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Acoplamiento molecular por simulacion computacional de compuestos
naturales en territorio peruano como inhibidores de la enzima triptéfano 2,3

dioxigenasa implicada en el metabolismo del triptéfano en el glioblastoma

Molecular Docking through Computational Simulation of Natural Compounds from
Peruvian Territory as Inhibitors of the Enzyme Tryptophan 2,3-Dioxygenase Involved in

Tryptophan Metabolism in Glioblastoma

Sunny Madai Ccari Apaza 2, Andrea Gabriela Maquera Canales °

a Estudiante de medicina. Lima. Universidad Peruana
Union, Peru

b Estudiante de medicina. Lima. Universidad Peruana
Union, Peru

Resumen

El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor maligno mas frecuente y agresivo del sistema nervioso central, caracterizado por una elevada
resistencia terapéutica y una supervivencia media inferior a dos afios. Entre los mecanismos moleculares implicados en su progresion destaca la
activacion de la via inmunometabolica del triptéfano, mediada por la enzima triptdfano 2,3-dioxigenasa (TDO), la cual promueve la produccién
de metabolitos inmunosupresores como la quinurenina. El objetivo de este estudio fue identificar metabolitos naturales de plantas presentes en
el territorio peruano con potencial inhibidor de TDO mediante acoplamiento molecular in silico.

Se evaluaron 316 compuestos naturales obtenidos de bases de datos publicas, los cuales fueron sometidos a simulaciones de acoplamiento
molecular utilizando AutoDock Vina. La afinidad de unién fue estimada mediante la energia libre de Gibbs y la constante de disociacion, y las
interacciones proteina—ligando fueron analizadas con PLIP y visualizadas con VMD.

Los resultados permitieron seleccionar diez compuestos con mayor afinidad hacia TDO, destacando los dimeros de curcumina derivados de
Curcuma longa. En particular, el curcumin dimer 3 mostré la mayor afinidad (AG = —9,7 kcal/mol), estableciendo interacciones hidrofobicas,
puentes de hidrégeno e interacciones n-stacking con residuos clave del sitio activo.

En conclusién, los dimeros de curcumina emergen como candidatos prometedores para la inhibicion de TDO en GBM. Estos hallazgos aportan
evidencia novedosa y sientan las bases para futuras evaluaciones experimentales in vitro e in vivo orientadas al desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas.

Palabras clave: Triptofano 2,3 dioigenasa TDO , glioblastoma, compuestos naturales peruanos, acoplamiento molecular

Abstract

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most frequent and aggressive malignant tumor of the central nervous system, characterized by high
therapeutic resistance and a median survival of less than two years. Among the molecular mechanisms involved in its progression, activation of
the tryptophan immunometabolic pathway stands out, mediated by the enzyme tryptophan 2,3-dioxygenase (TDO), which promotes the production
of immunosuppressive metabolites such as kynurenine. The aim of this study was to identify natural plant-derived metabolites present in Peruvian
flora with potential TDO inhibitory activity using in silico molecular docking.

A total of 316 natural compounds obtained from public databases were evaluated and subjected to molecular docking simulations using AutoDock
Vina. Binding affinity was estimated through Gibbs free energy and dissociation constant values, while protein—ligand interactions were analyzed
using PLIP and visualized with VMD.

The results allowed the selection of ten compounds with the highest affinity toward TDO, highlighting curcumin dimers derived from Curcuma
longa. In particular, curcumin dimer 3 exhibited the highest affinity (AG =—9.7 kcal/mol), establishing hydrophobic interactions, hydrogen bonds,
and z-stacking interactions with key residues of the active site.

In conclusion, curcumin dimers emerge as promising candidates for TDO inhibition in GBM. These findings provide novel evidence and lay the
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groundwork for future in vitro and in vivo experimental evaluations aimed at the development of new therapeutic strategies.

Keywords: Tryptophan 2,3-dioxygenase (TDO); glioblastoma; Peruvian natural compounds; molecular docking

1. Introduccién:

El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor maligno méas comdn del sistema nervioso central (SNC) (1) y constituye la
tercera histopatologia mas frecuente en este &mbito, representando el 14,2% de todos los tumores cerebrales primarios y el 50,1%
de los tumores cerebrales malignos (2). Su prevalencia es mayor en adultos, con mayor incidencia entre los 45 y 75 afios (3). En
contraste, en nifios de 0 a 19 afios representa solo el 2,7% de los tumores cerebrales. Se observa ademas una relacion de 1,6:1 entre
hombres y mujeres y una incidencia 1,95 veces mayor en personas blancas respecto a personas negras (4). Este cancer tiene
pronostico desfavorable con una supervivencia global de menos de 15 meses tras el diagnostico (2). La tasa de supervivencia
relativa a cinco afios es baja (6,9%), sin embargo, esta cifra es ligeramente mayor en los pacientes diagnosticados antes de los 20
afios (5). Los glioblastomas son tumores cerebrales altamente agresivos, infiltrantes y heterogéneos, impulsados por alteraciones
genéticas complejas, que ademds de afectar rutas oncoldgicas clasicas, dependen en gran medida de la activacion de la via del
triptéfano, mecanismo clave en la inmunosupresién y la progresion tumoral (6). Desde el punto de vista histopatologico, el
glioblastoma se origina en células gliales astrociticas y corresponde a un glioma grado 1V segun la clasificacion de la OMS (3) .Las
opciones terapéuticas efectivas son limitadas, siendo la cirugia, radioterapia y la quimioterapia con agentes alquilantes a la fecha
los principales pilares del tratamiento (7). El glioblastoma se caracteriza por ser altamente invasivo y resistente a la terapedtica, y
dentro de sus subtipos histopatolégicos, el mesenquimal presenta el peor pronostico, denotando la relevancia de los perfiles
moleculares en el disefio de terapias personalizadas (8).

En este sentido, las terapias dirigidas buscan interferir con moléculas especificas implicadas en la génesis del glioblastoma,
afectando cascadas de sefializacién. Sin embargo, a pesar de los avances en la comprensién de los mecanismos moleculares, las
aplicaciones clinica siguen siendo limitadas (9) . En este sentido, el microambiente tumoral es otro factor que contribuye a la
progresién y agresividad de las neoplasias, destacando su funcién en la modulacién inmunolégica (10). Ademas, otros factores
como la heterogeneidad tumoral, la presencia de la barrera hematoencefalica, las vias redundantes de sefializacion celular y la
presencia de células madre de glioblastoma (GSC) representan otros desafios importantes para la eficacia de los tratamientos (11,12)
. A pesar de la aplicacion de terapias multimodales como la reseccion quirdrgica, la radioterapia y la administracién adyuvante de
temozolomida (10) el glioblastoma contindia siendo incurable, con una supervivencia media de menos de dos afios (13).

El glioblastoma crea un ambiente para acelerar la progresién tumoral, aumentando proliferacién microvascular, atipia nuclear,
actividad mitotica elevada, y/o necrosis (14) lo que la hace una neoplasia con un mal pronéstico. A pesar de estrategias innovadoras
como la inmunoterapia y las vacunas contra el cancer, estudios recientes sugieren que dirigirse a la investigacion del metabo lismo
del triptéfano, especialmente la via de la quinurenina (KP), podria influenciar en la inmunomodulacién del cancer (15). Asi mismo
dentro de las vias inmunometabolicas mas estudiadas, asociadas al glioblastoma, esta el catabolismo del triptéfano metabolizado
por las enzimas indolamina 2, 3 dioxigenasa (IDO) y la triptéfano 2,3-dioxigenasa TDO (16) , donde se considera a la enzima TDO
como principal modulador del catabolismo del triptofano (17).

La enzima TDO metaboliza al triptéfano , el 95% de este aminoacido se convierte en quinurenina y otros metabolitos (18,19).EI
proceso se realiza mayormente en el higado mediado por TDO y en un menor porcentaje en células inmunitarias o el cerebro mediado
también por otra enzima que es la IDO, esta puede tener 2 tipos de enzima, la indolamina 2, 3 dioxigenasa 1(IDO1) y indolamina 2,
3 dioxigenasa 2 (IDO2) (19). El triptéfano se metaboliza inicialmente a N-formilquinurenina, ya sea por accion de la TDO o de las
enzimas IDO1 e IDO2. Posteriormente, esta molécula se convierte en quinurenina mediante la accion de arilformamidasas. Luego,
la quinurenina se transforma, a través de diversas reacciones enzimaticas, en 3-hidroxiquinurenina, acido 3-hidroxiantranilico, 2-
amino-3-carboximuconato semialdehido y acido quinolinico. Finalmente, este Gltimo compuesto se convierte en nicotinamida
adenina dinucledtido (NAD)(20). Los metabolitos de esta via estan relacionados con la produccién de energia y el crecimiento
celular; por ello, las alteraciones en su regulacion se han asociado con el desarrollo y la progresién del cancer (21) .

Diversos estudios han demostrado que la TDO se asocia a crecimiento tumoral y desregulacién del sistema inmunolégico en
distintos tipos de cancer. Asi mismo la quinurenina, uno de los pricipales metabolitos de esta via, induce inhibicion de células T y
evita la eliminacion de células cancerosas (22). Por otro lado la TDO se encontr6 sobre expresada en carcinoma de células Merkel,
Carcinoma de vejiga, Melanoma, entre otros tumores (20) .

La creciente evidencia actual respalda que intervenir en el metabolismo del triptéfano (Trp) puede constituir una estrategia
terapéutica prometedora en glioblastoma y otros céanceres (17).

Por otro lado dentro del territorio peruano existen diferentes plantas con diferentes metabolitos que tienen diversas propiedades.
A modo de ejemplo se ha encontrado que la Maca (Lepidium meyenii) originaria de los Andes, tiene efectos de neuroproteccion,
efectos moduladores y antiinflamatorios (23) ; asi mismo la ufia de gato (Uncaria tomentosa) en un estudio mostro actividad
antiinflamatorias y inmunomoduladora (24) ; el Llanten (Plantago major) posee propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias y
cicatrizantes (25) . Y de igual manera, muchas otras plantas presentes en territorio peruano también presentan propiedades
beneficiosas, por lo que su estudio resulta relevante.

Por otro lado, los modelos computacionales son herramientas bioinformaticas utilizadas para predecir las interacciones entre
moléculas bioldgicas y compuestos quimicos, permitiendo comprender su comportamiento estructural y energético (26) . Entre estas
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herramientas, el acoplamiento molecular basado en simulaciones computacionales (molecular docking) se ha consolidado como una
de las metodologias mas utilizadas. es una de las mas empleadas, y su objetivo principal es predecir la orientacion mas favorable y
la afinidad de unién entre un ligando, por ejemplo, un metabolito natural y su receptor o enzima blanco, como la TDO (27) . Esto
permite realizar cribados virtuales de grandes datos para proponer hipotesis estructurales sobre mecanismos de inhibicidén de una
enzima por parte de diversos ligandos (28).

Por lo tanto, resulta altamente relevante identificar qué metabolitos naturales de plantas que se encuentran en territorio peruano
pueden interactuar con la enzima TDO, con el propdésito de proponer nuevas estrategias terapéuticas que contribuyan a mejorar el
pronostico del glioblastoma. En este contexto, el uso del acoplamiento molecular por simulacion computacional se presenta como
una herramienta clave, ya que permite evaluar la afinidad y orientacién de union entre metabolitos bioactivos de origen vegetal y
TDO, identificando compuestos con potencial inhibitorio y reduciendo significativamente el tiempo y costo de la investigacién
preclinica.

2. Método:

Se realizé una simulacién computacional en un sistema Linux codificado para la aplicacién de técnicas de biologia
computacional. Cuyo objetivo fue desarrollar modelos bioldgicos minuciosos que, en un ambiente virtual, representen de forma
exacta las condiciones fisicoquimicas de un entorno real.

2.1 Seleccion de compuestos naturales:

Se realiz6 una blsqueda sistematica de compuestos naturales en bases de datos publicas (PubChem, ChEMBL y ZINC) con el
objetivo de identificar posibles inhibidores de la triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO). La informacion quimica de los compuestos fue
obtenida en formato SMILES candnicos y convertida a estructuras tridimensionales (Mol 3D) mediante OpenBabel, utilizando
scripts en Python. Se aplicaron criterios de inclusion y exclusién para seleccionar metabolitos secundarios de plantas que crecen en
territorio peruano, excluyendo macromoléculas, compuestos altamente hidrofébicos y moléculas con toxicidad comprobada.

2,2 Preparacion del sistema biologico:

La estructura cristalogréfica de la TDO (codigo 4PW8) fue obtenida del Protein Data Bank. En los casos en que se identificaron
regiones incompletas, la enzima fue modelada mediante AlphaFold 3, seleccionandose el modelo con mayor confiabilidad. El
sistema proteico fue solvado en una caja de agua a pH 7.4, con 140 mM de NaCl y una temperatura de 310 K, utilizando el servidor
CHARMM-GUI, con el fin de simular condiciones fisiologicas.

2.3 Preparacion de ligandos y acoplamiento molecular:

Los ligandos seleccionados fueron convertidos al formato .pdbqgt mediante OpenBabel, mientras que la enzima TDO fue cargada
en AutoDock Tools, donde se le asignaron cargas de Gasteiger, necesarias para el calculo de las interacciones electrostaticas.
Posteriormente, se definieron zonas especificas de interaccion mediante un GridBox, el cual abarco residuos aminoacidicos clave
el His76, Gly152, Alal50 y Phel87; localizados en el sitio_activo del sustrato.

La energia de union de los compuestos fue calculada utilizando el algoritmo de AutoDock Vina, lo que permitié estimar la
afinidad de interaccion entre los compuestos y la enzima, considerando que valores de energia méas bajos indican una mayor afinidad
de unién.

Finalmente, los complejos compuesto—enzima fueron analizados mediante el software PLIP, el cual permitié identificar los tipos
de interacciones moleculares presentes (interacciones hidrofobicas, puentes de hidrégeno, entre otras), asi como la distancia entre
los compuestos y los residuos de unién, proporcionando una caracterizacion detallada de la estabilidad del complejo.

Se evaluaron 316 compuestos naturales provenientes de plantas oriundas de territorio peruano cdmo Mauritia flexuosa (aguaje),
Pimpinella anisum (anis), Arnica montana (arnica), Peumus boldus (boldo), Theobroma grandiflorum (copoazu), Passiflora
ligularis (granadilla), Annona muricata (guanabana), Piper auritum (hierba santa), Citrus aurantiifolia (lima), Plantago major
(llantén), 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 (circuma).

Analisis de datos:

Los resultados obtenidos a través de la simulacion computacional por acoplamiento molecular fueron exportados en formato .txt
y organizados inicialmente en hojas de calculo mediante Microsoft Excel para su sistematizacion. Posteriormente, se emplearon
scripts desarrollados en Python para filtrar y seleccionar las moléculas con los valores mas negativos de energia libre de uniéon (AG),
priorizando aquellas con mayor afinidad hacia la enzima triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO).

A partir de los valores de AG seleccionados, se calcularon las constantes de disociacién (Kd) con el objetivo de comparar
cuantitativamente la afinidad relativa de los compuestos evaluados y jerarquizar los candidatos con mayor potencial inhibitorio.
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Este procesamiento permitié una seleccién mas precisa de las moléculas con mejor desempefio in silico.

Las interacciones moleculares entre los ligandos priorizados y la enzima TDO fueron analizadas utilizando el software PLIP
(Protein—Ligand Interaction Profiler), lo que permitid identificar los residuos aminoacidicos (aa) involucrados en la union, asi como
caracterizar el tipo de interaccion (puentes de hidrogeno, interacciones hidrofobicas y contactos aromaticos, incluyendo n-stacking)
y determinar la distancia intermolecular (A) de cada enlace.

Finalmente, los complejos enzima—ligando més relevantes fueron visualizados y procesados mediante el software VMD (Visual
Molecular Dynamics), el cual se empled para renderizar las interacciones dentro del sitio activo de la enzima, facilitando la
interpretacion estructural de los mecanismos de unién. Los compuestos que presentaron las energias de unién mas favorables y
perfiles de interaccién mas completos fueron considerados candidatos prioritarios para futuras evaluaciones experimentales in vitro.

3. Resultados:

Se evaluaron 316 compuestos naturales provenientes de plantas en territorio peruano, de los cuales 10 compuestos fueron
seleccionados por tener la energia de unién mas negativa en las simulaciones por acoplamiento molecular.

Tabla 1

Compuestos naturales, energia de unién y afinidad con la enzima triptéfano 2,3 dioxigenasa

Unidad de analisis ~ Metabolito/ Familia AGibbs Kd (M)
molécula guimica (Kcal/mol)

Control 1-(6-chloro-1H-indazol-4-yl)cyclohexan-1-ol - -6.4 1.88 x 1073

Curcuma longa Curcumin dimer 3 Polifenol -9.7 7.80 x 107#

Curcuma longa Curcumin dimer 2 Polifenol -9.2 1.76 x 1077

Phoradendron sp. 4,14-Dimethyl-9,19- cycloergost-24(28)-en- Sgponme_z 9.1 214 % 107
3-yl acetate triterpenica

Cestrum auriculatum  Diosgenin Saponina -8.9 342 x 107

Plantago major Ursolic acid Triterpenoide  -8.8 3.70 x 1077

Piper aduncum L. Piperaduncin B Saponina -8.6 5.00 x 1077

cestum auriculatum B-sitosteryl glucoside Fitosterol -8.6 5.00 x 1077

Lepidium meyenii 1,3-dibenzyl-2-pheny}-4,5- Alcaloide -8.6 5.00 x 1077
dimethylimidazilium

Phoradendron sp. Lup-20(29)-en-3-one Triterpenoide  -8.5 5.75 x 107
Olean-12-ene- 2-(7-Hydroxymethyl-3,11-

Schinus molle dimethyl-dodeca-2,6,10-trienyl)- Sesquiterpeno  -8.5 5.75 x 107

[1,4]benzogquinone
AGibbs, Energia libre de Gibbs; Kd, Constante de disociacion.

De los compuestos estudiados, el curcumin dimer 3 derivado de Curcuma longa (Clrcuma), demostré la mejor energia de unién
hacia la TDO, con un AG de —9.7 kcal/mol y un Kd de 7.80x 10* M, destacdndose como el compuesto con mayor afinidad. De
igual manera, el Curcumin dimer 2, también proveniente de Curcuma longa (Clrcuma), presenté un AG de —9.2 kcal/mol y un Kd
de 1.76 x 1077 M, confirmando el alto potencial de los polifenoles de esta especie para interactuar de forma estable con el sitio activo
de la TDO. Otros compuestos mostraron afinidades relevantes, como 4,14-dimethyl-9,19-cycloergost-24(28)-en-3-yl acetate de
Phoradendron sp. (Muerdago americano), perteneciente a la familia de las saponinas triterpénicas, con un AG de —9.1 kcal/mol y
un Kd de 2.14 x 10”7 M, y diosgenin de Cestrum auriculatum (Hierba santa), que registro un AG de —8.9 kcal/mol y un *Kd de 3.42
x 1077 M. Asimismo, el acido ursolico de Plantago major (Llantén) present6 una energia de union de —8.8 kcal/mol y un Kd de 3.70
x 1077 M, indicando una interaccion favorable con la enzima.

Por otro lado el compuesto Piperaduncin B de la planta Piper aduncum L. (Matico) mostro una energia de unién hacia el TDO
con un AG -8.6 Kcal/mol y un Kd de 5.00 x 1077, al igual que los compuestos -sitosteryl glucoside de la planta cestum auriculatum
(Hierba santa) y 1,3-dibenzyl-2-phenyl-4,5-dimethylimidazilium de la planta Lepidium meyenii (Maca) . El compuesto Lup-20(29)-
en-3-one de la planta Phoradendron sp. (Muerdago americano) presento en la simulacion computacional e una energia de union de
AG -8.5 Kcal/mol y un Kd de 5.00 x 1077 al igual que el Olean-12-ene- 2-(7-Hydroxymethyl-3,11-dimethyl-dodeca-2,6,10-trienyl)-
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[1,4]benzoquinone del Schinus molle (Molle)

Tabla 2: Aminoéacidos de interaccion, tipos de enlaces y distancia entre las moléculas fitoquimicas y la enzima tript6fano 2,3
dioxigenasa

TDO
Metabolito/ Puente de Interacciones Salt
molécula Interaccion hidrofébica (A) hidrogeno X Bridges m-Cation
-Stacking (A
A) ™ 10 @@
Gly152%

Phe72 (3.57, 3.70), Phel40 (3.64), Leul47 (2.80),
(3.73, 3.83), Ala150* (3.75), Phel53 (3.55), Glu162

Curcumin dimer 3 Phel58 (3.65), Trp324 (3.93), Val332 (3.77), (3.02),

His76* (5.49) - -

Met335 (3.64), Leu351 (3.40) Arg325
(2.90)
GINS8 (3.77), GIN77 (3.68), Phes3 (3.73), g'jg
Curcumin dimer 2 Leuld7 (383), Alal50* (379), Phe1s3 ol Phel58 (4.44) - -
(3.74), Phel58 (3.86), Trp324 (3.61, 3.33) (2y57)
. a10.  Pher2 (3.26), Thr75 (3.86), Tyr79 (3.40,
3’1?03'”;‘23'4'1(%;)? 3.78), Phe129 (3.84), Leul32 (3.41), Pheld0 ] ] ]
y Ig (3.56), Phel53 (3.68, 3.36), Trp324 (3.27),
en-3-yl acetate Val332 (3.23), Leu336 (3.64), Leu351 (3.72)
Glus6 (3.91), GIn58 (3.83), Phe72 (3.78),
Diosgenin le73 (3.61, 3.78), His76* (3.86), Leuld7 - ; - -
(3.42), Ala150* (3.73)
o Phe72 (3.45), 1le73 (3.30, 3.68), GIuSO _ ] ] ]
Ursolic acid (3.69), Leul56 (3.62), GIn157 (3.88)
*
Phe140 (3.66), Phel58 (3.83, 3.78), Trp324 g'gg’z
Piperaduncin B (362), Leu33s (360), Tyr3s0 (390), 5o ; ; -
Leu351 (3.67, 3.76)
(2.47)
GIn154
(3.67),
Phe72 (3.06, 3.84, 3.49), Phe1d0 (3.66), & or
B-sitosteryl glucoside  Argl44 (3.72), Leul47 (3.64, 3.40), Val332 (3.52) - - -
(3.83), Met335 (3.70), Leu336 (3.91) o
(3.06)
1,3-dibenzyl-2- Leul47 (3.97, 3.52), Ala150* (3.75), Phe153
phenyl-4,5- (3.61), Val332 (3.67), Met335 (3.79), - Phe72 (5.13) ; -

dimethylimidazilium  Leu336 (3.57), Leu351 (3.50, 3.85)

Phe72 (3.88, 3.53), Leul32 (3.94), Phel40
Lup-20(29)-en-3-0n€ (3 67) Mer335 (3.61) - - - -

Olean-12-ene-  2-7- [ (3.64), Tyr79 (3.40, 3.70), Phel29 Argl59
- - r 04), Tyr 40, 3.70), Phe rg
;ﬁgfhxﬂgt(m;’n (3.68), Phel58 (3.68, 3.30), Trp324 (3.77, (2.42), ] ) ]
v | 3.72, 3.40), Arg325 (3.64), Leu351 (3.45), His328
2,6,10-trienyl)- Thr354 (3.87) (3:33)
[1,4]benzoquinone

*Amino4cidos de interaccidn en sitio activo de la enzima triptdfano 2,3 dioxigenasa (His76, Gly152, Phel87, Alal50)

Utilizando el acoplamiento molecular por simulacion computacional los metabolitos analizados mostraron interacciones
relevantes con aminoacidos clave de la enzima triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO), principalmente dentro del bolsillo hidrofébico
del sitio activo. En general, predominaron las interacciones hidrofobicas, complementadas en algunos casos por puentes de
hidrogeno e interacciones nt-stacking, lo que sugiere un anclaje estable de los compuestos en la cavidad catalitica. Las distancias de
interaccion entre aminoacidos y metabolitos , expresadas en Angstrém (A) y sefialadas entre paréntesis, evidencian que algunos
aminodcidos presentan 1 0 mas puntos de contacto , que podrian favorecer una mayor afinidad del compuesto por el sitio activo

En particular, curcumin dimer 3 derivado de la planta Curcuma longa, presentd un patrén de interaccién amplio, destacando
contactos hidrofobicos con residuos arométicos y alifaticos como Phe72, Phel40, Phel53, Phel58, Trp324, Leul4d?, Leu351,
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Val332 y Met335, ademas de una interaccion con Alal50*, residuo sefialado como parte del sitio activo. Asimismo, formé puentes
de hidrégeno con Gly152, Glul162, Arg325* y Asp325, reforzando la estabilidad del complejo. Adicionalmente, se observd una
interaccion m-stacking con His76*, lo que resalta la contribucién de residuos aromaticos e histidina en la afinidad del ligando por
TDO. De manera similar, curcumin dimer 2 proveniente de la planta Curcuma longa, mostré interacciones hidrofobicas extensas
con GIn58, GIn77, Phe83, Phel53, Phel58, Trp324 y Leul47, incluyendo nuevamente Alal50*. Este compuesto también estableci6
puentes de hidrégeno con GIn77 y Tyr350, y una interaccion n-stacking con Phel58, lo que sugiere una orientacion favorable del
dimero de curcumina dentro del sitio activo, aunque con un perfil de interacciones ligeramente menos complejo que el del dimero
3.

El compuesto 4,14-Dimethyl-9,19-cycloergost-24(28)-en-3-yl acetate de la planta Phoradendron sp (Muerdago americano),,
interactud exclusivamente en la simulacion computacional mediante contactos hidrofobicos, principalmente con residuos como
Phe72, Thr75, Tyr79, Phe129, Phe140, Phel53, Trp324, Leul32, Leu336, Leu351 y Val332. La ausencia de puentes de hidrégeno
0 interacciones aromaticas especificas sugiere un acoplamiento dominado por complementariedad hidrofobica, potencialmente
menos especifico en comparacion con los dimeros de curcumina.

En el caso de diosgenin de la planta Cestum auriculatum (Hierba santa), se identificaron interacciones hidrofébicas con Glu56,
GIn58, Phe72, 1le73, Leuld7 y His76*, ademas de Alal50*, reforzando la importancia de estos residuos en el reconocimiento
molecular. No se observaron puentes de hidrégeno ni interacciones m, lo que indica que su union estaria mediada principalmente
por fuerzas hidrofébicas.

Finalmente, el &cido ursolico de la planta Plantago major (Llantén) mostr6 un patron mas limitado de interaccion, restringido a
contactos hidrofobicos con Phe72, 1173, Glu80, Leul56 y GIn157, sin evidencia de puentes de hidrégeno ni interacciones
aromaticas adicionales, lo que sugiere una afinidad comparativamente menor dentro del sitio activo de TDO.

Dentro de esta simulacion computacional en el grupo de compuestos con menor nivel de interaccion, el Piperaduncin B de la
planta Piper aduncum L. (Matico) presenta principalmente uniones hidrofébicas con los aminoacidos Phel40 , Phel58 , Trp324 ,
Leu336 , Tyr350 y Leu351. Los aminoacidos Phel58 y Leu351, presentan mas de un punto de contacto con el ligando, lo que
sugiere una interaccion hidrofébica mas estable. Adicionalmente, se observan puentes de hidrégeno con Gly152* , considerado uno
de los aminoé&cidos clave del sitio de unién, y con Phel53.

De manera similar, el compuesto B-sitosteryl glucoside de la planta cestum auriculatum (Hierba santa) muestra interacciones
hidrofdbicas con los aminoacidos Phe72 con 3 puntos de contacto, la Phel40 , Argl44, Leuld7 , Val332 , Met335 y Leu336
Destacandose aminoacidos como Phe72 y Leul47, los cuales presentan mas de dos distancias de interaccion Asimismo, se
identifican puentes de hidrégeno con los aminoacidos GIn154 , Serl55 y Leul56 , contribuyendo a la estabilizacion del complejo
enzima-compuesto.

En el caso del 1,3-dibenzyl-2-phenyl-4,5-dimethylimidazilium de la planta Lepidium meyenii (Maca) , se observa una interaccion
hidrofébica significativa con Alal50* , siendo un aminodacido clave para la unién. Adicionalmente, los aminoacidos Phel53, Val332
, Met335 , Leu336 y Leu351 forman parte del entorno hidrofdbico, destacandose Leu 147 y Leu351 por presentar multiples
distancias de interaccion. Este compuesto también presenta una interaccion de tipo n—stacking con el aminoacido Phe72 , reforzando
su afinidad estructural.

Por su parte, el compuesto Lup-20(29)-en-3-one de la planta Phoradendron sp. (Muerdago americano) establece interacciones
hidrofébicas con los aminoacidos Phe72 , Leul32 , Phel40 y Met335. En este compuesto, la presencia de mas de una distancia de
interaccion con el aminoacido Phe72.

Finalmente, el compuesto Olean-12-ene-2-(7-hydroxymethyl-3,11-dimethyl-dodeca-2,6,10-trienyl)-[1,4]benzoquinone  del
Schinus molle (Molle) presenta interacciones hidrofébicas dentro del sitio de unién y forma puentes de hidrégeno con los aminoéacidos
Argl59 y His328.

En conjunto, estos resultados destacan a los dimeros de curcumina, especialmente curcumin dimer 3, como los compuestos con
interacciones mas completas y estables con residuos clave del sitio activo de la TDO, incluyendo Alal50* y His76*. La combinacion
de interacciones hidrofobicas, puentes de hidrogeno y n-stacking respalda su potencial como inhibidores de la TDO, en comparacion
con los deméas metabolitos evaluados.

Figura 1. Plantas y metabolitos con mejor interaccion a la enzima triptéfano 2,3 dioxigenasa
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Curcuma longa Curcumin Dimer2
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acetate o>

diosgenin iy 'S
Cestum auriculatum o v

Ursolic acid

Plantago major

La figura 1 muestra la interaccion molecular de cinco metabolitos de origen vegetal, que presentaron la mayor afinidad de
unién hacia la enzima triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO), destacando su posicionamiento dentro o en regiones cercanas al sitio
activo. Se incluyen los metabolitos curcumin dimer 3 y curcumin dimer 2 derivados de Curcuma longa, el compuesto 4,14-
dimethyl-9,19-cycloergost-24(28)-en-3-yl acetate proveniente de Phoradendron sp., el diosgenin identificado en Cestrum
auriculatum y el &cido ursolico derivado de Plantago major. Los dimeros de curcumina evidencian un anclaje més profundo y
orientado dentro del bolsillo catalitico de la TDO, lo que concuerda con su mayor nimero de interacciones estabilizadoras y su
elevada afinidad de unién. En contraste, los metabolitos esteroidales y triterpénicos —4,14-dimethyl-9,19-cycloergost-24(28)-
en-3-yl acetate, diosgenin y &acido ursdlico— interactian principalmente mediante contactos hidrofébicos en regiones
funcionalmente relevantes cercanas al sitio activo, mostrando un acoplamiento estable aunque menos profundo.

En conjunto, la figura 1 resalta a los metabolitos derivados de Curcuma longa como los principales candidatos con potencial
inhibidor de la TDO, mientras que los compuestos provenientes de Phoradendron sp., Cestrum auriculatum y Plantago major se
consolidan como ligandos con afinidad complementaria, contribuyendo al reconocimiento molecular de regiones clave para la
actividad enzimatica.
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Figura 2. Plantas y metabolitos con menor interaccion a la enzima TDO

Piper aduncum L.

Cestum auriculatum

Pt

Lepidium meyenii

Phoradendron sp.

Schinus molle

En la figura 2 se puede apreciar la estructura quimica de los compuestos, cuyas imagenes representan la interaccién de los cinco
compuestos con menor afinidad hacia el sitio activo del TDO. Dentro de este grupo destacan el Piperaduncin B de la planta Piper
aduncum L. (matico), asi como el B-sitosteryl glucoside de Cestrum auriculatum (hierba santa) y el 1,3-dibenzyl-2-phenyl-4,5-
dimethylimidazolium de Lepidium meyenii (maca), los cuales presentaron mayor afinidad por el sitio activo. Estos compuestos
mostraron un modo de unidén cercano a los residuos Gly152 y Alal50, estableciendo interacciones clave como enlaces hidrofébicos,
puentes de hidrégeno e interacciones nt-stacking, lo que explica su comportamiento favorable en el sitio activo del TDO.

4. Discusion:

El glioblastoma multiforme (GBM) es un tumor altamente agresivo y resistente a las terapias convencionales, con una
supervivencia media inferior a dos afios. La actividad de la enzima triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO2) es un mecanismo clave en
la progresidn tumoral, favoreciendo la produccion de quinurenina y otros metabolitos inmunosupresores que inhiben la actividad
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de células T y modulan el microambiente tumoral (15) .
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En el presente estudio se identificaron compuestos naturales provenientes de la biodiversidad del territorio peruano con
potencial actividad inhibidora sobre la enzima Triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO), utilizando la aplicacion de técnicas de
acoplamiento molecular por simulacién computacional. Entre los metabolitos evaluados, los compuestos derivados de Clrcuma
longa destacaron por mostrar valores de energia de unién mas bajos y patrones de interaccién consistentes con un posible efecto
inhibidor.

Los metabolitos naturales evaluados mostraron distintos patrones de interaccién con el sitio activo de la triptéfano 2,3-
dioxigenasa, predominando las interacciones hidrofébicas como principal mecanismo de unién, acompafiadas en algunos casos
por puentes de hidrdégeno y contactos z-stacking. Este comportamiento sugiere que la complementariedad estructural con la
cavidad catalitica es determinante para la estabilidad del complejo enzima-ligando.

Entre los compuestos analizados, los dimeros de curcumina destacaron por establecer interacciones directas con residuos
esenciales del sitio activo. El dimero de curcumina 3 present6 un modo de union mas estable y complejo, al involucrar
simultaneamente interacciones aromaéticas, polares e hidrofobicas, lo que indica una orientacion favorable para interferir con la
funcion catalitica de la enzima. En comparacidn, el dimero de curcumina 2 mostré un patrén de interaccién similar, aunque menos
diverso, lo que sugiere una afinidad funcional relativamente menor.

En contraste, el metabolito 4,14-dimethyl-9,19-cycloergost-24(28)-en-3-yl acetate de Phoradendron sp. mostr6 un
acoplamiento dominado por interacciones hidrofdbicas periféricas, sin participacion de residuos esenciales, lo que indica una
union menos especifica al sitio activo. Por su parte, la diosgenina de Cestrum auriculatum evidencié contactos hidrofébicos con
residuos clave, sugiriendo una contribucion moderada al reconocimiento molecular. Finalmente, el &cido ursdlico de Plantago
major presenté interacciones limitadas a aminoécidos no criticos, lo que sugiere un potencial inhibidor reducido frente a la TDO.

Asi mismo dentro del grupo de compuestos con menor afinidad , en particular, Piperaduncin B de Piper aduncum L. (matico),
junto con B-sitosteryl glucoside de Cestrum auriculatum (hierba santa) y 1,3-dibenzyl-2-phenyl-4,5-dimethylimidazolium de
Lepidium meyenii (maca) pese a presentar valores de afinidad ligeramente inferiores, mostraron interacciones directas con
residuos clave del sitio activo . La presencia de puentes de hidrégeno e interacciones n-stacking en algunos de estos complejos
sugiere que, estos metabolitos podrian contribuir al bloqueo parcial o a la modulacién del sitio catalitico de la TDO, lo que amplia
el espectro de candidatos potenciales.

Finalmente, el Lup-20(29)-en-3-one de la planta Phoradendron sp. (Muerdago americano) y el Olean-12-ene-2-(7-
hydroxymethyl-3,11-dimethyl-dodeca-2,6,10-trienyl)-[1,4]benzoquinone derivado de Schinus molle (Molle) exhibieron las
energias de union menos negativas dentro del grupo seleccionado. Esto sugiere una afinidad méas baja y posiblemente una menor
capacidad inhibitoria.

Estos hallazgos confirman que los dimeros de curcumina, especialmente el dimero 3, poseen el perfil de interaccion mas completo
y estable con residuos criticos del sitio activo de TDO, incluyendo Alal50 y His76**. La combinacion de interacciones hidrofébicas,
puentes de hidrogeno y m-stacking respalda su potencial como inhibidores efectivos de TDO, y sugiere que podrian ser candidatos
prioritarios para estudios experimentales in vitro y in vivo orientados a la inhibicion de la via de la quinurenina en GBM.

Los resultados obtenidos en este estudio cobran especial relevancia ya que diversos estudios han demostrado que este polifenol
posee efectos antiinflamatorios y anticancerigenos, asociados a la inhibicidn de multiples vias de sefializacién celular tanto
citoplasméticas como nucleares. En particular, la curcumina ha sido reportada como moduladora de procesos apopt6ticos mediante
la inhibicién de proteinas antiapoptéticas como Bcl-2, Bel-xL y XIAP, asi como por la activacién de proteinas proapoptdticas como
Bax (29), lo que favorece la muerte celular programada. Asimismo, se ha descrito que la curcumina inhibe la proliferacion,
migracién e invasidn de células tumorales, incluyendo en modelos de glioblastoma, a través de la supresién de la via p-AKT/p-
mTOR vy la activacion de genes supresores tumorales como PTEN y p53 (30).

La curcumina, principal curcuminoide de Curcuma longa, ha demostrado actividad antitumoral relevante en modelos de
glioblastoma tanto in vitro como in vivo, lo que respalda su potencial terapéutico en neoplasias cerebrales (31), acta sobre células
madre del glioblastoma mediante la induccion de estrés oxidativo y la inhibicion de la via STAT3, afectando la supervivencia
tumoral (32). Ademas, la curcumina potencia los efectos citotoxicos de inhibidores de tirosina quinasa como AG494 y AG1478,
induciendo apoptosis, dafio del ADN y aumento de ROS en células de glioblastoma (33). Desde el punto de vista farmacoldgico, su
naturaleza lipofilica le permite atravesar la barrera hematoencefélica; no obstante, su baja biodisponibilidad limita su uso clinico,
aunque la nanoformulacion ha mostrado mejorar significativamente su eficacia terapéutica (34)

Otra planta que muestra afinidad por el TDO en este estudio es el muérdago americano presenta diversas actividades biologicas,
entre ellas antiproliferativa, antioxidante, antiinflamatoria y antimicrobiana, las cuales dependen directamente de su contenido y
distribucién fitoquimica, asi como de sus usos tradicionales. Estas propiedades han sido documentadas en distintas especies de los
géneros Phoradendron y Viscum, destacando su relevancia etnofarmacoldgica y su potencial terapéutico (35). Asimismo, se ha
demostrado que extractos de Phoradendron serotinum poseen efectos antitumorales en ratones portadores del tumor Tcl, ademas
de actividad citotoxica y proapoptética contra células tumorales, sugiriéndose que dichos efectos estan relacionados con la
produccion de citocinas asociadas a la respuesta inmunitaria, lo que refuerza su potencial como agente inmunomodulador en el
contexto del cancer (36) . En nuestro estudio se identificaron dos metabolitos de esta planta , destacando el 4,14-Dimethyl-9,19-
cycloergost-24(28)-en-3-yl acetate, el cual mostré mayor afinidad por la enzima TDO, ubicandose dentro del grupo de los cinco
metabolitos con mayor afinidad. Aunque no se encontraron estudios previos que asocien directamente estos metabolitos con el
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cancer, los resultados obtenidos en este estudio sugieren un potencial biolégico relevante, que podria contribuir a futuras
investigaciones orientadas a esclarecer su posible rol en mecanismos antitumorales

Por otro lado el Cestrum auriculatum se ubico dentro del grupo con mayor afinidad hacia la enzima TDO. ElI género Cestrum
presenta un amplio potencial terapéutico, habiéndose reportado diversas actividades biologicas como antiinflamatoria, antialérgica,
citotdxica, antitumoral y antiviral, las cuales se atribuyen a la diversidad de sus componentes fitoquimicos, asi como a sus
caracteristicas farmacoldgicas y morfoldgicas (37). Asimismo, se han identificado estudios asociados especificamente a Cestrum
auriculatum presenta propiedades antitumorales, respaldando su uso tradicional en reportes ethomédicos, aunque la evidencia
experimental directa aln es limitada (38). El resultado de este resultado representa un importante incentivo para el desarrollo de
estudios posteriores que permitan validar experimentalmente este hallazgo y explorar su posible implicancia bioldgica.

También se evalud el acido ursolico, un compuesto derivado de Plantago major que se encuentra entre los cinco metabolitos con
mayor afinidad por la enzima TDO, por lo que se evaluaron estudios previos encontradose en un estudio experimental que este
compuesto tiene propiedades antiproliferativas contra diversas lineas cancerosas, inhibiendo la produccion de citocinas
proinflamatorias en macréfagos THP-1 estimulados con lipopolisacéridos. (39)

Se han estudiado metabolitos derivados de producto natural como inhibidor del TDO con estabilidad del sitio activo y
propiedades farmacocinéticas dando énfasis a productos naturales como potenciales inhibidores de esta enzima (40,41). Un estudio
sobre potenciales inhibidores de TDO como aminoisoxazoles concluyd que un compuesto optimizado mostré una alta potencia
inhibitoria frente a TDO2 y una selectividad moderada sobre IDO1, sin embargo, la inestabilidad residual observada y la falta de
claridad sobre su relacién estructura-estabilidad limitaron su desarrollo posterior, lo que llevé a priorizar otras estrategias quimicas
consideradas méas prometedoras para la optimizacion de inhibidores de TDO2 (42). Otro estudio sobre indoles como posibles
inmunomoduladores anticancerigenos, identificd un compuesto muy prometedor con una buena inhibicién de TDO, alta selectividad
y buena biodisponibilidad oral, este ltimo beneficio a diferencia del compuesto de Clrcuma longa que tiene baja biodisponibilidad
oral (43). Por otro lado un estudio revela que el ascorbato activa TDO e IDO2 actuando como reductor; sin embargo, también es
un inhibidor competitivo de la enzima en ausencia de catalasa, y su efecto inhibidor se ve potenciado por la adicién de H202, sin
embargo no se observé ningln efecto inhibidor en presencia de catalasa (44). Asi mismo en un estudio que utiliza acoplamiento
molecular encontrd que Peniciherquamide C (NP0015190), un producto natural derivado de Penicillium herquei fue identificado
como inhibidor de TDO demostrando una afinidad y unién al sitio activo, lo que resalta la utilidad mas amplia de los productos
naturales en el descubrimiento de farmacos y presenta un marco computacional reproducible para la identificacion y optimizacion
de nuevos inhibidores enzimaticos (41).

Este articulo presenta ciertas limitaciones, ya que se basa en simulaciones computacionales que, si bien permiten predecir la
afinidad y los modos de unién de los compuestos, no sustituyen la validacion experimental. Adicionalmente, la disponibilidad y
variabilidad de los metabolitos naturales constituye otra limitacién, dado que la concentracion y composicion de estos compuestos
pueden variar segun el origen geografico de las plantas, las condiciones ambientales y los métodos de extraccion empleados. No
obstante, dichas limitaciones no invalidan las conclusiones alcanzadas, ya que el acoplamiento molecular es una herramienta
ampliamente validada para la identificacion y priorizacion de compuestos con afinidad relevante hacia blancos moleculares
especificos. Asimismo, el analisis detallado de las interacciones con aminodcidos clave del sitio activo de la enzima proporciona un
soporte s6lido que respalda la validez y consistencia de los resultados obtenidos

Hasta el momento no se han identificado estudios que describan de manera directa la interaccion entre la curcumina y la enzima
triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO). En este contexto, los resultados del presente trabajo aportan evidencia novedosa al demostrar
que los derivados de curcumina, particularmente sus dimeros, presentan una afinidad significativa por el sitio activo de la TDO.
Este hallazgo no solo amplia el conocimiento actual sobre los posibles blancos moleculares de la curcumina, sino que también abre
nuevas lineas de investigacion orientadas a explorar el papel de estos compuestos en la modulacién del metabolismo del triptdfano
y su potencial aplicacion en estudios bioquimicos y terapéuticos futuros, optimizando tiempo y recursos antes de avanzar a ensayos
experimentales.

5. Conclusion:

El presente estudio evalla, mediante técnicas de acoplamiento molecular, la afinidad de union de diversos metabolitos
naturales provenientes de plantas del territorio peruano frente a TDO, una enzima clave en el metabolismo del triptéfano y en
procesos asociados a inflamacion, inmunorregulacion y cancer. Entre los compuestos evaluados, los dimeros de curcumina
derivados de Curcuma longa, en particular curcumin dimer 3, destacaron por exhibir la mayor afinidad de unidn y un patron de
interacciones moleculares robusto, asi como por un perfil de interacciones moleculares estable dentro del sitio activo, incluyendo
interacciones hidrofobicas y contactos aromaticos relevantes, lo que sugiere un elevado potencial inhibidor.

En conjunto, los hallazgos de este estudio posicionan a los metabolitos naturales, particularmente los derivados de Curcuma
longa, como candidatos prometedores para el desarrollo de inhibidores de TDO y sientan las bases para futuras investigaciones
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experimentales orientadas a la validacidn in vitro e in vivo, asi como al disefio racional de nuevas estrategias terapéuticas dirigidas
a la modulacién del metabolismo del triptéfano.
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