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Acoplamiento molecular de compuestos de origen natural
para inhibir a la proteina quinasa 4 dependiente de ciclina

Resumen

El cancer es la enfermedad que mas vidas cobra anualmente, aunque las opciones de
tratamiento mas modernas han logrado aumentar la sobrevida. Aun queda mucho por investigar
en esta area. Objetivos: Identificar las posibles interacciones moleculares entre compuestos de
origen natural y la quinasa dependiente de ciclina 4 (CDK4). Método: se realizé una busqueda
en las bases de datos PubChem y ChEMBL de compuestos naturales y se modelé la proteina
CDK4 mediante el programa template 2W96. Posteriormente se realizé un screening virtual
mediante AutoDock Vina y se comparo la afinidad de las distintas interacciones. Resultados: Se
recopild6 60 compuestos naturales, de los cuales 1,3-dibenzyl-2,4,5-trimethylimidazolium,
alcaloide de la maca, y el dimero 3 de la curcumina mostraron mayor afinidad a CDK4 que el
Adenosin trifosfato, ligando natural de esta. Conclusiones: estos ligandos podrian ser usados en
posteriores investigaciones in vitro e in vivo relacionadas a la inhibicion del ciclo celular.

Palabras clave: Maca; Lepidium mayenii; Curcuma longa; CDK4; reguladores del ciclo celular;
acoplamiento molecular.

Abstract

Cancer is the disease that claims the most lives annually, although the most modern treatment
options have managed to increase survival. Much remains to be investigated in this area.
Objectives: Identify possible molecular interactions between natural compounds and cyclin-
dependent kinase 4 (CDK4) for future consideration in the investigation of drugs related to multiple
cancers that share this mechanism of cell cycle dysregulation. Methods: natural compounds were
collected from various public access databases; CDK4 was modeled using template 2W96;
Subsequently, a virtual screening was carried out using AutoDock Vina and the efficiency of the
different interactions was compared. Results: it was found that the maca alkaloid 1,3-dibenzyl-
2,4 ,5-trimethylimidazolium and curcumin dimer 3 had a more optimal binding profile to CDK4 than
Adenosine triphosphate, its natural ligand. Conclussions: these molecules could be considered
to future investigations in vitro and in vivo related to inhibition of cell cycle.

Keywords: Maca; Lepidium mayenii; Curcuma longa; CDK4; molecular docking; cell cycle
regulators.

INTRODUCCION

El cancer es la principal causa de muerte a nivel mundial y la segunda en nuestro pais siendo
superadas solo por las enfermedades infecciosas y parasitarias (1,2). EI melanoma familiar,
liposarcoma, glioblastoma, cancer bucal, retinoblastoma, cancer de pulmén y el cancer de mama
son algunas de las neoplasias malignas que tienen, como parte de su mecanismo fisiopatoldgico,
alteraciones en la regulacién del ciclo celular a nivel de CDK4 (3-7). Ademas, neoplasias con
alteraciones a nivel de la ciclina D1, podrian responder favorablemente a la inhibicion de CDK4

(8).

La identificacion y desarrollo de inhibidores de CDK4 ha sido un area de investigacién muy activa
durante los ultimos treinta afios (9,10). El flavopiridol, un compuesto que se encontré en la planta
india rohitukina, fue el primer inhibidor de las CDK en humanos, bloqueando la progresién del



ciclo celular en G1/S (11). En la actualidad estan aprobados por la FDA tres inhibidores sintéticos
de tercera generacién, palbociclib, ribociclib y abemaciclib (12-15). Ademas, ftrilaciclib se
encuentra en ensayos clinicos de fase Il en pacientes con cancer de pulmon de células pequefias
y con cancer de mama negativo para receptores hormonales, y en ensayos clinicos de fase llI
en pacientes con cancer colorrectal metastasico (16—19).

En la naturaleza, tenemos una gran cantidad de compuestos naturales por analizar, dado las
ventajas que estos suelen tener como agentes terapéuticos (20), y determinar si tienen actividad
inhibitoria frente a las proteinas del ciclo celular, en especial frente a CDK4, por ser hasta ahora,
la quinasa del ciclo celular mas estudiada y més relevante en las células cancerigenas (21). En
el Perl, dado la gran variedad de flora que contiene, encontramos multiples compuestos
disponibles. Los mas prometedores para estos fines debido a sus propiedades encontradas en
la literatura son los alcaloides de Lepidium meyenii, derivados terpénicos de Schinus molle,
derivados fendlicos y alcaloides de Uncaria tormentosa, derivados fendlicos; ademas debido a la
fuerte evidencia que la respalda, Curcuma longa L es otra buena candidata (a pesar de no ser
oriunda de Peru) (22-24).

Las técnicas computacionales de acoplamiento molecular mediante programas como AutoDock
Vina, nos permiten analizar las relaciones ligando-proteina de manera bastante mas econdmica
y, en un tiempo relativamente corto. Para hacer un barrido de muchas moléculas, el tipo de
acoplamiento molecular indicado es el rigido, debido a su muy bajo costo computacional y
notable velocidad, aunque sacrifica precision (una vez seleccionados los mejores prospectos, se
suele proceder con analisis de acoplamiento molecular tan precisos como computacionalmente
costosos como el acoplamiento dinamico, que tiene en cuenta la flexibilidad de las moléculas y
no descuida los efectos de solvatacion y entropicos) (25).

El presente trabajo tiene como objetivo determinar que compuestos naturales de las plantas
mencionadas tienen mejores perfiles de interaccion (constantes de disociacion, tipos de enlace,
aminoacidos que interactian) con CDK4.

EL ESTUDIO

Preparacion de la proteina y de los ligandos naturales

Se uso el template 2W96 del repositorio “Protein Data Bank” en formato .pdb, para modelar la
CDK4. Para reparar el sistema se utilizé un remodelado por homologia de la proteina en el
servidor online SWISS-MODEL.

Para los ligandos, se realiz6 una busqueda de alcaloides de Lepidium meyenii, derivados
terpénicos de Schinus molle, derivados fendlicos y alcaloides de Uncaria tormentosa, derivados
fendlicos y terpénicos de Curcuma longa L en PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) y
ChEMBL (https://www.ebi.ac.uk/chembl/). Se extrajo la informacién quimica de los compuestos
en formato de SMILES canénicos, para luego ser convertidos a un formato Mol 3D a través de
un script de Python en OpenBabel. También se extrajo la informacién quimica del adenosin
trifosfato (ATP), que sirvié de control, ya que es el ligando original del sitio activo de CDK4.

Barrido virtual de las moléculas

Se realiz6 un barrido virtual de los compuestos naturales mediante el programa AutoDock vina.
El algoritmo genético generado por AutoDock permite determinar la energia de unién de los
diferentes compuestos naturales. Con respecto a los parametros del acoplamiento molecular, se
adicion6 cargas de Gasteiger e hidrogenos a la estructura proteica, luego se generd un GridBox
de 22 angstroms para los ejes X, Y y Z. El acoplamiento, que por el algoritmo genético genera
10 repeticiones y presenta las mejores energias de unién, se generd en el sitio activo donde se
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une el ATP (ligando natural del CDK4) de esta proteina, conformado por los residuos lle12, Val20,
Ala33, Val77, Phe93, Glu94, His95, Val96, GIn98, Asp99, Thr102, Glu144, Leu147, Ala157,
Asp158. Los resultados obtenidos en el acoplamiento molecular se ingresaron al programa
Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP) para obtener una mas detallada informacion de las
interacciones que pueden contribuir a una mejor interacciéon farmacolégica (aminoacidos que
interactuan, distancia de interaccion y tipos de enlaces).

Analisis de datos

La informacién obtenida de los diferentes analisis se ordené en Microsoft Excel. La energia de
union (A de Gibbs) fue convertida a constante de disociacion (Kd), luego se comparé las
mejores Kd de los compuestos analizados, tomando como punto de corte la unién del ATP que
obtuvo -8 de energia. Posteriormente analizamos los tipos de enlaces formados y los residuos
de aminoacidos involucrados en la interaccién con CDK4 (incluyendo aquellos que son
comunes a los inhibidores sintéticos de tercera generacion).

HALLAZGOS

Los diferentes tipos de cancer afectan a todo el mundo y la terapia disponible es relativamente
poco efectiva. Es por ello que muchos grupos de investigaciéon han volcado su interés a la
investigacion de nuevos tratamientos. Aqui identificamos 60 compuestos bioldgicos naturales
para posteriormente, mediante acoplamiento molecular, evaluar su interacciéon con la proteina
del ciclo celular CDK4 (Figura 1), y asi hallar los compuestos con mejores perfiles de union a
esta proteina. Esto se logré con éxito, y los resultados se muestran a continuacion.

Busqueda de compuestos y seleccion en funcién de su energia de unién libre

De la busqueda en las bases de datos PubChem y ChEMBL resultaron 60 compuestos de origen
natural y se realiz6 el acoplamiento molecular. Las interacciones entre los compuestos y CDK4
se clasificaron en funciéon de su energia de union libre, AG, obteniendo a 1,3-dibenzyl-2,4,5-
trimethylimidazolium y a Curcumin Dimer 3 como el primer y segundo ligando con mayor afinidad
por el sitio de unién de CDK4 (Tabla 1).

Aminoacidos involucrados, distancia de interaccion y tipos de enlaces

Para determinar el reconocimiento molecular y evidenciar que estos interactuan con residuos
clave, el analisis se realiz6 con el software PLIP, donde se observé que los ligandos interactuaron
formando enlaces de hidrégeno e interacciones hidrofébicas. En el sitio de unién, una interaccion
observada en el derivado de la curcuma, fue la de los enlaces de hidrégeno, con los residuos
Glu94, His95 y Val96, que son importantes dado que forman parte del sitio activo de CDK4. Asi
mismo, Curcumin Dimer 3 presentd la energia de interaccion mas favorable (AG = -10.3 kcal/mol,
kd = 2.6 x 108 nM) en el sitio de unién de la proteina CDK4. Por otro lado, 1,3-dibenzyl-2,4,5-
trimethylimidazolium, no mostré interacciones tipo enlaces de hidrégeno (Tabla 2). En la figura 2
se muestran ambos compuestos en el sitio activo de CDK4.

DISCUSION

En términos generales, el cancer representa uno de los mayores desafios por su dificil
tratamiento, no solo por su baja efectividad en estadios avanzados, sino también por su alta tasa
de efectos adversos (26). Es un campo muy activo de investigacion, y los enfoques
computacionales permiten avanzar a pasos gigantes en la exploracion de nuevos compuestos



naturales anticancerigenos. Es por todo esto que esta investigacion se centr6 en la busqueda de
los mejores prospectos, entre un pool de compuestos naturales, como inhibidores de la proteina
reguladora del ciclo celular CDK4, la misma que se ha visto envuelta en los mecanismos
etiopatogénicos de multiples tipos de cancer (27,28).

Los resultados del acoplamiento molecular nos permitieron identificar los 2 mejores inhibidores
potenciales: 1,3-dibenzyl-2,4,5-trimethylimidazolium y curcumin dimer 3. Nuestros analisis
demuestran que estos dos compuestos logran interactuar mediante enlaces hidrofébicos,
mientras que solo el segundo de estos lo hace, ademas, mediante enlaces de hidréogeno. Esto
es importante dado que los enlaces de hidrogeno entre ligando y receptor, aumentan la afinidad,
y brindan mayor estabilidad a la interaccion (29,30). La energia de unién de curcumin dimer 3 es
mejor que la encontrada por Sante et al. para el derivado de curcumina Kurkumod 21 (23).
Lamentablemente, hay muy pocos estudios en los que se evalue la interaccion entre compuestos
naturales peruanos y CDK4. Por otro lado, encontramos similitudes entre los aminoacidos del
sitio de accién con los que estos compuestos naturales y los inhibidores sintéticos de CDK4 de
segunda generacion interactuan, como Val96, His65 (31); esto nos permite considerar a los
compuestos naturales aqui analizados, como inhibidores (32).

Para tener un acercamiento mas detallado del potencial de estos compuestos haria falta varios
otros estudios, como analizar sus perfiles de farmacocinética ya que, por ejemplo, los derivados
de la curcuma suelen tener perfiles farmacocinéticos complicados (lenta absorcién en el tracto
gastrointestinal, procesos de eliminacion muy rapida) lo que dificultaria mantener niveles de
concentracion adecuados en seres humanos (33). Por otro lado, debido a los recursos
computacionales limitados, no se pudo hacer un screening mas amplio de compuestos naturales.
Ademas, es posible que existan diferentes formas de ensamble del receptor, lo cual podria limitar
el acoplamiento de ciertos ligandos. No poder analizar estas distintas formas de ensamble es
una de las varias limitaciones del acoplamiento molecular rigido (34).

En conclusion, documentamos los datos del analisis de acoplamiento molecular de derivados de
la curcuma y de la maca con la proteina del ciclo celular CDK4. En el futuro se espera la sintesis
de los compuestos con mejores perfiles de union, y posteriormente el andlisis de correlacion in
vitro e in vivo.
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FIGURAS Y TABLAS
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Figura 1. Estructura cristalina de la proteina CDK4. A) Arquitectura de CDK4 dispuesta en
dos lébulos en el cual las hojas 36, B4 plegadas, cadena ac (I6bulo N), el loop y T (I6bulo C) son
importantes para la actividad biolégica; B) Sitio activo de CDK4_el cual se conforma de los
residuos lle12, Val20, Ala33, Val77, Phe93, Glu94, His95, Val96, GIn98, Asp99, Thr102, Glu144,
Leu147, Ala157, Asp158.

Tabla 1. Caracteristicas de los metabolitos naturales en su energia de unién con CDK4

Unidad de analisis Metabolito/molécula ' 2miia  AGibbs Kd (Molar)
quimica (Kcal/mol)

Control Adenosin trifosfato - -8.0 1.3x10%
Maca = Lepidium 13-dibenzyt2.4.5 o0 .54 6.4 x 107
mayenii trimethylimidazolium

Turmeric - CUrcuma. &\ cumin Dimer 3~ 26390 403 2.6 x 10
longa fendlico

AGibbs, Energia libre de Gibbs; Kd, Constante de disociacion.



Tabla 2. Caracteristicas de los tipos de enlace de los metabolitos en su interacciéon con

CDK4

Metabolito natural

Interaccion hidrofébica (A) Puente de hidrogeno (A)

1,3-dibenzyl-2,4,5-
trimethylimidazolium

Curcumin Dimer 3

lle12* (3.84), Val20 *(2.98), Ala33*
(3.4), Val72 (3.53), Phe93* (3.59), -
Leu147* (3.36), Ala157* (3.62)

lle12* (3.21), Tyr17 (3.8), Val20*
(3.68), Ala33* (3.71), Leu147*
(3.83)

Glu94* (3.13), His95* (2.32),
Val96* (2.02)

A, Distancia en Angstroms del meta, *Residuos que coinciden con la interaccion de ATP en el

sitio activo

CDK4

CDK4

_______

:lzth.W.‘:»wn»-‘z,.ﬂjfl Curcumina

Figura 2. Representacion grafica, modelada mediante el programa VMD, de la proteina
CDK4 y la interaccion con metabolitos naturales. A) Interacciéon de 1,3-dibenzyl-2,4,5-
trimethylimidazolium en el sitio activo de CDK4; B) Interacciéon de Curcumin dimer 3 en el sitio

activo de CDK4.
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RESOLUCION N° 2644-2021/UPEU-FCS-CF
Lima, Nafa, 09 de noviembre de 2021
VISTO:

El expediente de DANIELA ROMERO VALVERDE, identificada con cédigo
universitario N° 201520280, de la Escuela Profesional de Medicina, de la Facultad de Ciencias de
la Salud de la Universidad Peruana Union;

CONSIDERANDO:

Que la Universidad Peruana Unién tiene autonomia académica, administrativa y
normativa, dentro del ambito establecido por la Ley Universitaria N® 30220 y el Estatuto de la
Universidad;

Que la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Peruana Unién, mediante
sus reglamentos académicos y administrativos, ha establecido las formas y procedimientos para la
aprobacion e inscripcion del perfil de proyecto de tesis en formato articulo y la designacion o
nombramiento del asesor para la obtencién del titulo profesional;

Que DANIELA ROMERO VALVERDE, ha solicitado: la inscripcién del perfil de
proyecto de tesis titulado Acoplamiento molecular de compuestos de origen natural para inhibir a la
proteina quinasa 4 dependiente de ciclina, y la designacion del Asesor, encargado de orientar y
asesorar la ejecucion del perfil de proyecto de tesis en formato articulo;

Estando a lo acordado en la sesion del Consejo de la Facultad de Ciencias de la
Salud de la Universidad Peruana Unién, celebrada el 09 de noviembre de 2021, y en aplicacién del
Estatuto y el Reglamento General de Investigacion de la Universidad;

SE RESUELVE:

Aprobar el perfil de proyecto de tesis en lormato articulo titulado Acoplamiento
molecular de compuestos de origen natural para inhibir a la protefina quinasa 4 dependiente de
ciclina; y disponer su inscripcién en el registro correspondiente, designar al Dr. SALOMON
HUANCAHUIRE VEGA, para que oriente y asesore la ejecucion del perfil de proyecto de tesis en
formato articulo el cual fue dictaminado por la Mg. Edda Evnet Newball Noriega y el Blog. Marco
Antonio Galarza Pérez, otorgandoles un plazo maximo de doce (12) meses para la ejecucion.

Registrese, comuniquese y archivese.

i71\mst. Mary Luz Solorzano Aparicio
= SECRETARIA ACADEMICA

DECANO

cc

- Interesado
- Asesor
- Archivo

Villa Unién — Nafa, altura Km. 19 de la Carretera Central, Luﬂgancho-CHOSlCA Lima 15, Peru Teléfono (01) 618-6300
Fax: 6186339 Casilla 3564 Web: www upeu. edy pe Email:



“Afio del Bicentenario del Per(: 200 afos de Independencia”

Ton Dnstitucicn rldeontiats

RESOLUCION N* 2645-2021/UPEU-FCS-CF
Lima, Nafia, 09 de noviembre de 2021

VISTO:

El expediente de JAIR RAMOS QUILICHE, identificado con codigo universitario N®
201420252, de la Escuela Profesional de Medicina, de la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad Peruana Union;

CONSIDERANDO:

Que la Universidad Peruana Union tiene autonomia académica, administrativa y
normativa, dentro del ambito establecido por la Ley Universitaria N° 30220 y el Estatuto de la
Universidad,

Que la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Peruana Union, mediante
sus reglamentos académicos y administrativos, ha establecido las formas y procedimientos para la
aprobacion e inscripcion del perfil de proyecto de tesis en formato articulo y la designacion o
nombramiento del asesor para la obtencion del titulo profesional;

Que JAIR RAMOS QUILICHE, ha solicitado: la inscripcion del perfil de proyecto de
tesis titulado Acoplamiento molecular de compuestos de origen natural para inhibir a la proteina
quinasa 4 dependiente de ciclina; y la designacién del Asesor, encargado de orientar y asesorar |a
ejecucion del perfil de proyecto de tesis en formato articulo;

Estando a lo acordado en la sesién del Consejo de la Facultad de Ciencias de la
Salud de la Universidad Peruana Union, celebrada el 09 de noviembre de 2021, y en aplicacion del
Estatuto y el Reglamento General de Investigacion de la Universidad;

SE RESUELVE:

Aprobar el perfi de proyecto de tesis en formato articulo titulado Acoplamiento
molecular de compuestos de origen natural para inhibir a la prote/na quinasa 4 dependiente de
ciclina; y disponer su inscripcion en el registro correspondiente, designar al Dr. SALOMON
HUANCAHUIRE VEGA, para que oriente y asesore la ejecucion del perfil de proyecto de tesis en
tormato articulo el cual fue dictaminado por la Mg. Edda Evnet Newball Noriega y el Blog. Marco
Antonio Galarza Pérez, otorgandoles un plazo maximo de doce (12) meses para la ejecucion.

Registrese, comuniquese y archivese.
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Mary Luz Solorzano Aparicio
SECRETARIA ACADEMICA

N\ "‘ft‘ AETAM

P oger Albornoz Esteban .

DECANO

cc:

- Interesado
- Asesor
- Archivo

Villa Unién - Nafa, altura Km. 19 de la Carretera Central, Lurigancho-CHOSICA, Lima 15, Pert Teléfono (01) 618-6300
Fax: 6186339 Caslila 3564 Web: www.upeu.edu.pe Email: yniversidadperuanaunion @ upeu.edu.oe



Tha Tnstitucion Adventesta

Lima, Nofa, 04 de setiembre de 2021

EL COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION DE LA FACULTAD DE CIENCIAS DE LA
SALUD

CONSTA

Que el proyecto de investigacion de Jair André Ramos Quiliche, identificade con DNI No.
72653508, y Daniela Carclina Romero Valverde, identificada con DNI No. 01263654, su asesor
el Dr. Salomén Huancahuire Vega, identificado con DNI No. 41407030, con el titulo:
“Acoplamiento molecular de compuestos de origen natural para inhibir a la proteina
quinasa 4 dependiente de ciclina”, fue evaluado y aprobado por el Comité de Etica de
Investigacion de la Universidad Peruana Unién, considerando su calidad cientifica, consideracion
del bienestar de sus participantes, y conformidad con los estandares de la ética establecidas en
el Cadigo de ética para la Investigacion de la Universidad Peruana Union.

Para mantener la aprobacion del Comité de Etica, se tiene que cumplir con los siguientes
requisitos:

1) Cada participante debe dar consentimiento informado. En el caso de menores de edad,
por lo menos uno de sus padres o guardianes debe registrar su consentimiento
informado y el menor de edad debe registrar su asentimiento informado, en caso de
trabajos prospectivos. En caso de trabajos retrospectivos contar con la carta de
autorizacion de la institucion.

Los resultados de este proyecto puedan ser publicados con referencia a aprobacion Numero
2021-CE-FCS - UPeU-00313.

Comité de Etica de Investigacion Comité de Etica de Investigacion

Villa Unién — Nafia, altura Km. 19 de la Carretera Central, Lurigancho — Chosica, Lima 15, Perd
Teléfono: {01) 618-6300 Fax: 618-6364 E-mail: etica@upeu.edu.pe
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