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Resumen

El transportador de resistencia a multiples medicamentos ACBG2 es una
proteina transmembrana que cumple funciones de eliminacién de xenobidteicos
en una amplia gama de mamiferos. Dado que esta proteina es importante para
el desarrollo de resistencia a antineoplasicos y Peru cuenta con diversidad de
recursos naturales con potencial actividad terapéutica, el objetivo de nuestro
trabajo fue determinar compuestos vegetales oriundos del pais con la capacidad
de inhibir el transportador ABCG2 por métodos in-silico. Para ello, se us6 un pool
de 300 compuestos naturales los cuales fueron filtrados a través de un virtual
screening en AutoDock tools y Vina, los compuestos de mayor afinidad fueron
analizados con PLIP para determinar los residuos de union y tipo de enlace. Los
resultados indican que procyanidin B4 (kd=6.82), procyanidin B5 (Kd=9.58) y
rutin (Kd=13.44) mostraron ser compuestos superiores al control Curcumin
Dimmer 3, tanto en energia libre de unidbn como en interacciones de enlaces
hidrofobicos, puentes de hidrogeno y pi-stacking en simultaneo de las cadenas
Ay B de ABCG2. Concluimos que existen metabolitos con capacidad inhibitoria
in-silico de ABCG2 en plantas nativas de Peru, principalmente de Uncaria
tormentosa, Cestrum auriculatum, Mauritia flexuosa y Schinus molle dentro de
las plantas estudiadas, las cuales requieren estudios de validacién in-vitro en
ensayos pre-clinicos para su desarrollo como potenciales tratamientos en

pacientes con enfermedades oncoldgicas.

Palabras clave: ABCG2, virtual screening, compuestos naturales, componentes

antitumorales.
Abstract

The multidrug resistance transporter ACBG2 is a transmembrane protein that
performs xenobiotic elimination functions in a wide range of mammals. Since this
protein is important for the development of resistance to antineoplastic drugs and
Peru has a diversity of natural resources with potential therapeutic activity, the
objective of our work was to determine plant compounds native to the country
with the ability to inhibit the ABCG2 transporter by in-silico methods. For this
purpose, a pool of 300 natural compounds was used, which were filtered through

a virtual screening in AutoDock tools and Vina. The compounds with the highest



affinity were analyzed with PLIP to determine the binding residues and type of
bond. The results indicate that procyanidin B4 (kd=6.82), procyanidin B5
(Kd=9.58) and rutin (Kd=13.44) were shown to be superior compounds to the
control Curcumin Dimmer 3, both in binding free energy and in hydrophobic bond
interactions, hydrogen bridges and pi-stacking in simultaneous A- and B-chains
of ABCG2. We conclude that there are metabolites with in-silico ABCG2 inhibitory
capacity in native Peruvian plants, mainly Uncaria tormentosa, Cestrum
auriculatum, Mauritia flexuosa and Schinus molle among the plants studied,
which require in-vitro validation studies in pre-clinical trials for their development

as potential treatments in patients with oncological diseases.

Key words: ABCGZ2, virtual screening, natural compounds, antitumor

compounds.
1. Introduccion

El transportador de resistencia a multiples medicamentos ABCG2 es un miembro
de la familia de transportadores ABC (casete de unién a ATP), el cual comprende
aproximadamente 48 miembros divididos en siete subfamilias (A-G). La funcién
de los miembros individuales de esta familia de proteinas puede variar desde
receptores para canales idnicos hasta transportadores de membrana para

diversos metabolitos (1).

Fisiolégicamente, ABCG2 es altamente expresado en sincitiotrofoblastos
placentarios y endotelio cerebral, pero también se puede encontrar en la barrera
hematoencefalica y membrana del polo apical de epitelio intestinal, hepatico y
renal. Debido al patron de expresion en tejidos de ingreso y salida de
xenobidticos del cuerpo, se cree que esta proteina funciona como un protector

celular de sustancias potencialmente dafinas (farmacos y toxinas) (2—4).

Estudios por crio-microscopia electronica de ABCG2, muestran que la proteina
estd conformada por un homodimero simétrico unido por un puente disulfuro
entre los residuos C603 y C603" de ambos monémeros, ademas comprende dos
dominios funcionales, el dominio de unién a nucleétidos citosoélicos (NBD) vy el
dominio transmembrana (TMD) (2,3). La estructuracién del TMD, conformada
por seis hélices alfa (TM1 — 6), permite la formacion de una hendidura para la

recepcion de sustratos en el lado citosolico denominada Cavidad 1, se postula
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que esta hendidura de unidon a sustrato tiene afinidad por moléculas planas,
policiclicas e hidrofébicas (5). Luego de la entrada de un sustrato a la cavidad 1
se produce un cambio estructural en el TMD que permite la dimerizacién y
activacion de la actividad ATPasa de NBD, asi como la formacion de la cavidad

2 en el lado extracelular y consecuente expulsion del sustrato (6).

La investigacion enfocada a familias de transportadores de resistencia a
multiples medicamentos ABC es de suma importancia para diversas patologias,
sobre todo enfermedades neoplasicas (7). Dado que, el tratamiento de base en
oncologia son esquemas con agentes quimioterapicos (8—10). En este sentido,
ABCG2 ha recibido atencion como blanco farmacoldgico, por su potencial
contribuciéon a la resistencia a multiples farmacos en el tratamiento con
quimioterapia (11). La alta expresién celular de ABCG2 se asocia con un mal
pronéstico en el tratamiento de neoplasias sanguineas como la leucemia
mieloide aguda y el linfoma difuso de células B grandes. Sin embargo, el papel
de ABCG2 en la resistencia a multiples farmacos de otros tipos de neoplasias no
esta del todo claro; no obstante, se sabe que muchos de los sustratos de ABCG2

son agentes quimioterapéuticos (12—15).

Los inhibidores mejor caracterizados para ABCGZ2, como Fungal toxin
fumitremorgin C (FTC) o tariquidar, presentan perfiles de toxicidad considerable,
lo que dificulta su uso en ensayos clinicos oncolégicos (16). Por otro lado, se
tiene evidencia de ensayos in-vitro y en animales de potenciales inhibidores de
baja toxicidad como febuxostat (15), o derivados de polifenilfuorocumarin del
estudio de Kokubo S, et al (17). Sin embargo, es limitada la evidencia de ensayos
clinicos controlados con enfoques terapéuticos robustos basado en inhibidores
de ABCG2 al momento. Ante esta problematica, la investigacion de compuestos
naturales presenta alternativas potenciales para ampliar la carta de potenciales
inhibidores para ABCG2. En este sentido, Peru cuenta con diversidad de flora 'y
fauna a través de las diversas regiones que lo conforman, con escasa
investigacion experimental de sus recursos naturales. Razon por la cual, el
objetivo del presente estudio fue determinar compuestos de origen natural con
capacidad de inhibir al transportador de resistencia a multiples medicamentos

ABCG2 a través de herramientas de biologia computacional.

2. Materiales y métodos



Se realiz6é un estudio de simulacién computacional en sistema operativo Linux,
con enfoque en técnicas de biologia computacional para la generacion de
sistemas biolégicos precisos en condiciones fisicoquimicas cercanas a la

realidad, pero en un entorno virtual (18).

Para la obtencion de compuestos naturales se realizé una busqueda manual en
bases de datos de acceso publico basado en caracteristicas quimicas de
potenciales inhibidores de ABCG2 propuesto por Jackson et al (3). En él cual, se
extrajo informacioén estructural en formato de SMILES candnicos, para luego ser
convertidos a un formato Mol 3D a través de un script in-house de Python en el
open source software OpenBabel. Los principales repositorios del cual se obtuvo

la informacion fueron PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) y ChEMBL

(https://www.ebi.ac.uk/chembl/).

Se construy6 el sistema bioldgico del transportador ABCG2, usando un template
con coédigo 6ETI del repositorio “Protein Data Bank” en formato *.pdb

(https://www.rcsb.org/structure/6eti). Se agregd una bicapa lipidica de 10 nm

constituida por fosfatidil colina (POPC), luego se generd una caja de agua con
pH de 7.4 y 140 mM de NaCl, todos estos procedimientos se realizaron en el

servidor online CHARMM-GUI (https://www.charmm-gui.org/).

Para el virtual screening, una lista de compuestos naturales de Mauritia flexuosa
(aguaje), Pimpinella anisum (anis), Arnica montana (arnica), Peumus boldus
(boldo), Theobroma grandiflorum (copoazu), Passiflora ligularis (granadilla),
Annona muricata (Quanabana), Piper auritum (hierba santa), Citrus x aurantiifolia
(lima), Plantago major (llanten), Lepidium meyenii (maca), Zea mays L. (maiz
morado), Piper aduncum (matico), Schinus molle (molle), Morinda citrifolia (noni),
Dysphania ambrosioides (paico), Capsicum pubescens (rocoto), Croton lechleri
(sangre de grado), Glycine max (soya), Passiflora tarminiana (tumbo), Uncaria
tomentosa (ufia de gato), Cestrum auriculatum (hierba santa) y curcuma longa
(curcuma) se transformaron a formato *.pdbqt a través de OpenBabel. Luego la
proteina ABCG2 se cargo en el programa AutoDock tools donde se le aifadio
cargas de Gasteiger y un GridBox que comprendio los residuos de importancia
bioldgica para la activacion de las subunidades Ay B de la proteina (L405, V401,
A397, N436, F439, R482, L554, F546, L539) (3).El algoritmo genético generado
por AutoDock Vina permitié determinar la energia de union de los diferentes
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compuestos naturales (19). Seguidamente, los complejos formados fueron
analizados en el programa PLIP para determinar los tipos de enlaces formados,

los residuos de unién y la distancia de los mismos (20).
3. Analisis de datos

Los resultados del virtual screening se extrajeron en archivos *.txt, luego fueron
transferidos a tablas de calculo en Microsoft Excel, donde se evalud la energia
de unién (A de Gibbs) seleccionando los fitoquimicos que tuvieran energias mas
negativas que el control ATP, seguidamente esta energia fue convertida a
constante de disociacion (Kd). Los compuestos con los mejores Kd fueron
escogidos para determinar sus interacciones y los residuos involucrados en el

transportador ABCG2 en el programa PLIP.
4. Resultados

El sistema presentd un tamafio total en X de 122.76 A, Y de 125.33 Ay Z de
155.98 A, y un total de 206 335 atomos. El virtual screening se realizdé con 300
compuestos naturales de diferentes plantas y frutos peruanos. De los cuales se
extrajo los diez compuestos con mejor energia de union a la cavidad 1 de ABCG2
en el TMD (Tabla 1). Los que se destacaron fueron la procyanidin B4 (AG -11.1)
y B5 (AG -10.9) de Uncaria tomentosa y Rutin (AG -10.7) de Cestrum

auriculatum, como mejores ligandos por su alta energia libre de union.
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Figura 1. Sistema construido de ABCG2, homodimero con dos dominios de interés
bioldgico, el dominio transmembrana (TMD) y el dominio de unién a nucleétidos

(NBD). El pocket de unién a sustrato se ubica en la Cavidad-1.

La energia de union de cada componente se transformé a Kd, encontrando
valores para los tres mejores compuestos procyanidin B4 (kd=6.82), procyanidin
B5 (Kd=9.58) y rutin (Kd=13.44), superiores al control de Curcumin Dimmer 3
(kd=26.46). Los residuos en comun de interaccién para los compuestos de mayor
afinidad fueron Phe439 y Thr542 tanto de las cadenas A como B de ABCG2. Sin
embargo, gran parte de las interacciones fueron hidrofébicas, en menor cuantia
puentes de hidrogeno y ocasionalmente pi-stacking a una distancia ~3A. Por otro
lado, los ligandos de menor afinidad presentaron un patron similar de
interacciones; no obstante, se observo escasos conjugados de interaccion en
cadenas A y B en simultaneo (Anexo 1). Adicionalmente, se evidencié que
algunos complejos formaron interaccién con residuos de importancia bioldgica
para la cavidad 1 de ABCG2 como el Complex-100 (Phe439 cadena B), complex-
117 (Asn436 cadena A), complex-201 (Phe439 cadena A), complex-287 (Phe439
cadena B) y complex-323 (Asn436 cadena A).

Tabla 1. Caracteristicas de los metabolitos naturales en su interaccion con ABCG2

Planta Metabolito Fa[nl!la AGibb Kd (nM) Complejo
quimica s L-R
Ufa de gato - Uncaria
tormentosa Procyanidin B4 Proantocianidina -11.1 6.82 Complex-122
Ufa de gato - Uncaria
tormentosa Procyanidin B5 Proantocianidina -10.9 9.58 Complex-123
Hierba santa - cestrum
auriculatum Rutin Flavonol -10.7 13.44 Complex-202
Ufa de gato - Uncaria tomentosa Rutin Flavonol -10.5 18.86 Complex-117
Hierba santa - cestrum
auriculatum Nicotiflorin Flavonol -10.5 18.86 Complex-201
Aguaje - Mauritia flexuosa isoschaftoside Flavona -10.5 18.86 Complex-287
6-(4-Chlorophenyl)-3-cyano-4-
(N-benzylpiperazino)-2H-pyran-
Molle - Schinus molle 2-one Alcaloide -10.5 18.86  Complex-99
Ufa de gato - Uncaria tomentosa Procyanidin B3 Proantocianidina -10.4 24.82 Complex-121
Molle - Schinus molle Lucenin 2 Flavanona -10.3 26.46 Complex-100
Derivado
Turmeric - Curcuma longa Curcumin Dimer 3 fenolico -10.3 26.46 Complex-323

Complejo L-R, Complejo ligando receptor
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Figura 2. Metabolitos naturales con mayor energia libre de union a residuos de la
cavidad 1 de ABCG2. Complex-122 (Procyannidin B4 de Ufia de gato), Complex-123
(Procyannidin B5 de Una de gato), Complex-202 (Rutin de Hierba santa), Complex-
117 (Rutin de Uia de gato), Complex-201 (Nicotiflorin de Hierba santa)

De-sg3  YAH40l Thr-538

Complex-121 Phe-539  Phe-545

Thr-542° Ala-394 Val-546
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Thr-542%
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Complex-99
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Figura 3. Metabolitos naturales con menor energia libre de unién a residuos de la
cavidad 1 de ABCG2. Complex-287 (Isoschaftoside de Aguaje), Complex-99
(Alcaloide* de Una de gato), Complex-121 (Procyanidin B3 de Uha de gato), Complex-
100 ( Lucenin 2 de Molle), Complex-323 (Curcumin Dimer 3 de Turmeric)

*6-(4-Chlorophenyl)-3-cyano-4-(N-benzylpiperazino)-2H-pyran-2-one
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5. Discusién
Las enfermedades neoplasicas son un conjunto de patologias complejas de alta
morbimortalidad y coste para el sistema de salud (21). Los intrincados
mecanismos de supervivencia por parte de este grupo de patologias, implican el
desarrollo de estrategias para evitar la muerte y el efecto citotoxico
quimioterapico (11). El transportador ABCG2 es parte de un extenso grupo de
proteinas transportadoras de xenobidticos que usan energia quimica y por lo
tanto potenciales blancos farmacolégico para el desarrollo de agentes

antineoplasicos (12—-15).

En el presente estudio se realizé un virtual screening de fitoquimicos de origen
peruano para determinar sustancias que puedan inhibir el transportador ABCG2.
Se evidencié que metabolitos secundarios de Uncaria tormentosa, Cestrum
auriculatum, Mauritia flexuosa y Schinus molle presentaron moléculas con alta
afinidad al transportador ABCG2. En este sentido algunas investigaciones in-
vitro sobre Uncaria tormentosa demostraron actividad antiproliferativa, pro-
apoptética y antimutagénica a través de vias relacionadas a caspasa3 y TNF-
alfa; sin embargo, gran parte de los trabajos fueron enfocados a alcaloides
oxindolicos, por lo que es de interés seguir investigando actividad antitumoral in-
vitro de Procyanidinas de esta planta, como los reportados en el presente estudio
(22-25). Por otro lado, existe muy escasa informacion sobre actividad
antitumoral de Cestrum auriculatum tanto sobre mecanismos de accion, asi

como metabolitos con actividad especifica (26).

Las caracteristicas fisicoquimicas requeridas para el desarrollo de inhibidores de
transportadores de la familia ABCG2 son principalmente moléculas con bajo
grado de libertad planas, policiclicas y medianamente lipofilicas, dado que estas
caracteristicas les permite fluir a través de membranas anfipaticas hasta la
cavidad 1 con actividad biologica; a la ves que, permite una restriccion estérica
en toda la cavidad formada por las subunidades A y B, impidiendo el ingreso de
otras moléculas como quimioterapicos y por lo tanto permitiendo su
concentracion celular en rangos adecuados de actividad antitumoral (3). Estas
tres caracteristicas fueron evidenciadas en los compuestos naturales estudiados
(Anexo 2).
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El perfil biolégico de inhibidores conocidos para ABCG2 ha demostrado tener
mejor afinidad, aumento de unién a diana terapéutica, a coste de un aumento en
la toxicidad tisular 6rgano especifica por parte de los mismos (3,15). Por otro
lado, algunos metabolitos como los curcuminoides, inhibidores naturales
conocidos de ABCG2, son compuestos relativamente seguros. Sin embargo, su
perfil farmacocinético es una clara desventaja a la hora plantear probables
candidatos de farmacos en seres humanos (27). Contar con inhibidores de
ABCG2 podria contribuir en optimizar la quimioterapia de tumores que
sobreexpresan este transportador como mecanismo de resistencia, sobre todo
en células madre oncoldégicas que perpetian y complican el proceso de
tratamiento y recuperacion en enfermedades neoplasicas (28). Los metabolitos
encontrados en el presente estudio podrian plantear un nuevo enfoque en el
desarrollo de inhibidores para transportadores ABCG2. Dado que muchos de
ellos muestran un perfil favorable de inhibicion, se requiere una post validacién
in-vitro para su optimizacion como compuestos lider y posteriores ensayos de

farmacocinética/farmacodinamia (PK/PD).

Algunas limitantes del estudio fueron la capacidad de los supercomputadores
solicitados para alcanzar mayor cobertura de screening, por otro lado, los
metabolitos utilizados se limitaron a la documentacién de los perfiles fitoquimicos
reportados a la fecha; pudiendo existir metabolitos no evaluados en las plantas

estudiadas.

Concluimos que existen metabolitos con capacidad inhibitoria in-silico de ABCG2
en plantas nativas de Peru, principalmente Uncaria tormentosa, Cestrum
auriculatum, Mauritia flexuosa y Schinus molle dentro de las plantas estudiadas,
las cuales requieren validacion in-vitro en ensayos pre-clinicos para su desarrollo

como potenciales tratamientos en pacientes oncologicos.
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Anexo 1. Caracteristicas del tipo enlace y residuos de los complejos ligando
receptor formados durante el virtual screening

Chain Residuo Distancia (A) Tipo Complex
A Val401* 3.69 Hidrofobico 99
B Phe439* 2.45 Hidrofobico 99
B Phe439* 2.22 Hidrofobico 99
B Val442 3.39 Hidrofobico 99
B Thr542 3.51 Hidrofobico 99
B Thr542 3.16 Hidrofobico 99
B Ile543 1.77 Hidrofobico 99
B Phe545 3.84 Hidrofobico 99
B Val546 3.48 Hidrofobico 99
A Val401* 3.83 Hidrofobico 100
B 11e543 3.10 Hidrofobico 100
A Ala397* 3.16 H-bond 100
A GIn398 3.47 H-bond 100
B Phe439%* 3.52 H-bond 100
B Ser535 2.52 H-bond 100
B Thr542 3.03 H-bond 100
A Ala397* 3.44 Hidrofobico 117
A Val401* 3.18 Hidrofobico 117
A Phe439* 3.05 Hidrofobico 117
A Thr542 2.93 Hidrofobico 117
B Thr542 3.34 Hidrofobico 117
B I1e543 1.90 Hidrofobico 117
A Asn436* 1.97 H-bond 117
A Ser440 343 H-bond 117
B Thr542 2.83 H-bond 117

B Thr542 2.90 H-bond 117
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* Aminoacidos de importancia bioldgica para la activacion de ABCG2
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Anexo 2. Estructuras 2D de los mejores compuestos con afinidad a ABCG2
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