaciones para el cllster que presentd con esa energia el mayor nimero de repeticiones.

Molécula/Tipo

de Testosterona Finasterida Dutasterida
acoplamiento
molecular Fino Amplio Fino Amplio Fino Amplio
AGuni(’)n
(Kcal/mol) (Cm) -10.54(100) | -10.36(66) | -10.31(100) | -10.08(28) | -10.81(100) | -10.00(29)

El estudio de acoplamiento molecular amplio y fino permitié la obtencion de las

coordenadas tridimensionales para los sitios activos para los demas modelos obtenidos

(Tabla 3-13), las cuales fueron utilizadas posteriormente para especificar la region donde

se llevaria a cabo el estudio de acoplamiento molecular en modo mas detallado.

Tabla 3-13. Centro de coordenadas para estudio de acoplamiento molecular determinadas por el
programa SiteMap para los modelos construidos de la enzima 5-a-reductasa tipo 2 humana.

Modelo Coordenada X Coordenada Y Coordenada Z
MOD1MG7 35.2543 24.3574 7.0098
MOD21J0A 50.0288 92.1053 19.6924
MOD1UTH 61.1231 5.9962 75.0454
MOD3BUR 16.727 -14.9611 -7.9776
MOD3BUV 10.087 -16.4433 1.5112
MOD4QUV -7.557 -2.215 -16.227

ITAIMG7 -3.6921 0.9963 -2.4479
ITALJOA 7.9536 0.0546 -4.2056
ITAIUTH 7.465 -2.665 -19.3775
ITASBUR -11.15 3.9271 8.5547

ITASBUV 59.586 58.632 70.214

ITAAQUV 0.8633 -3.1711 2.15
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3.7 Acoplamiento molecular de los modelos tridimensionales
de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana con la
testosterona, finasterida y dutasterida

El estudio de acoplamiento molecular de los doce modelos 3D de la enzima 5a-
reductasa tipo 2 humana construidos en los diferentes programas (Tabla 3-13) con el
sustrato enddgeno testosterona e inhibidores finasterida y dutasterida se llevé a cabo en
el programa AutoDock4 (Morris, et al., 2009) bajo los parametros indicados en la parte
metodoldgica (Apartado 2.2.9) tomando en cuenta las coordenadas de union de la Tabla

3-13 identificadas durante el estudio de docking ciego y amplio con el modelo ITA3BUR.

Los cien resultados de los modos de union obtenidos para cada inhibidor se clasificaron
en grupos (clusters) de acuerdo ya sea a su similitud en el modo de unién, el valor de
energia de union calculada expresada como energia libre de union (AGunisn, kcal/mol) y
segun el valor de RMSD. De acuerdo al valor RMSD la clasificacion se realiza por
comparacion de la distancia entre coordenadas de una conformacién o uno de los
resultados (conformacion 1) con otra (conformacién 2), si dicho valor es menor a 0.5, esta
conformacion (conformacién 2) es ubicada en el mismo clister pero si es mayor, se genera
un nuevo grupo y se procede a comparar otra de las conformaciones (conformaciéon 3)
con el primer claster (Morris & Lim-Wilby, 2008). Si el valor RMSD de esta nueva
comparacion (conformacion 3 vs conformaciéon 1) es mayor a 0.5, se compara con el
segundo cluster y asi sucesivamente hasta ir organizando las corridas. Los clusteres del
estudio de acoplamiento molecular se muestran como histogramas indicando el numero

de conformaciones segun la energia de union para cada conformacion (Anexo F, G y H).

Los resultados del acoplamiento molecular entre la enzima la enzima 5a-reductasa
tipo 2 humana y su sustrato endodgeno testosterona e inhibidores finasterida y dutasterida
(Tabla 3-14) presentaron valores de AGunisn €n un rango de -10.81 a -5.62 kcal/mol, que
al ser negativos indican un acoplamiento energéticamente favorable entre ellos. Cabe
mencionar un valor de energia libre de unién mas negativo es indicativo de una unién mas
favorable entre el ligando y la diana biol6gica (Wang, Edupuganti, Tavares, Dalby, & Ren,
2015). En la Tabla 3-14, en paréntesis se muestra el nimero de conformaciones (Cm)

para el clister que presentd con esa energia el mayor nimero de repeticiones.
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Tabla 3-14: Energia libre de unién (AGunien) calculada para el acoplamiento molecular entre los
diferentes modelos tridimensionales construidos de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana y su
sustrato enddgeno testosterona e inhibidores finasterida y dutasterida.

Modelo AGynisn (Kcal/mol)
Testosterona (%*Cm) Finasterida (%*Cm) Dutasterida (%*Cm)
ITALJ0A -9.78 (100) -8.08(70) -6.19(46)
ITALMG7? -9.46(100) -10.17(100) -5.62(57)
ITALUTH -8.73 (100) -6.59(49) -5.74(55)
ITA3SBUR -10.54(100) -10.31(100) -10.81(100)
ITA3BUV -8.14(76) -8.01(75) -8.06(55)
ITAAQUV -9.40(82) -8.80(72) -8.70(87)
MOD1J0A -8.18(74) -7.93(87) -7.16(45)
MOD1MG7 -10.02(72) -7.76(51) -7.90(38)
MOD1UTH -8.89(100) -8.08(100) -7.37(43)
MOD3BUR -8.65(96) -8.39(60) -9.04(48)
MOD3BUV -8.28(34) -8.86(63) -8.64(34)
MOD4QUV -9.27(100) -9.59(90) -9.97(30)

*Cm: numero de conformaciones para ese valor de energia libre.

En los primeros tres modelos de la Tabla 3-14 (ITA1JOA, 1IMG7 y 1UTH), obtenidos
por el servidor I-TASSER empleando como plantilla las proteinas obtenidas por
alineamiento con la plataforma BLAST, se observa un valor de energia libre de union entre
-8 y -9 Kcal/mol indicativa de una union muy favorable entre la enzima 5aR-Il y la
testosterona. Ademas se puede apreciar que para la testosterona las 100 conformaciones
obtenidas se encuentran agrupadas en un solo clister mostrando un valor de RMSD no
mayor a 0.2 por lo que se agrupa en un histograma (Anexo Fa). Para el inhibidor
finasterida, se presentan energias de unién de -6 a -8 kcal/mol, sin embargo los modelos
ITALJOA e ITALIUTH muestran pocas conformaciones en el cluster con mayor numero de
repeticiones (70 y 49, respectivamente) a diferencia del modelo ITALIMG7 que refleja un
unico cluster (Anexo F b). En el caso del inhibidor dutasterida los valores de energia de
unién estan entre -5 y -6 kcal/mol con distribucién de conformaciones en varios clister,
donde el histograma con mayor nimero de conformaciones es de 57 lo que quiere decir
gue el sustrato inhibidor toma diferentes conformaciones en la rejilla de acoplamiento

seleccionada dividiendo los cien resultados en varios claster (grupos) (Anexo F c). Esto
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indica que la dutasterida tiene mas variabilidad en el sitio de unién con respecto a la
testosterona, ya que la dutasterida cambia de posicidn y muestra mas conformaciones de

unién en el sitio catalitico.

Los dos modelos construidos con el servidor I-TASSER (ITA3BUR y ITA3BUV)
tomando como proteina patron a la 5B-reductasa reflejan una union muy favorable hacia
el sustrato endogeno Yy los inhibidores estudiados dado que sus valores de energia de
unién son negativos y estan en el rango de -8 a -10 kcal/mol (Tabla 3-14). EI modelo
identificado como ITA3BUR, fue de todos los modelos evaluados el que presenté la
energia de unién mas negativa con promedio de -10 kcal/mol tanto para la testosterona
como para los inhibidores, ademas de que en una sola conformacién para cada molécula
acoplada se observa un solo cluster para las cien corridas y un RMSD no mayor a 0.2
indicando que la unién es muy estable y especifica. EIl modelo ITA3BUV refleja una
energia promedio de -8 kcal/mol tanto para la testosterona como para los inhibidores con
histogramas de 76, 75 y 55 repeticiones, respectivamente. El modelo ITA4QUYV presenta

energias de unién similares a las reflejadas por los modelos que utilizan como plantilla la

5.

Con relacién a los modelos construidos en el programa MODELER, éstos muestran en
general energias libres de union adecuadas (Tabla 3-14). Dado que los modelos
MOD1J0A, MOD1MG7 y MOD1UTH para la testosterona y la finasterida muestran pocos
clusteres (Anexo Ga) se puede inferir que la mayoria de sus conformaciones tienen una
energia de unién similar a diferencia de lo observado para la dutasterida donde el cluster
muestra un histograma de pocas repeticiones indicando que mudltiples conformaciones
estan distribuidas en los demas clusteres mostrando diferentes RMSD y energias de

unioén.

Para el modelo MOD3BUR se observa una energia libre de union (AGunisn (Kcal/mol))=
-8 para la finasterida e inhibidores y un solo cluster para la testosterona, en el caso de
finasterida y dutasterida se observan varios clister, sin embargo a diferencia de los
modelos construidos en el programa MODELLER empleando como plantillas las
obtenidas por alineamiento por BLAST (MOD1JOA, MOD1MG7 Y MOD1UTH), en la
dutasterida se muestra un cluster con mas repeticiones con la misma energia que las
generadas con la finasterida, lo que nos muestra un sitio de union mas especifico para los
dos inhibidores en el modelo nombrado como ITA3BUR, ya que con los otros modelos se

ve mayor variabilidad en los resultados mostrando diferentes conformaciones.
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El modelo MOD3BUV muestra energias de union de -8 kcal/mol (Tabla 3-14) pero con
variedad de conformaciones para el estudio de acoplamiento con la testosterona e
inhibidores. Dado que el cluster mayor posee 63 conformaciones para la finasterida,
muestra que los otros 37 resultados se dividieron en otros modos de union del inhibidor,

mostrando variabilidad en el acoplamiento a la misma.

El modelo MOD4QUYV presenta las mejores energias libres de unién = -9 kcal/mol para
los modelos construidos con el programa MODELLER mostrando practicamente un solo
cluster tanto para la testosterona como para la finasterida (Tabla 3-14), sin embargo, para
la dutasterida aunque se muestra un cluster de 30 repeticiones con una energia de union
de -9.97, las otras conformaciones se reparten en 8 cllster con energias entre -8 y -9

kcal/mol para este modelo (Anexo H).

En general todos los modelos mostraron union favorable tanto a la testosterona como
a los inhibidores seleccionados para el estudio, reflejado por su valor de energia libre de
unidén negativo (—AGunien), por lo tanto este criterio no fue determinante para discriminar al

mejor modelo 3D de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana construido.

Segun los resultados de la Tabla 3-14 el modelo tridimensional de la enzima 5a-
reductasa tipo 2 humana que posee la uniébn mas favorable tanto para el sustrato
enddgeno testosterona como para sus inhibidores dutasterida y finasterida es el ITASBUR,
construido en la plataforma I-TASSER tomando como plantilla la proteina 3BUR.
Adicionalmente, este modelo posee el mismo sitio catalitico predicho por el estudio de
docking amplio y fino tanto para la testosterona como para la finasterida y dutasterida
(Figura 3-15) mostrando un solo cluster para cada una de las cien conformaciones

evaluadas (Anexo ).

3.7.1 Determinacion de las interacciones moleculares entre el
sitio catalitico del modelo tridimensional de la enzima 5a-
reductasa tipo 2 humana y su sustrato enddgeno e
inhibidores

Debido a que la estructura tridimensional de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana no
ha podido ser determinada de manera experimental, no se conoce con exactitud cuéles
aminoacidos en su sitio catalitico le permiten establecer la unidén con su sustrato endégeno
testosterona e inhibidores dutasterida y finasterida. Los Gnicos acercamientos que a la

fecha han permitido identificar dichas interacciones consisten en la realizacién de estudios
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in vitro de mutagénesis donde se produce la mutacién sobre pequefias series de
aminoacidos en la enzima aislada y luego se analiza la modificacién de la afinidad de la
enzima mutada por su sustrato enddgeno y por sus inhibidores (Makridakis, di Salle, &
Reichardt, 2000).

En este sentido, los estudios previos (Jin & Penning, 2001; Wigley et al., 1994) han
permitido identificar que las mutaciones sobre los aminoacidos glicina 34 (Gly34) e
histidina 231 (His231) afectan la afinidad de la enzima para la unién a la testosterona
(Makridakis, et al., 2000). También se han podido determinar que los aminoé&cidos
indispensables para la unién del cofactor NADPH son la arginina 145 (Arg145), arginina
171 (Arg171), prolina 181 (Pro181), glicina 183 (Gly183), asparagina 193 (Asn193), glicina
196 (Gly196) y arginina 246 (Arg246) (Wigley, et al., 1994). Wigley y colaboradores (1994)
asegura que la region correspondiente a los aminoécidos 21 al 34 de la cadena peptidica
de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana pueden disminuir la unién del andrégeno
enddgeno testosterona y de sus inhibidores a la enzima. También se ha determinado que
al mutarse la regién de los aminoacidos 230 a 232 de la cadena peptidica compuesta por
aminoacidos histidinas, region que se encuentra conservada tanto en la enzima 5aR-I
como en la 5aR-Il tanto humana como de rata, se inactiva la accion catalitica de la enzima
(Baxter, Trivic, & Lee, 2001; Wigley, et al., 1994). Algunos estudios de mutagénesis
(Baxter, et al., 2001) determinan que la regién importante para la unién de sustratos a la
enzima es la comprendida entre los aminoacidos 15 al 20 para la 5aR-Il, mientras que
otros (Makridakis, et al., 2000) muestran que las regiones para la unién de la testosterona
y los inhibidores es la misma aunque hay zonas mas amplias haciendo referencia a la
region de los aminoacidos 5 al 89 y del 187 al 234, aunque no se indica si éstos son los
aminoacidos indispensables o si son los mismos para la union de los sustratos e
inhibidores (Makridakis, et al., 2000). De manera adicional, se establece que el cofactor
NADPH se une a la cadena peptidica de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana en la

regién comprendida por los aminoacidos 187 y 230 (Leme de Calais et al., 2011).

Como se desprende de lo anterior, a la fecha no se ha podido concretar cuéles
aminoécidos en el sitio catalitico de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana le permiten
establecer la unién con su sustrato enddgeno testosterona e inhibidores dutasterida y
finasterida pudiéndose solo reconocer algunas regiones de aminoacidos sobre la cadena
peptidica (15 al 80 e histidinas 230 a 232) importantes para la actividad catalitica (Wigley,

et al., 1994). Cabe mencionar que la region de los aminoacidos histidina por ser una region
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conservada, mostrd el mismo rol en todas las proteinas estudiadas incluso aisladas de
organismos diferentes al humano (Bhattacharyya, Chavan, Haley, Taylor, & Collins, 1995;
Wigley, et al., 1994)

Tomando como base el modelo 3D construido en el presente estudio para la enzima
5a-reductasa tipo 2 humana ITA3BUR y su acoplamiento molecular con su sustrato
enddgeno testosterona (Figura 3-15 A) e inhibidores finasterida (Figura 3-15 B) y
dutasterida (Figura 3-15 C), se analizaron las interacciones moleculares presentes entre
ellos. Primeramente, se abordaran las interacciones encontradas durante el acoplamiento

con la testosterona y posteriormente con los inhibidores.

El acoplamiento entre el modelo 3D ITASBUR vy la testosterona (Figura 3-16) mostro
la presencia de interacciones hidrofébicas entre los aminoécidos Leul67, Leul70, Phel86
Phel94, Ala228, His232 y Try235 del modelo 3D con el nucleo esteroidal de la
testosterona. También se encontro que se forman interacciones tipo enlace de hidrogeno
(Figura 3-16) con el grupo OH en C17 de la testosterona y la Tyr242. A diferencia de lo
encontrado en los estudios de mutagénesis para el acoplamiento entre la enzima 5a-
reductasa tipo 2 humana y la testosterona, en el modelo ITASBUR no se observo la
interaccion de la testosterona con el aminoacido Gly34 (Wigley, et al., 1994) ni con
aminoacidos cerca a éste en el sitio catalitico. Cabe mencionar que en el modelo ITA3BUR
la regién donde se encuentra la Gly34 (aminoacidos 15 al 35) estd muy distante de la
secuencia de histidinas (aminoacidos 230 a 232) (Figura 3-17) importantes como se
menciond (Wigley, et al., 1994) para la unién del sustrato a la enzima, por lo tanto no se
aprecia dicha interaccion. De manera adicional, el hecho de que el modelo ITA3BBUR
cuente con la secuencia conservada de histidinas (aminoacidos 230 a 232) refuerza la
validez del modelo y confirma que se trata de una aproximacién acertada a la estructura
3D de la 5aR-II.
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TYR242

LEU170

== == Enlace hidrofébico
Enlace de hidrégeno

LEU = leucina; TYR = trirosina; HIS= histidina; ALA= alanina; PHE= fenilalanina

Figura 3-16. Determinacion de las interacciones moleculares entre testosterona y aminoacidos del
sitio catalitico del modelo tridimensional ITA3BUR de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana.
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- Azul: regién de los aminoacidos 15 a 35

B Rojo: region de los aminoacidos 230 a 232

Figura 3-17. Representacion en el modelo ITASBUR de las regiones que segin los estudios de
mutagénesis son importantes para la union de los sustratos a la enzima 5a-reductasa tipo 2
humana.

Con relacién al acoplamiento entre el modelo 3D para la enzima 5a-reductasa tipo 2
humana ITA3BUR vy la finasterida se determiné la presencia de interacciones de enlace
de hidrégeno entre los aminoacidos His232, Gly191 y Ser190 y el grupo ceto de la
finasterida (Figura 3-18), ademas de un enlace de hidrogeno entre la amida de la
finasterida con el amino&cido Glul75 e interacciones hidrofébicas entre el metilo C18 de
la finasterida con Argl71 y Leul67. Este mismo metilo (C18) de la finasterida presenta
interaccion hidrofébica con el anillo aromatico de Phel194 (Figura 3-18). Cabe mencionar
gue este modelo conserva la cercania de los aminoacidos histidina y se forma un enlace
de hidrégeno entre el grupo ceto de la finasterida y la His232, deduciéndose que los
inhibidores también poseen interacciones con la regién de histidinas (aminoacidos 230 a
232) importantes para la union del sustrato a la enzima. Sin embargo cabe mencionar que
tampoco se observa unién entre los primeros aminoacidos (15 a 35) de la cadena proteica

del modelo 3D como en el caso de la testosterona.
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YR107

- == Enlace hidrofdbico
Enlace de hidrégeno

LEU = leucina; TYR = trirosina; HIS= histidina; ALA= alanina; PHE= fenilalanina;
SER=serina

Figura 3-18. Determinacién de las interacciones moleculares entre finasterida y aminoacidos del
sitio catalitico del modelo tridimensional ITA3BUR de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana.

Para el acoplamiento molecular del modelo ITA3BUR con dutasterida (Figura 3-19) se
observan interacciones hidrofobicas entre la His232 y el trifluorometilo de la dutasterida;
también se observan interacciones entre el trifluoro metilo de la dutasterida y el nitrégeno
del imidazol de esta misma histidina. Por su parte, la His231 presenta interaccién por
enlace de hidrégeno con el grupo ceto de la dutasterida. Adicionalmente, el grupo trifluoro
metilo que se encuentra en el grupo del C17 (2,5-Bis(trifluorometil)fenil) de la dutasterida

muestra una interaccion entre el flior con la Gly104 y la Arg105.

Por otro lado, el grupo acido carboxilico del acido glutamico de la Glul75 forma un
enlace de hidrogeno con el N-H de la amida de la dutasterida. También se presenta una
interaccion por enlace de hidrégeno entre Gly191 y el grupo ceto en C3 del anillo
esteroidal. Cabe mencionar que el acoplamiento del modelo ITASBUR con la dutasterida

no se observé interaccién con el aminoacido Gly34 ni con aminoacidos cerca a éste
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(Figura 3-19), pero en el estudio de acoplamiento del modelo ITA3BUR con los inhibidores
se observan mayores interacciones tanto hidrofébicas como por enlace de hidrégeno que
las observadas para la testosterona. Lo anterior permite explicar el por qué la dutasterida
al ser un inhibidor reversible, tiene un proceso de disociacion mas lento de la enzima en
relacion a la testosterona mostrando una vida media de 3 a 5 semanas (De La
Concepcion, 1999).

EU167

PHE194
' LY191 sgR190

= == Enlace hidrofébico
Enlace de hidrégeno
Enlace con halégeno

LEU = leucina; TYR = trirosina; HIS= histidina; ARG= arginina; PHE= fenilalanina;
SER= serina

Figura 3-19. Determinacion de las interacciones moleculares entre dutasterida y aminoacidos del
sitio catalitico del modelo tridimensional ITA3BUR de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana.
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Comparando el acoplamiento molecular de la testosterona, finasterida y dutasterida, se
identificaron las interacciones con los aminoacidos Leul67, Phel94 y His232 como
comunes para su interaccién con la enzima. De manera adicional la finasterida y
dutasrerida poseen otras interacciones en comuin con los aminoacidos Argl71 y Ser190
las cuales son de tipo hidrofébico y con los aminoacidos Prol106, Glul75, Gly191 tipo
puente de hidrégeno, por lo tanto, los inhibidores se unen de manera diferente a la
testosterona en el sitio catalitico lo cual podria explicar su efecto inhibidor suicida y la

preferencia de la enzima a unirse a estas sustancias.

Con base en estos resultados se puede inferir que para las tres moléculas acopladas al
modelo tridimensional de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana ITA3BUR,
correspondientes tanto al sustrato enddgeno testosterona como a sus inhibidores
finasterida y dutasterida, se observaron interacciones hidrofébicas entre los aminoacidos
leucina 167, fenilalanina 194 e histidina 232 esta ultima la cual en estudios de mutagénesis
mostro ser indispensable para la union al sitio catalitico de la enzima. También se pudo
identificar que en esta regién de acoplamiento tanto la testosterona como los inhibidores
presentan interacciones hidrofébicas y por enlaces de hidrégeno. Cabe mencionar que en
el presente trabajo de investigacion ninguna de las tres moléculas mencionadas presento
interaccién con la region correspondiente a los aminoacidos 15 al 34 de la cadena
peptidica de la enzima, como lo reportan los estudios de mutagénesis previamente citados
en la literatura (Makridakis, et al., 2000; Wigley, et al., 1994). Se piensa que esto
basicamente puede suceder porque dicha region se encuentra muy distante a la region
catalitica determinada en los modelos 3D construidos en el presente estudio. El hecho de
que el sitio catalitico en el modelo tridimensional de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana
ITA3BBUR coincida con el determinado experimentalmente mediante los estudios de
mutagénesis permite corroborar que el modelo construido en la presente investigacion
(ITA3BUR) constituye una aproximacion teorica valida a la estructura tridimensional
experimental de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana, convirtiéndolo en una alternativa
de diana biol6gica para futuros estudios de acoplamiento molecular y de screening virtual
con la finalidad de encontrar compuestos bioactivos para tratar enfermedades
relacionadas con esta enzima, entre ellas la hiperplasia prostatica benigna, el acné

androgénico y la calvicie androgénica entre otras.



4. Conclusiones

Se construyeron doce modelos de la estructura tridimensional de la enzima 5a-reductasa
tipo 2 humana mediante diversas herramientas computacionales empleando diversas
plantillas proteicas y estrategias de modelado por homologia y plegamiento (threading). De
éstos, el modelo ITASBBUR construido mediante modelamiento por plegamiento en la
plataforma computacional I-TASSER empleando como plantilla proteica a la enzima 58-
reductasa (3BUR) de origen humano resulté un modelo vélido que constituye una
aproximacion tedrica a la estructura tridimensional experimental de la enzima 5a-reductasa

tipo 2 humana.

Mediante acoplamiento molecular entre los diferentes modelos obtenidos con su sustrato
enddgeno testosterona e inhibidores finasterida y dutasterida se determin6 que el modelo
ITABBUR presentd la unidbn energéticamente mas favorable por dichas moléculas,
adicionando elementos para constituir a este modelo en una aproximacion teérica valida a

la estructura tridimensional experimental de la enzima 5a-reductasa tipo 2 humana.

Mediante acoplamiento molecular entre los doce modelos obtenidos con la testosterona
e inhibidores finasterida y dutasterida se pudo identificar que el sitio catalitico del modelo
se encuentra en la region comprendida cerca de los aminoacidos 230 a 232 de la estructura
proteica. Lo anterior concuerda con el sitio catalitico previamente establecido por
mutagénesis de la enzima, confirmando a esta region como importante para la actividad
catalitica. Cabe mencionar que con el presente estudio no se puede confirmar que la region
de los aminoacidos 15 al 35, como también ha sido indicado por estudios de mutagénesis,
sea importante en el sitio activo de la enzima dado que en los modelos obtenidos no se

presenta interaccion en esta regién con el sustrato e inhibidores.

El modelo ITASBUR constituye una alternativa viable de diana biologica en 3D para
futuros estudios de acoplamiento molecular y de screening virtual que permitan llevar a
cabo el disefio in silico de farmacos para tratar enfermedades donde esté involucrada la

enzima 5a-reductasa tipo 2 humana.



5. Perspectivas

Llevar a cabo estudios de screening virtual sobre el modelo ITA3BUR a fin de encontrar
agentes terapéuticos novedosos para enfermedades donde esté involucrada esta diana
biologica.

Realizar estudios de acoplamiento molecular entre el modelo ITASBUR y el cofactor
NADPH a fin de establecer su sitio de unién y el papel de este cofactor durante el proceso

enzimatico.

Estudiar la interaccidén en el sitio catalitico del modelo ITA3BUR con otras moléculas
estudiadas como inhibidores de la 5a-reductasa tipo 2 humana a fin de profundizar en los

tipos de interacciones dentro del sitio catalitico.
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Anexos

Anexo A. Programas computacionales para
acoplamiento molecular (docking) de pequenas
moléculas o fragmentos

Modalidad Presencia de
del disefio Programa flexibilidad Descripcion Referencia
de farmacos Proteina | Ligando
Cribado Acoplamiento molecular de IS/IIEemiﬂ%
: DOCK No Si pequefias moléculas o fragmentos . '
virtual en el sitio activo de la diana Skillman, &
' Kuntz, 2001)
(Kramer,
FlexX No Sj Dock automatlzgdo de proteinas Rarey, &
flexibles Lengauer,
1999)
(Schnecke,
Sirve para realizar un cifrado virtual Swanson,
SLIDE Si Si de posibles ligandos de la proteina Getzoff,
en estudio Tainer, &
Kuhn, 1998)
utiliza la red de energia de (Morris, et
AUTODOCK Sj Sj interaccién promediado para dar al., 1998)
cuenta de las conformaciones del
receptor y del ligando
. Utiliza simulaciones de Montecarlo | (Liu & Wang,
MCDOCK No Si en el docking para fijar los ligandos 1999)
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Programas computacionales para acoplamiento
molecular (docking) de pequefias moléculas o
fragmentos (continuacion)

Presencia de

Modalidad o
del disefio Programa flexibilidad Descripcion Referencia
de farmacos Proteina | Ligando
Disefio de . Dock y puntuaciones de (Bohm, 1992)
LUDI No Si :
novo fragmentos construidos de novo
calcula energias de enlace para (Goodford,
GRID No Sj los grupos func_pnales 1985)
determinando el sitio para el
docking
Permite predecir sitio de union de (Miranker &
DLD No Si acidos grasos saturados con sp 3 Karplus,
carbonos, mas tarde vinculado 1995)
. . (Bohacek &
GrowMol No Sj Construye _Ilgandos a partir de una McMartin,
biblioteca de atomos
1994)
construye ligandos con carbonos (Rotstein &
GenStar No Si yelg <p3 Murcko,
P 1993)
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Anexo B. Resultados primarios de

los modelos

construidos con MODELLER y validacién propia del

programa.

Modelo: MOD1MG7

>> Summary of successfully produced models:

Filename

molpdf

5ARI1.B99990001.pdb
5ARI1.B99990002.pdb
5ARI1.B99990003.pdb
5ARI1.B99990004.pdb
5ARI1.B99990005.pdb

Modelo: MOD1UTH

1914.85791
1965.72205
1949.89478
2111.27344
1984.89380

-24289.20703
-24968.00195
-25395.16992
-25293.31641
-26296.62109

>> Summary of successfully produced models:

Filename

molpdf

5ARII.B99990001.pdb
5ARII.B99990002.pdb
5ARII.B99990003.pdb
5ARII.B99990004.pdb
5ARII.B99990005.pdb

Modelo: MOD2HEA

1617.75623
1627.10828
1610.37622
1588.09216
1633.25415

-26667.18555
-25813.47656
-25892.67578
-26690.70898
-26158.25781

>> Summary of successfully produced models:

Filename

molpdf

5ARII.B99990001.pdb
5ARII.B99990002.pdb
5ARII.B99990003.pdb
5ARII.B99990004.pdb
5ARII.B99990005.pdb

1996.14465
1847.91895
1825.65247
1748.85925
1880.20105

-25561.32422
-25223.23633
-25181.63867
-25042.92578
-25516.10547

DOPE score GA341 score

0.17246
0.16533
0.14346
0.18459
0.14104

DOPE score GA341 score

0.08514
0.07634
0.06309
0.17747
0.09772

DOPE score GA341 score

0.11055
0.06847
0.08065
0.07743
0.06203
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Modelo: MOD1JOA

>> Summary of successfully produced models:

Filename

molpdf

5ARII.B99990001.pdb
5ARII.B99990002.pdb
5ARII.B99990003.pdb
5ARII.B99990004.pdb
5ARII.B99990005.pdb

Modelo: MOD4QUB

1871.16956
2079.84619
1891.50159
1931.49377
1863.86560

-26405.29297
-27401.61328
-26930.50195
-27438.68359
-26709.66992

>> Summary of successfully produced models:

Filename

molpdf

5ARI1.B99990001.pdb
5ARI1.B99990002.pdb
5ARI1.B99990003.pdb
5ARI1.B99990004.pdb
5ARI11.B99990005.pdb

Modelo: MOD3BUR

1710.85010
1651.14978
1573.24182
1653.82275
1535.51990

-22418.31641
-23096.30078
-23093.46680
-22365.92969
-22915.46875

>> Summary of successfully produced models:

Filename

molpdf

5ARII.B99990001.pdb
5ARII.B99990002.pdb
5ARII.B99990003.pdb
5ARII.B99990004.pdb
5ARII.B99990005.pdb

1675.57776
1654.75293
1532.96875
1710.99182
1725.79358

-26646.24609
-26561.03516
-26883.12305
-26068.69141
-26223.01562

DOPE score GA341 score

0.08239
0.10422
0.08241
0.09282
0.11543

DOPE score GA341 score

0.08109
0.06318
0.05049
0.07489
0.05918

DOPE score GA341 score

0.13000
0.26528
0.18944
0.11068
0.14269
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Anexo C. Resultados primarios de los modelos
construidos con I-TASSER y validacion propia de la
plataforma.

Modelo: ITA1JOA

Name C-score Exp.TM-Score Exp.RMSD No.of decoys Cluster density
Modell: -0.95 0.59+-0.14 7.9+-4.4 3659 0.1261
Model2: -2.49 1143 0.0270
Model3: -3.20 390 0.0132
Modeld: -2.66 807 0.0227
Model5: -2.91 603 0.0177

Modelo: ITAIMG7

Name C-score Exp.TM-Score Exp.RMSD No.of decoys Cluster density
Modell: 0.06 0.72+-0.11 5.7+-3.6 4514 0.3439
Model2: -2.28 1391 0.0333
Model3: -2.35 1100 0.0311
Model4d: -3.57 274 0.0092
Model5: -4.13 191 0.0052

Modelo: ITAIUTH

Name C-score Exp.TM-Score Exp.RMSD No.of decoys Cluster density
Modell: -1.30 0.55+-0.15 8.7+-4.6 2953 0.0891
Model2: -2.69 855 0.0221
Model3: -3.13 562 0.0142
Modeld: -3.31 440 0.0119
Model5: -3.62 309 0.0087

Modelo: ITASBUR

Name C-score Exp.TM-Score Exp.RMSD No.of decoys Cluster density
Modell: -0.36 0.67+-0.13 6.6+-4.0 6970 0.2712
Model2: -0.49 5160 0.2375
Model3: -2.43 904 0.0341
Model4d: -1.74 1453 0.0682
Model5: -4.03 135 0.0069
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Modelo: ITASBUV

Name C-score Exp.TM-Score Exp.RMSD No.of decoys Cluster density
Modell: -0.40 0.66+-0.13 6.7+-4.0 6795 0.2592
Model2: -0.64 45009 0.2047
Model3: -2.25 981 0.0408
Model4: -1.23 2575 0.1127
Model5: -1.58 1771 0.0796

Modelo: ITA4QUV

Name C-score Exp.TM-Score Exp.RMSD No.of decoys Cluster density

Modell: 0.65 0.80+-0.09 4.5+-3.0 7493 0.6244
Model2: -1.26 1207 0.0920
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Anexo D. Resultados primarios estructura secundaria
del modelo de la 5aR-Il construido con PHYRE?2

ndcamachoc@unal.edu.co
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Anexo E: Grafico de Ramachandran para el modelo
ITA3BBUR

PROCHECK

Ramachandran Plot
iput atom only

~1
. TYR 141 (A)
] A

LEU 185 (A
]

Psi (degrees)

Phi (degrees)

Plot statistics

Residues in most favoured regions [A.B.L] 191 90.5%
Residues in additional allowed regions [a.b.Lp] 14 6.6%
Residues in generously allowed regions [~a.~b.~1.~p] 6 2.8%
Residues in disallowed regions 0 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 211 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glycine residues (shown as triangles) 24
Number of proline residues 17
Total number of residues 254

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
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Anexo F:. Resultados de acoplamiento molecular para
los modelos construidos con la plataforma I-TASSER
y las plantillas 1JOA, 1MG7, 1UTH con testosterona
finasterida y dutasterida

a) Modelo: ITA1JOA Testosterona
CLUSTERING HISTOGRAM

| | |
Clus | Lowest | Run | Mean | Num | Histogram
-ter | Binding | | Binding | in |
Rank | Energy | | Energy | Clus| 5 10 15 20 25 30 35
| | | | [ S PR S SR S N A
1] -9.78 | 81| -9.78 | 100

[t R A R R R R R R R R R R R

Number of multi-member conformational clusters found = 1, out of 100 runs.

Modelo: ITAIMG7 Testosterona

CLUSTERING HISTOGRAM

| | |
Clus | Lowest | Run | Mean | Num | Histogram
-ter | Binding | | Binding | in |
Rank | Energy | | Energy | Clus| 5 10 15 20 25 30 35
| | | | | S PN SN DU S D
1] -9.47 | 7 -9.46 | 100

[t A R R R R R R R R R

Number of multi-member conformational clusters found = 1, out of 100 runs.

Modelo: ITALUTH Testosterona

CLUSTERING HISTOGRAM

| |
Clus | Lowest | Run | Mean | Num | Histogram
-ter | Binding | | Binding | in |
Rank | Energy | | Energy | Clus| 5 10 15 20 25 30 35
| | | | | | : | | o
1] -8.73 | 5 | -8.73 | 100

[HE#HEFHEF R R R R R R

Number of multi-member conformational clusters found = 1, out of 100 runs.
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b) Modelo: ITA1JOA Finasterida

CLUSTERING HISTOGRAM

T0 | #EHHEHEEFERERARARAERER AR AR AR ERE AR AR AE AR A AR AR FERE AR A SR AR AR AR

|
Clus | Lowest | Run | Mean | Num | Histogram
-ter | Binding | | Binding | in
Rank | Energy | | Energy | Clus]| 5 10 15 20 25 30 35
| | | | | : | : | : | :
1 -8.33 | 68 | -8.08
2| -8.23 | 100 | =8.16 | 27 |##4#H4HEHREHREREFRERRERESRE
31 -7.56 | 25 | -7.52 | 3 | ##44#
| | | |
Number of multi-member conformational clusters found = 3, out of 100 runs.

Modelo: ITAIMG7 Finasterida

CLUSTERING HISTOGRAM

| | |
Clus | Lowest | Run | Mean | Num | Histogram
-ter | Binding | | Binding | in |
Rank | Energy | | Energy | Clus| 5 10 15 20 25 30 35
| | | | | S D S DR S D
1 -10.25 17 | -10.17 | 100

[HE#HEFHEF R R R R R R R R R

Number of multi-member conformational clusters found = 1, out of 100 runs.

Modelo: ITA1UTH Finasterida

CLUSTERING HISTOGRAM

| | | | |
Clus | Lowest | Run | Mean | Num | Histogram
-ter | Binding | | Binding | in |
Rank | Energy | | Energy | Clus]| 5 10 15 20 25 30 35
I I I I I : | : | : | .
1] -7.04 | 88 | —6.88 | A3 |#HE#HHHHEHAEAAHEAAESAHE A AEA AR
2 | -6.67 | 44 | -6.64 | 8 | HHHHHHHH
3 -6.59 | 57 | —6.59 | A9 |H###4HHHHHHHHEHAHEHASRAARAA A
I I I I I
Number of multi-member conformational clusters found = 3, out of 100 runs.
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c) Modelo: ITA1JOA Dutasterida

CLUSTERING HISTOGRAM

| | | | |
Clus | Lowest | Run | Mean | Num | Histogram
-ter | Binding | | Binding | in |
Rank | Energy | | Energy | Clus]| 5 10 15 20 25 30 35
I I I I | : | : | : | :
1| -7.07 | 23 | —6.19 | 46 |#EHHHHHEHFEAAEAAAEAAE RS
2 -6.56 | 57 | —6.29 | 28 |#H#HHHHEHAEAEEAAHESHSSESSSEES
3 -5.76 | 64 | =5.68 | 20 |#####HHFHAFRASESEESS
4 | -3.04 | 94 | -3.01 | 6 | H#HEHE
| | I I

Number of multi-member conformational clusters found = 4, out of 100 runs.

Modelo: ITA1IMG7 Dutasterida

CLUSTERING HISTOGRAM

| | | |
Clus | Lowest | Run | Mean | Num | Histogram
-ter | Binding | | Binding | in |
Rank | Energy | | Energy | Clus| 5 10 15 20 25 30 35
| | | | | : | | |
1| -6.62 | 8 | -5.68 | 4 | HHHE
2| -6.32 | 13 | -5.60 | 8 | ##HHHHEHH
31 -5.94 | 78 | -5.44 | O | #HHHEEHHS
4 | -5.87 | 31 =5.62 | 57 |#HH4HHHHEEHHHHEAA R A AR AR R R R R R R
5 | -5.34 | 86 | -5.34 | 1 |#
6 | -5.21 | 58 | -4.92 | T HEHEEEE
7 -5.20 | 60 | -4.72 | 2 | ##
8 | -5.07 | 45 | -5.07 | 1 1#
9 | -4.99 | 47 | -4.65 | S5 | #####
10 | -4.57 | 17 | -4.57 | 1 1#
11 | -4.24 | 51 | -4.24 | 1 1#
12 | -3.40 | 31 | -3.40 | 1 1#
13 | +0.38 | 50 | +0.38 | 1 |#
14 | +1.60 | 6 | +1.60 | 1 |#
15 | +5.82 | 95 | +5.82 | 1 |4
| | | |

Number of multi-member conformational clusters found = 7, out of 100 runs.

Modelo: ITALUTH Dutasterida

CLUSTERING HISTOGRAM

| | | |
Clus | Lowest | Run | Mean | Num | Histogram
-ter | Binding | | Binding | in |
Rank | Energy | | Energy | Clus| 5 10 15 20 25 30 35
| | | | | : | : | : | :
1] -6.10 | 22 | -6.04 | T ###HHEEE
2 -5.81 | 10 | =5.74 | S5 | HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH AR
3| -5.42 | 98 | =5.38 | 30 |####HHFHFHFHFHFHAAHAFAFHFHFAHS
4 -5.04 | 76 | -4.91 | S5 | #####
5 | -4.98 | 48 | -4.97 | 2 | ##
6 | -4.35 | 33 | -4.35 | 1 |#
| | | |

Number of multi-member conformational clusters found = 5, out of 100 runs.
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Anexo G: Resultados de acoplamiento molecular para
los modelos construidos con MODELLER vy las
plantillas 1JOA, 1MG7, 1UTH con Testosterona y
Dutasterida

Modelo: MOD1J0A Testosterona

CLUSTERING HISTOGRAM

|
Clus | Lowest | Run | Mean | Num | Histogram
-ter | Binding | | Binding | in
Rank | Energy | | Energy | Clus| 5 10 15 20 25 30 35
| | | | | : | : | : | .
1 -8.18 | 21 | =8.18 | T4 | HHEHHEHHEH AR AR E AR R R R R R R R R R R R R
2| -8.18 | 2| =8.17 | 26 |##t#HEHREHEEREERERREREARES
| |

Number of multi-member conformational clusters found = 2, out of 100 runs.

Modelo: MOD1MG?7 Testosterona

CLUSTERING HISTOGRAM

| | |
Clus | Lowest | Run | Mean | Num | Histogram
-ter | Binding | | Binding | in |
Rank | Energy | | Energy | Clus| 5 10 15 20 25 30 35
| | | | | | : | |
1 -10.18 | 44 | -10.02 | 72 o
[ H AR R R R
2| -9.81 | 80 | =9.79 | 26 |#tHHHHHHEEHHEREESSAREASSES
3| -8.06 | 46 | -8.06 | 2 | #4#
|

Number of multi-member conformational clusters found = 3, out of 100 runs.

Modelo: MOD1UTH Testosterona

CLUSTERING HISTOGRAM

| |
Clus | Lowest | Run | Mean | Num | Histogram
-ter | Binding | | Binding | in |
Rank | Energy | | Energy | Clus| 5 10 15 20 25 30 35
| | | | | : | : | |
1] -8.90 | 53 | -8.89 | 100

(A FHEH AR R R R R R R R R R R R R R

Number of multi-member conformational clusters found = 1, out of 100 runs.
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Modelo: MOD1JOA Dutasterida
CLUSTERING HISTOGRAM
I I I I I
Clus | Lowest | Run | Mean | Num | Histogram
-ter | Binding | | Binding | in |
Rank | Energy | | Energy | Clus| 5 10 15 20 25 30 35
I I I I I : I : I : I o
1 -7.56 | 34 | =T7.23 | 21 |#4##4HHEHESRASEEESSS
2 | -7.54 | 18 | -7.43 | O | HHHEHHEESE
3 =-7.49 | 70 | -7.08 | 10 [####fH4H4H
4 | -7.34 | 97 | =7.16 | A5 | ##HHHHHHE AR
5 -7.23 | 75 | -7.10 | 2 | ##
6 | -7.14 | 10 | -7.10 | 3 [ H##H
7 -7.10 | 49 | -7.08 | 2 | H##
8 | -6.94 | 22 | -6.92 | S5 [##H##H
9 | -6.84 | 65 | -6.84 | 1 |#
10 | -6.81 | 13 | -6.76 | 2 | ##
| | | I |
Number of multi-member conformational clusters found = 9, out of 100 runs.
Modelo: MOD1MG7 Dutasterida
CLUSTERING HISTOGRAM
\ \ \ \ \
Clus | Lowest | Run | Mean | Num | Histogram
-ter | Binding | | Binding | in |
Rank | Energy | | Energy | Clus| 5 10 15 20 25 30 35
\ \ \ \ \ : | : | : | i
1 -9.35 | 63 | =8.88 | 34 |H####HHHHHEHFHESAAAES AR S S ERESESS S
2 -8.06 | 60 | =7.90 | 38 |####H#HHHHEHEHASEAHESHSAEH SR ES AR SS S
3 -7.81 | 43 | -7.81 | 1 |4#
4 | -7.79 | 13 | =7.69 | 15 |#####HHSHEHESES
5 -7.46 | 3 -7.46 | 1 |#
6 | -7.23 | 14 | =7.21 | 11 AR
\ \ \ \

Number of multi-member

Modelo: MOD1UTH Dutasterida

CLUSTERING HISTOGRAM

conformational clusters found

out of 100 runs.

4,

| | | |
Clus | Lowest | Run | Mean | Num | Histogram
-ter | Binding | | Binding | in |
Rank | Energy | | Energy | Clus]| 5 10 15 20 25 30 35
I I I I I : I : I : I -
1| -7.46 | 73 | =T7.40 | 21 |#HE#HHHHEREEEASESESSSS
2 -7.46 | 67 | =T7.37 | A3 | HEHHEHHE AR A
3| -7.19 | 75 | =7.09 | 26 |#####HHHEHEHEHEHASASASESHS
4 | -7.18 | 52 | =7.13 | 10 |####ddHdes
I I I I I
Number of multi-member conformational clusters found = 4, out of 100 runs.
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Anexo H: Resultados de acoplamiento molecular para
el modelo MOD4QUYV con Dutasterida

Modelo: MOD4QUYV Dutasterida

CLUSTERING HISTOGRAM

|
Clus | Lowest | Run | Mean | Num | Histogram
-ter | Binding | | Binding | in |
Rank | Energy | | Energy | Clus| 5 10 15 20 25 30
| | | | \ : \ : \ :
1] -10.05 | 89 | =9.97 | 30 |####HHHHHHHEHAHHEAARASEHA SRS
2 -9.66 | 23 | -9.66 | 1 4%
3 | -9.50 | 47 | -9.28 | 29 |#4##4#HhaAAHAEAAASEAAASAEAAASS
4 | -9.49 | 27 | -9.46 | 18 [ #####H4#HHHH4HHHEHHH
5 -9.47 | 8 | -9.45 | 4 | #HHHF
6 | -9.24 | 38 | -9.22 | 4 |
7 -9.08 | 18 | -9.01 | 6 |###H###
8 | -9.08 | 51 | -9.03 | 3 | ###
9 | -8.87 | 3 -8.84 | 2 | ##
10 | -8.80 | 87 | -8.78 | 3 | H###
| | | | |
Number of multi-member conformational clusters found = 9, out of 100

runs.
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Anexo |: Resultados de acoplamiento molecular para
el modelo ITA3BUR con Testosterona, Finasterida y
Dutasterida

Modelo: ITA3SBUR Testosterona

CLUSTERING HISTOGRAM

| | | |

Clus | Lowest | Run | Mean | Num | Histogram

-ter | Binding | | Binding | in |

Rank | Energy | | Energy | Clus| 5 10 15 20 25 30 35
| | | | | : | : | |
| -10.54 | 51 | -10.54 | 100

\####################################################################################################
| | | | |

Number of multi-member conformational clusters found = 1, out of 100 runs.

Modelo: ITA3BUR Finasterida

CLUSTERING HISTOGRAM

| | | |

Clus | Lowest | Run | Mean | Num | Histogram

-ter | Binding | | Binding | in |

Rank | Energy | | Energy | Clus| 5 10 15 20 25 30 35
| | | | | : | : | |
| -10.35 | 61 | -10.31 | 100

\####################################################################################################
| | | | |

Number of multi-member conformational clusters found = 1, out of 100 runs.

Modelo: ITA3SBUR Dutasterida

CLUSTERING HISTOGRAM

| | | |
Clus | Lowest | Run | Mean | Num | Histogram
-ter | Binding | | Binding | in |
Rank | Energy | | Energy | Clus| 5 10 15 20 25 30 35
| | | | | : | : | |
1] -10.95 | 1] -10.81 | 100

[HE# A F R R R R R R R R o
| | | | |

Number of multi-member conformational clusters found = 1, out of 100 runs.
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