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Resumen

Las xantonas son metabolitos secundarios presentes en la planta Garcinia
mangostana, mejor conocida como mangostan, las cuales han mostrado propiedades
anticancerigenas con un mecanismo de accion poco claro. En este trabajo de tesis se
utilizé la técnica computacional de acoplamiento molecular para valorar la viabilidad
acerca del mecanismo anticancerigeno de estos fitoquimicos mediante la inhibicién
de CDK2 y de esta manera sentar una base sélida en el disefio de nuevos inhibidores
de la familia de proteinas CDK en la lucha contra el cancer de mama.

Se compararon los resultados de afinidad de seis xantonas hacia CDK2 utilizando
diferentes programas de acoplamiento molecular: ArgusLab, Glide, Induced Fit
Docking (IFD) y el método MM/GBSA. Las diferencias observadas en los valores de
afinidad se deben a los distintos enfoques tedricos, algoritmos y funciones de
puntuacion empleados por cada programa. Cada uno aporta informacion
complementaria, lo que subraya la importancia de usar enfoques multiples para
obtener una evaluacion mas completa de las interacciones ligante-receptor. Se
analizaron los complejos resultantes mostrando que los tres mejores inhibidores
(mangostenol, T-mangostin y @-mangostin) que muestran una buena estabilidad por
sus interacciones estables y favorables, facilitadas por la presencia de grupos
hidroxilo y metoxi en sus estructuras, mediante interacciones de tipo puente de
hidrogeno e interacciones electroestaticas con los aminoacidos reportados en la
literatura como indispensables para la inhibicion de esta enzima. Las técnicas de la
guimica y biologia computacional son invaluables en el desarrollo de nuevos farmacos

gue combatan cualquier tipo de cancer y en particular el cancer de mama.



Abstract

Xanthones are secondary metabolites present in the plant Garcinia mangostana,
better known as mangosteen, which have shown anticancer properties with an unclear
mechanism of action. In this thesis work, the computational technique of molecular
docking was used to assess the feasibility of the anticarcinogenic mechanism of these
phytochemicals through CDK2 inhibition and thus lay a solid foundation for the design
of new inhibitors of the CDK family of proteins in the fight against breast cancer.

The affinity results of six xanthones towards CDK2 were compared using different
molecular docking programs: ArgusLab, Glide, Induced Fit Docking (IFD) and the
MM/GBSA method. The observed differences in affinity values are due to the different
theoretical approaches, algorithms and scoring functions employed by each program.
Each provides complementary information, underscoring the importance of using
multiple approaches to obtain a more complete assessment of ligand-receptor
interactions. The resulting complexes were analyzed showing that the three best
inhibitors (mangostenol, -mangostin and -mangostin) showing good stability due to
their stable and favorable interactions, facilitated by the presence of hydroxyl and
methoxy groups in their structures, through hydrogen bridge type interactions and
electrostatic interactions with the amino acids reported in the literature as
indispensable for the inhibition of this enzyme. The techniques of computational
chemistry and biology are invaluable in the development of new drugs to combat any

type of cancer, particularly breast cancer.
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Introduccidén

El cancer de mama es la principal causa de muerte por neoplasia en mujeres a nivel
mundial [1] y se caracteriza por una proliferacién descontrolada de células debido a
alteraciones en el ADN [2] lo que conduce a la formacion de tumores [3]. Una de las
proteinas clave en la regulacion del ciclo celular es la enzima CDK2 (cinasa
dependiente de ciclina 2), que desempefia un papel esencial en la transicién de la
fase G1 a la fase S, controlando la replicacion del ADN [4]. Las mutaciones en CDK2,
asi como en las vias reguladas por ciclinas, pueden contribuir significativamente al
desarrollo y progresién del cancer de mama [5]. En condiciones normales, CDK2
forma complejos con ciclinas, como la ciclina E y A, que son necesarias para la
progresion del ciclo celular. Sin embargo, las mutaciones en los genes que codifican
CDK2 o en sus reguladores, como las proteinas inhibidoras p21y p27, pueden causar
una activacion descontrolada de la enzima [4], [6], permitiendo que las células
proliferen sin control, incluso cuando deberian detenerse o someterse a apoptosis. En
subtipos agresivos de cancer de mama, como el cancer triple negativo, se ha
observado una sobreactivacion de CDK2, lo que sugiere su papel crucial en la

resistencia a tratamientos y en la progresion de la enfermedad [7], [8].

El cancer de mama en mujeres representa uno de los problemas mas relevantes de
salud publica en México y a nivel mundial con mas de 2.26 millones de nuevos casos
[1], cifras del GLOBOCAN (Observatorio Mundial del Cancer) en el afio 2022 se
reporté una incidencia mundial de 9 664 889 de mujeres de entre 0 a 85 afios, de los
cuales el cancer de mama representa la neoplasia con mayor incidencia con el 23.8%
(2 296 840 casos) (Figura 1) y mayor mortalidad con un 15.4% (666 103 muertes)
(Figura 2) [9].
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Figura 1. Incidencia debido a los distintos tipos de cancer a nivel mundial 2022 GLOBOCAN
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De acuerdo con los datos reportados para México por el instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI), se ha observado un aumento en la mortalidad por
cancer de mama en mujeres con 5 602 defunciones asociadas a tumores malignos
de mama reportado en 2010, mientras que en 2021 se registraron 7 896 defunciones
[10], presentando un aumento del 40.95% de 2010 a 2021.

Actualmente, se cuenta con diversos métodos de prevencion y diagnostico [11] sin
embargo, la incidencia de este cancer no se ha minimizado y sigue constituyendo un
problema de salud publica con un tratamiento emergente para detener el progreso de
esta [1], [9].

Es bien conocido que el desarrollo de nuevos farmacos implica la inversion de
recursos economicos y sobre todo de tiempo. Los métodos computacionales son
parte esencial para la disminucion de ambas inversiones, simplificando en gran

medida la sintesis de compuestos prueba y el tiempo de ejecucion [12].

Como parte a la solucién del problema de cancer de mama, este trabajo de

investigacion sea dividido en los siguientes capitulos:

e Capitulo 1. Antecedentes. En este capitulo se contextualiza el trabajo dando
una breve descripcion del cancer de mama, su prevalencia y su impacto en la
salud mundial, la necesidad de nuevas terapias, la funcién biologica de la
enzima CDK2, su relevancia en el ciclo celular y su implicacion biologica en la
patologia del cancer de mama. También se proporciona una introduccion a los
fitoquimicos (xantonas) provenientes de la fruta Garcinia mangostana, sus
estructuras quimicas y propiedades farmacologicas, y ademas una revision
breve de la literatura sobre el uso de estos compuestos en el tratamiento de
células cancerosas. Por ultimo, se aborda una breve introduccion sobre la
técnica computacional conocida como acoplamiento molecular.

e Capitulo 2: Planteamiento y justificacion, hipotesis, objetivos generales y
especificos. En este capitulo se destaca la alteracion del ciclo celular y la
importancia de los inhibidores CDK en el tratamiento del cancer de mama
resistente a terapia hormonal. Se propone a un grupo de xantonas con posible

afinidad significativa por la enzima CDK2, es decir, con actividad inhibitoria que



resultard ser una base en el desarrollo de nuevas terapias dirigidas a blancos
terapéuticos novedosos para tratar el cancer de mama. Se plantea como
objetivo general describir, mediante la técnica computacional de acoplamiento
molecular, el complejo xantona-CDK2. Los especificos incluyen el andlisis del
acoplamiento, determinacion del mejor sitio de union y la comparacion de los
diferentes programas de acoplamiento.

Capitulo 3: Marco tedrico. En este capitulo se proporcionan los conceptos
fundamentales para contextualizar la presente investigacién. Se aborda la
comprension de la alteracion del ciclo celular del cAncer de mama, asi como la
relevancia de la enzima CDK2 en esta patologia, se revisan estudios previos
gue han demostrado las propiedades inhibitorias de las xantonas en cinasas
dependientes de ciclinas sobre todo resaltando las propiedades
anticancerigenas en lineas celulares de cancer de mama. Se aborda el papel
del acoplamiento molecular “Docking” como una herramienta computacional
esencial para la simulacion de interacciones entre moléculas.

Capitulo 4: Metodologia. En este capitulo se detalla la metodologia utilizada
en el acoplamiento de las 6 xantonas con la enzima CDK2, asi como las bases
de datos de donde se recuperaron cada estructura.

Capitulo 5: Discusién y resultados. Se exponen los resultados generados
durante la investigacion con las 6 xantonas y se realiza el analisis de los
resultados obtenidos.

Capitulo 6: Conclusiones. Se hace una recapitulacion de los resultados mas
relevantes obtenidos durante esta investigacion.

Referencias. Se enlistan las referencias utilizadas en el presente trabajo.



Capitulo 1. Antecedentes

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea que se clasifica en tres subtipos
principales segun los receptores hormonales (ER y PR) y HER2: luminal ER positivo
y PR positivo (luminal Ay B), HER2 positivo y cancer de mama triple negativo (TNBC)
[13]. Es crucial realizar una evaluacion diagndstica estandarizada de estos receptores
hormonales y del HER2, siguiendo ciertas pautas internacionales para determinar

estos subtipos [11]

Los tipos de cancer de mama con receptores hormonales positivos, como los subtipos
luminales Ay B, representan aproximadamente del 60% al 75% de todos los casos
de cancer de mama y muestran una buena respuesta a la terapia hormonal, tanto en
situaciones de tratamiento adyuvante como en casos metastasicos [14]. Sin embargo,
aunque algunos pacientes inicialmente no responden (resistencia primaria),
practicamente todos los demas desarrollan resistencia a la terapia hormonal en algun
momento (resistencia secundaria) [15], [16]. Esto conduce finalmente, después de
utilizar regimenes adicionales basados en terapia hormonal, a la necesidad de recurrir

a tratamientos basados en quimioterapia.

1.1 Perspectiva terapéutica en el cancer de mama.

En la ultima década, los ensayos clinicos han contribuido a la implementacion de
nuevas y diversas estrategias terapéuticas innovadoras en la practica médica. Estas
estrategias consisten en la combinacion de nuevas terapias especificas con
tratamientos hormonales, tanto para el cancer de mama metastasico sensible a
hormonas como para el resistente a hormonas [15], [17]. Algunas de estas nuevas
terapias especificas incluyen el uso de everolimus, un inhibidor de mTOR, al igual que
los inhibidores de CDK4/6, en combinacidbn con terapias hormonales [18].
Actualmente, la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(FDA, por sus siglas en inglés) ha autorizado el uso de tres inhibidores de CDK4/6
altamente efectivos y selectivos, los cuales se toman por via oral (palbociclib,
ribociclib, abemaciclib) y sirven para tratar el cancer de mama avanzado o

metastasico en combinacién con una terapia hormonal especifica [19]



Para hacer frente al aumento de casos de cancer de mama, se estan investigando
nuevos métodos terapéuticos y el desarrollo de medicamentos contra esta
enfermedad. Los inhibidores de la cinasas dependiente de ciclina (CDK), que son
sustancias similares a purinas y pirimidinas, han demostrado ser eficaces en el
tratamiento este tipo de cancer debido a sus funciones especificas en la
desregulacion del cancer y su potencial terapéutico innovador [19]

Las vias de sefializacion de CDK4/6-RB1, asi como PISK/AKT/mTOR desempefian
un papel fundamental en el estimulo del crecimiento en el cancer de mama
metastasico HR+ y HER2-. Uno de los mecanismos conocidos de resistencia a la
inhibicibn de CDK4/6 es la activacion de la ciclina D1/CDK2 dependiente de PI3K
(Figura 3). Este complejo puede fosforilar pRb, lo que lleva a la entrada en la fase S
independientemente de la presencia de CDK4/6 [20] Braal et al. 2020 proponen una
estrategia para superar esta resistencia bloqueando la activacion de la ciclina D1
mediante la inhibicion de PIK3CA, la cual ha demostrado ser efectiva en experimentos
con lineas celulares [20] De manera similar, los inhibidores de mTORC1/2 han
mostrado ser potentes para restaurar la sensibilidad a los inhibidores de CDK4/6 en
lineas celulares de cancer de mama ER+ resistentes [21].

Sefal Mitogénica Membrana celular

OOOOOOOOOOOOOOOOOOlOOOOOOOOOOOOOOOOOO

e l l Cmror <Ak <K Pk3 )

Sintesis de @ -
! ADN — D $

Figura 3. Los inhibidores de CDK4/6 funcionan interrumpiendo el complejo CDK4/6-ciclina

D1, normalmente fosforila la proteina supresora de tumores retinoblastoma (Rb). Esto impide

gue el factor de transcripcion E2F quede disponible, bloqueando asi la transicion de la célula



de la fase G1 a la fase S y evitando su divisién [20]. Este proceso involucra otras proteinas
importantes como AKT, el receptor de estrogenos (ER), HER2, y las cinasas PIK3 fosforilada.
Imagen recreada Braal et al. (2021) [20].

Dado el considerable potencial de estos compuestos, existe una fuerte confianza para
gue en el futuro se identifiquen nuevos inhibidores de CDK que puedan ampliar las

alternativas terapéuticas para abordar el caAncer de mama [22].

1.2 Fitomedicina, flavonoides y su papel en la salud

Tras el descubrimiento de la penicilina durante la segunda guerra mundial, hubo un
aumento significativo en los esfuerzos de las compafiias farmacéuticas para encontrar
nuevos compuestos con actividad bioldgica [23], es decir, moléculas naturales con
potencial terapéutico especialmente para ser usados en la medicina. Los metabolitos
son compuestos bioactivos utilizados en la produccion de medicamentos y productos
guimicos. [24]. Sus aplicaciones farmacéuticas abarcan diversas funciones, como
analgésicos, antibacterianos, antivirales,  antitumorales, fungicidas e
inmunoestimulantes [25]. En el siglo pasado, los productos derivados de metabolitos
secundarios han sido una fuente primordial de diversidad quimica que ha impulsado
la investigacion y desarrollo de nuevos tratamientos terapéuticos. Tanto los
compuestos naturales como sus analogos sintéticos han demostrado éxito en el
tratamiento de una amplia gama de enfermedades humanas en casi todos los campos

terapéuticos [23].

Los fitoquimicos, un tipo de metabolitos secundarios, son compuestos quimicos
producidos por las plantas que no son esenciales para su crecimiento o desarrollo,
sin embargo, pueden tener una variedad de funciones en las plantas, como proteccion
contra enfermedades, insectos y estrés ambiental [23]. Algunos ejemplos comunes
de fitoquimicos incluyen flavonoides, carotenoides, polifenoles, terpenos y xantonas
[26].

En especifico, los flavonoides (Figura 4) son reconocidos por los efectos positivos que
producen en la salud [27], [28]. Son esenciales en una variedad de aplicaciones,
incluyendo nutracéuticos, productos farmacéuticos, medicinales y cosméticos, lo
anterior debido a que tienen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,

antimutagénicas y anticancerigenas, asi como su capacidad para regular la funcion



enziméatica celular [27], estas propiedades bioactivas se asocian con su habilidad para
eliminar radicales libres, reducir la inflamacién, activar enzimas de fase Il (Glutation
S-transferasa, Sulfuriltransferasa, UDP-glucuronosiltransferasa [29]) asi como limitar
la proliferacion, adhesion e invasion de células. Ademas, estos compuestos pueden
inducir la diferenciacion celular, detener el ciclo celular y promover la apoptosis. [30].
También influyen en el metabolismo de hormonas esteroides y estrogenos al regular
moléculas importantes como COX-2, iNOS, quinona reductasa, catalasa y glutation
peroxidasa, asi como oncogenes, genes supresores de tumores, receptores de
factores de crecimiento, tioredoxina reductasa y timidilato sintasa [31].

Figura 4. Estructura general de un flavonoide

1.3 Garcinia mangostana (Clusiaceae)

El Garcinia mangostana, comunmente conocido como mangostan, es una fruta
tropical que pertenece a la familia Clusiaceae, es nativa del sureste asiatico [32]. En
el género Garcinia, se han clasificado aproximadamente 400 especies que varian
desde arboles de hoja perenne hasta arbustos y la especie Garcinia mangostana se
distribuye naturalmente en regiones como Malasia, Indonesia, Tailandia, Myanmar,
Sri Lanka, India y Filipinas [32]. El fruto del mangostan es esférico, con un diametro
de 3.4 - 7.5 cm, y se caracteriza por su cascara de color purpura oscuro a rojo purpura
(Figura 5). Esta cascara tiene un grosor de 6 - 10 mm, contiene latex amarillo amargo

y un jugo que tifie de color purpura. Lo mas destacado son sus arilos, que constituyen



4-8 segmentos de pulpa blanca, jugosa y suave (Figura 5), con un sabor ligeramente
acido [33].

Figura 5. Mangostan (Garcinia mangostana). Imagen recuperada de Wang et al. (2022) [34]

Durante siglos, el mangostan ha sido considerado como “la reina de las frutas”
apreciado en el sureste asiatico, no solo por su delicioso sabor, sino también por sus
propiedades medicinales [35]. Los habitantes de estas regiones han utilizado
tradicionalmente el pericarpio de esta fruta tropical en la curacion de heridas y el
tratamiento de diversas infecciones cutaneas [35]. Este fruto exhibe prominentes
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. El uso del mangostan en la medicina
tradicional abarca el tratamiento de una variedad de afecciones, incluyendo tumores,
diabetes, infecciones bacterianas, hipertension y artritis, lo que subraya su potencial
en aplicaciones médicas y farmacoldgicas [36]. EIl mangostan se caracteriza por su
rica composicién en compuestos bioactivos, entre los que destacan las xantonas y las

antocianinas, cuya extraccion se realiza principalmente del pericarpio [37].

Se ha logrado aislar mas de 60 variantes de xantonas de las raices de la planta, en
tanto que componentes como la ¥-mangostin, 7-mangostin, gartanin, han sido
identificados en el pericarpio y la corteza. Ademas, en esta misma parte de la fruta se

encuentran xantonoides y una diversidad de otros fitoquimicos [32].



En la literatura cientifica, se han realizado diversas revisiones que examinan las
propiedades medicinales del mangostan. Estas revisiones han destacado sus efectos
anticancerigenos y antibiofilm, asi como sus propiedades antioxidantes,
antiperiodontiticas y antidiabéticas, reafirmando asi su relevancia en el campo de la

investigacion biomédica [36].

1.4 Xantonas

Son metabolitos secundarios que cominmente se encuentran en plantas superiores,
hongos y liqguenes [38]. La xantona con el nombre IUPAC de 9 H -xanten-9-ona es un
compuesto heterociclico con una estructura de dibenzo-7-pirona, con un caracter
basico y formula molecular de Ci3Hg O2. La numeracion y designacion de los anillos
Ay B (Figura 6), provienen de las vias biosintéticas de los compuestos de plantas

superiores [39].

O

O
B A

Figura 6. Estructura general de una xantona

Evans et al. 1998, menciona que el nucleo de la xantona puede considerarse como
una “estructura privilegiada” debido a su capacidad para unirse a multiples clases de
receptores de proteinas no relacionados como ligantes de alta afinidad [40]. Su
capacidad para interferir con una variedad de objetivos bioldgicos incluyendo: la
inhibicibn de la monoaminooxidasa, efectos antioxidantes, antimicrobianos,
citotoxicos, hepatoprotectores y actividad antifingica [41], [42], se debe a algunas
caracteristicas moleculares particulares como la presencia de un sistema de anillos
triciclicos heteroaromaticos predominantemente planos y rigidos, un grupo carbonilo
en el anillo central que permite varias interacciones y un grupo éter biarilico que

contribuye al sistema electrénico de la molécula. [38], [42].
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Aunque las estructuras y los perfiles cromatograficos son similares a los de los
flavonoides (ver Figura 4 y 6), las xantonas solo se encuentran en un nimero limitado
de especies. Por ejemplo, las xantonas se pueden extraer de unas 20 familias de
plantas superiores, siendo la mayoria de ellas parte de las familias Clusiaceae,
Hypericaceae y Gentianaceae y en menor medida de la familia Calophyllaceae [43].
Las xantonas preniladas (Tabla 1) se encuentran principalmente en diversas especies
de Garcinia Clusiaceae y en ocasiones, las xantonas se hallan como los compuestos
principales con multiples grupos hidroxilo, pero en su mayoria son éteres mono o

polimetilados, o se presentan en forma de glucosidos[44].
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Tablal
Algunas xantonas preniladas extraidas del Mangostan (Garcinia mangostana).

Parte de la
Nombre del compuesto Estructura quimica 2D planta donde fue Referencia
extraido

Pericarpio,
Fruto entero,
Tallo, Arilos,

Semilla

(x-mangostin [45], [46]

Pericarpio,
Fruto entero, [45], [46]
Tallo

“¥-mangostin

H,CO OH Tallo
O OH

HO O
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Garcinon D

Tovophyllin A

Gartanin

OH

H,CO

HO l

OH

OH

OH

Pericarpio,
Fruto entero, [45], [46]
Tallo
Pericarpio [47]

Pericarpio, Fruto

entero [45]. [46]
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¥-mangostin

El cx-mangostin se encuentra en el pericarpio del mangostan en una concentracion
de 78%. Estudios recientes han comprobado que la €@-mangostin provoca la
interrupcion del ciclo de crecimiento celular y la muerte programada de diversas
células cancerosas en el cuerpo humano. De igual manera se mencion6 que el -
mangostin reduce significativamente el desarrollo de tumores al igual que la
propagacion de células cancerosas en un modelo de ratones con cancer de mama
[48].

7T-mangostin

7Y-mangostin es un compuesto derivado de la xantona que se extrae de la cascara de
la fruta. En investigaciones previas, respaldan sus propiedades antiinflamatorias y su
capacidad para combatir tumores cerebrales, ademas de investigaciones con el
objetivo de analizar los efectos del T-mangostin en la apoptosis de las células de

adenocarcinoma colorrectal HT29 [49].
Mangostenol

See et. al 2020 realizaron un estudio donde cuatro xantonas (&-mangostin, B-
mangostin, mangostenol y mangaxantona B), tres benzofenonas (mangafenona,
benthamianona y congestiflorona), y un esterol (estigmasterol) extraidos de las
cortezas del tallo de Garcinia mangostana para identificar su accion anticancerigena
en lineas celulares de cancer de mama. @-mangostin, B-mangostin, mangaxantona
B y mangafenona mostraron una notable citotoxicidad en células MCF-7 y MDA-MB-
231. Mangostenol mostro un efecto menos potente en comparacién con los demas
compuestos, necesitando concentraciones mas altas de las requeridas para inhibir el

crecimiento de las células cancerosas [50].
Garcinon D

Nauman et. al 2021 examinaron nueve xantonas distintas con el fin de identificar
posibles efectos toxicos en las células 22Rv1 (células de cancer de prostata) y MDA-
MB-231 (células de cancer de mama). Todos estos compuestos disminuyeron la

viabilidad celular en ambas lineas celulares. Posteriormente, se llevd a cabo un
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ensayo bioquimico para determinar la capacidad de inhibir la CDK2/CiclinaEl [51]
Garcinon D mostro una actividad moderada frente a las enzimas CDK2 y CDK4, lo
gue indica la posibilidad de funcionar como inhibidor de CDK con amplio rango de

accion [51].
Tovophyllin A

La Tovophyllin A es una xantona que se extrae de la cdscara de Garcinia mangostana
y que presenta varias propiedades beneficiosas. El-Agamy et. al 2019 realizaron
pruebas con dos dosis diferentes de Tovophyllin A en ratones para evaluar su efecto
sobre lesién pulmonar aguda inducida por lipopolisacéridos. Por otra parte, evaluaron
efectos citotoxicos en células de carcinoma epitelial de pulmén (A549) y mama
(MCF7). Concluyeron que Tovophyllin-A reduce el estrés oxidativo y la inflamacion en
el tejido pulmonar [52].

Gartanin

Liu et. al 2013 realizaron un estudio donde se demostré que las xantonas del
mangostan, especialmente gartanin y &x-mangostin, tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento de células cancerosas en diferentes etapas del cancer de vejiga urinaria
humana. Ademas, se observo que el tratamiento con gartanin en lineas celulares de
cancer de vejiga resulté en la supresion de la expresion de proteinas como p70S6 y
4E-BP1, lo que indicaria la inhibicidn de la via mTOR. Los resultados sugieren que el
gartanin tiene un potencial prometedor como agente con multiples objetivos en la
guimioprevencion del cancer de vejiga urinaria humana, ya que afecta a multiples vias

involucradas en el crecimiento y la supervivencia de las células cancerosas [53].
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1.5 Dianas terapéuticas

El proceso de crecimiento y division celular se lleva a cabo mediante un conjunto
altamente regulado de eventos conocido como ciclo celular [54]. En las dltimas
décadas, se han identificado los componentes fundamentales de esta maquinaria, en
su mayoria a través de investigaciones genéticas y estudios bioquimicos en levaduras
[55].

El ciclo celular consta de cuatro etapas claramente definidas: La fase de crecimiento
1 (G1), la fase de replicacion o sintesis de ADN (S), la fase de crecimiento 2 (G2) y la
fase mit6tica (M). La progresion a través de estas fases se encuentra bajo el control
de las cinasass dependientes de ciclinas (CDK), cuyas actividades se regulan
positivamente gracias a las ciclinas asociadas y se regulan negativamente mediante
inhibidores de cinasass dependientes de ciclinas (CKI). Ademas, la division celular
esta supervisada por puntos de control en el ciclo celular que vigilan el orden, la

integridad y la precision de los eventos clave en el ciclo celular (Figura 7) [56].

(CDK4/6) .
( CiclinaD '
Fase Gy

quiescencia - @
3 -

M/G; puntos de verificacion
e Union de los
cromosomas al huso “**
en la metafase

G,/S puntos de verificacion:
e Tamano de la célula
e nutrientes
« factores de crecimiento
.

dafios en el ADN
-~ &
&
" .CDKZ
G,/M punto de verificacion ~ _____. a Ciclina A —
¢ ADN no replicado o dafiado

(cok1) (CDK1)
— ( CiclinaA Y CiclinaB )

Figura 7. Fases del ciclo celular en las que se muestran las enzimas CDK implicadas.

Imagen recreada Bury et al. (2021)
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El ciclo celular representa un proceso irreversible que sigue una secuencia precisa de
eventos regulados por tres puntos de control cruciales. La regulacién de estos
complejos mecanismos del ciclo celular se ha investigado en levadura y mamiferos,
identificando més de 20 cinasas dependientes de ciclinas (CDK). De estas, las CDK1,
2, 4y 6 desempefian un papel esencial en la progresion del ciclo celular, un proceso
gue sufre alteraciones significativas en células cancerosas. Imagen recreada por el

autor [4].

La activacion de las CDK esta condicionada por la sintesis y degradacion de las
ciclinas que las regulan. La entrada en la fase G1 del ciclo celular se inicia mediante
factores de crecimiento que estimulan la activacion de las ciclinas D1, D2 y D3, las
cuales se asocian con CDK4 o CDK6. El aumento de la actividad de la ciclina D-
CDKA4/6 resulta en la fosforilacion de la proteina del retinoblastoma (pRB) y la
inactivacion de p53, lo que a su vez libera E2F del complejo pRB-E2F. Esta liberacion
desactiva el punto de control de restriccion G1, que detiene el ciclo celular cuando se
detecta una escasa disponibilidad de nutrientes. La activacion de la ciclina E-CDK2
permite la transcripcion de genes necesarios para ingresar a la fase S. Durante esta
fase, la ciclina A-CDK2 impulsa la progresion, mientras que la ciclina A-CDK1 lo hace
en la fase G2. Finalmente, la regulacion de la fase de salida de la mitosis se lleva a
cabo mediante la ciclina B-CDK1. Ademas de las CDK, otras cinasas como las
cinasas tipo Polo 1 (PLK1) y las cinasas Aurora A/B, desempefian un papel esencial
en la progresion a través de la mitosis, la segregacion cromosomica y la citocinesis
(Figura 7) [4], [22].

La causa del cancer suele ser el resultado de una combinacion de factores genéticos
y epigenéticos que causan una alteracion en las redes moleculares, proteinas, ARN
y ADN, favoreciendo el crecimiento y la multiplicacion de las células [57]. La
supervivencia, el crecimiento y la propagacion de las células cancerosas dependen
de procesos como la diferenciacion celular, la proliferacion y mecanismos
angiogénicos y apoptéticos, que son regulados por diversas proteinas cinasas y vias
de sefializacién [58] Entre las proteinas CDK identificadas hasta el momento, cuatro
(CDK1, CDK2, CDK4 y CDK®6) desempeiian roles importantes en la regulacion del
ciclo celular. La interaccién peridédica de una ciclina con su subunidad catalitica

conduce a la activacion de la CDK y a la fosforilacion de varias proteinas objetivo que
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son necesarias para la progresion del ciclo celular. Las CDK regulan las transiciones
en el ciclo celular mediante la fosforilacion y la posterior desactivacion de la proteina
retinoblastoma (pRb), que actia como un supresor de tumores evitando la progresion
del ciclo celular. Por lo tanto, la desactivacion de la proteina pRb permite que las
células avancen libremente en el ciclo celular dando lugar a ciclos de multiplicacién

celular y, eventualmente, al desarrollo de células cancerosas [22], [59].

Ciclina Dependiente de Cinasas 2 (CDK2)

Las cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) son miembros de la familia de cinasass
de proteinas serina/treonina, cuya actividad cinasa depende de la unién con una
ciclina. Juegan un papel importante en diversos procesos de la biologia celular,
incluyendo la regulacién del ciclo celular (CDKs 1, 2, 3, 4 y 6), asi como en la
regulacion de la transcripcion (CDKs 7, 8, 9, 12 y 13) mediante la fosforilacion de la
cola C terminal de la ARN polimerasa Il [60]. Estas enzimas catalizan la fosforilacion
de residuos de serina o treonina cerca de un residuo de prolina. CDK2, poseen una
estructura primaria que se divide en varios dominios, estos dominios incluyen un bucle
rico en glicina, un segmento clave para la unién inicial de ATP/ADP, y regiones
conservadas que participan en la activacion de la cinasa y en la especificidad del
sustrato [61]. Esta especificidad varia entre CDKs, ya que algunas tienen una gama
mas amplia de sustratos que otras. La estructura de las CDKs permite la interaccion
con ciclinas activadoras y la fosforilacion de una variedad de sustratos que son

fundamentales para diferentes fases del ciclo celular [62].

1.6 Métodos computacionales en el disefio de farmacos

El descubrimiento y desarrollo de farmacos es un proceso costoso y complejo, lo cual
lo convierte en una tarea desafiante que requiere la participacion de enfoques
multidisciplinarios [63]. El disefio de farmacos asistido por computadora tiene gran
importancia en la investigacion y desarrollo de medicamentos. Este enfoque abarca
diversas disciplinas cientificas como el modelado molecular, la quimioinformatica y la
guimica teorica [64]. Sin embargo, la aplicacion efectiva de estas técnicas no es trivial
y no se debe asumir que los medicamentos se pueden disefiar simplemente utilizando
herramientas computacionales, estos métodos pueden acelerar el procesamiento de

datos, la eleccibn de métodos, el andlisis y la interpretacion de los resultados
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requieren un esfuerzo laborioso y deben validarse con pruebas experimentales
(Figura 8) [64], [65].

Acoplamiento _— - :
molecular Quimiogendémica computacional
(docking) Reposicionamiento de farmacos

Cribado virtual

(virtual screening)

Modelado del .
farmacoforo \ / Similutud molecular
. , Metoc!os Relaciones estructura-actividad
Identificacién de compuestos computacionales QSAR
con actividad biologica en el disefio de Panorama de actividad
farmacos
Analisis de nucleos Espacio quimico
base

(scaffold analysis)
Analisis quimionformatico de
bibliotecas moleculares Mineria de

datos
(data mining)

Figura 8. Diagrama de los métodos computacionales comunmente utilizados en el disefio de

farmacos. Imagen de elaboracién propia.

El acoplamiento molecular (molecular docking) es una técnica computacional que
ayuda a entender como interactian dos moléculas (proteina-ligante) creando un
modelo de unién. Esta técnica es muy Util en la investigacion de nuevos farmacos,
especialmente para ver como una molécula pequefia se une a una macromolécula
[66]. En la mayoria de los programas de acoplamiento molecular, la mecanica
molecular es fundamental. Este enfoque utiliza principios de la fisica clasica para
describir sistemas con multiples d&tomos. Para hacer que las predicciones de la
mecdanica molecular coincidan mas estrechamente con los datos experimentales, se
emplean parametros como cargas, angulos geométricos y de torsion obtenidos de

experimentos [67].
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Estas simulaciones se basan en la analogia de una “llave y cerradura” (Figura 9). El
objetivo principal es ajustar la posicion de la “llave” (el ligante) en la “cerradura” (el
bolsillo de unién del ligante en la proteina). Desde una perspectiva computacional, se
considera el acoplamiento proteina-ligante como un problema de optimizacion, donde
se pretende buscar la ubicacion mas adecuada para el ligante entre diversas opciones

posibles.

Complejos ]

et e { Complejo favorable

Ligando Q

Sitio
acti\to ﬁ @ ﬁ ®

Receptor Acoplamiento Funcién de
(Enzima) (docking) puntuacién
(scoring)

Figura 9. Analogia esquematica del complejo ligante-proteina en el acoplamiento molecular.
Imagen de elaboracién propia.
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Capitulo 2. Planteamiento del problemay justificacion, hipotesis y objetivos.

2.1 Planteamiento del problema y Justificacion

El cancer de mama es la principal causa de muerte en mujeres a nivel mundial. La
alteracion del ciclo celular, a través de la via de la ciclina D/CDK/pRDb, es un fenémeno
comun en el cancer de mama. Esto respalda la busqueda de medicamentos dirigidos
a la maquinaria que controla el ciclo celular, como los inhibidores de las cinasas
dependientes de ciclina (CDK) 4 y 6. Hasta ahora, la FDA ha aprobado tres inhibidores
(palbociclib, ribociclib, abemaciclib) para tratar el cAncer de mama metastasico con
receptores hormonales positivos (HR+) y HER2 negativo [20]. Estos farmacos han
demostrado ser efectivos en la mejora de los resultados clinicos, pero la resistencia
al tratamiento ya sea innata o adquirida, puede reducir su eficacia. La investigacion
clinica y traslacional se enfoca ahora en comprender los mecanismos de sensibilidad
y resistencia a los inhibidores de CDK4/6 y en desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas para mejorar los resultados en pacientes [19], [22].

Experimentalmente se han demostrado las propiedades inhibitorias de las xantonas
en proteinas cinasas dependientes de ciclinas (CDK2/4/6) vy, si bien es conocida su
actividad anticancerigena en diferentes lineas celulares (MDA-MB231, MCF-7,
22Rv1) aun se desconoce el mecanismo por el cual actuan estas moléculas [48], [50],
[51], [52].

2.2 Hipotesis

Las xantonas extraidas de Garcinia mangostana poseen una afinidad de unidn
significativa hacia las cinasass dependientes de ciclinas (CDKs) particularmente
CDK2, sugiriendo que su actividad anticancerigena la obtienen inhibiendo el ciclo
celular. Esto sera comprobado mediante el uso de diversos programas de
acoplamiento molecular, al obtener valores de las energias libres de unién para
identificar a la xantona mas prometedora para el disefio de nuevos inhibidores de

CDK en la lucha contra el cancer de mama resistente a terapia hormonal.
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2.3 Objetivos

Objetivo general

Analizar el acoplamiento molecular de las seis xantonas propuestas con la
proteina CDK2 para evaluar su potencial como agente terapéutico en el

tratamiento de cancer de mama resistente a la terapia hormonal.

Objetivos especificos

e Analizar el tipo de interacciones relevantes para la formacion del complejo
xantona-CDK2.

e Determinar, analizar y discutir los mejores sitios de union entre las diferentes
moléculas de xantonas con la proteina CDK2, asi como los valores de energia
libre al obtener los complejos formados ligante-receptor.

e Comparar los resultados obtenidos con los diferentes programas de
acoplamiento molecular mediante el analisis de los algoritmos y sus funciones

de puntuacion.
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Capitulo 3. Marco teérico

3.1 Fundamentos de la teoria cuéntica y molecular

La forma en la que actian las moléculas estd determinada por particulas mas
pequefas que los &tomos. Para entender cémo trabajan estas particulas se hace uso

de la mecéanica cuantica.

Los métodos de la mecéanica cuantica utilizan la solucion de la ecuacion de
Schrddinger para entender el comportamiento de los &tomos y moléculas. Esto nos
permite calcular las estructuras tridimensionales, la energia y la funcion de onda de
las moléculas basandonos en sus componentes basicos, como los electrones y los
nucleos [68]. Gracias al creciente desarrollo en los programas computacionales y en
el hardware, ahora es posible hacer calculos en sistemas como las biomoléculas,

aunque con algunas simplificaciones.

3.2 Ecuacion de Schradinger

La solucion de la ecuacion de Schrédinger es la forma de describir como se comportan

los electrones y nucleos dentro de una molécula. En esta ecuacion, el operador
Hamiltoniano (H) estéa representado por la suma dos operadores: el operador de la

energia cinética ('T’) y el operador de la energia potencial (17) del sistema molecular

(Ecuacion 1), y que en unidades atémicas tiene la siguiente representacion:

elec nucl

92 92 92 92 92 92
1S (e ) 13 (e
ax?  ay? 09z =] Oxﬂ oy,* 0z,
nucl nucl nucl elec elec elec
Z”Zv
+2, Z NN Y
u=1 v>u |R —R | = |1' - ”l i=1 j>i |1', -

y donde py v representan a los nacleos, mientras que iy j a los electrones, siendo el

primer término correspondiente a la energia cinética de los electrones, el segundo es
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la energia cinética de los nucleos, el tercero corresponde a las repulsiones entre los
nacleos, el cuarto término corresponde a la energia potencial de las atracciones entre
los electrones y el nucleo y el Gltimo término corresponde a las repulsiones entre los

electrones, por lo tanto la ecuacion de Schrddinger adquiere la siguiente forma:

HY(T'R) = EY(7.R) )

donde ¥ es la funcién de onda que depende de un conjunto de componentes de

vectores que describen la posicién de cada particula, 7 la de los electrones y R lade
los nudcleos (Ecuacion 2). Por lo tanto, el objetivo de resolver la ecuacion de
Schrédinger es con la finalidad de obtener los niveles de energia y las funciones de

onda de un sistema molecular estable [68].

3.3 Acoplamiento molecular

Esta técnica de modelado computacional nos permite predecir como una molécula
pequena (ligante) se unird de manera preferente a una macromolécula (receptor) para
formar un complejo estable [69]. Para predecir la estructura del complejo ligante-
receptor se requieren pasos interconectados: En primer lugar, el muestreo de
conformaciones del ligante en el sitio activo de la proteina; y en segundo la
clasificacion de las conformaciones resultantes mediante una funcion de puntuacion
[69]. Finalmente, segun el puntaje obtenido mediante esta funcion de puntuacion, se
seleccionara las conformaciones mas estables y se asume que es lo mas cercano a
lo que sucede de manera experimental. A partir de la orientacion preferida de unién
del ligante al receptor es posible estimar la energia libre de unién, asi como la fuerza

y la estabilidad del complejo [70].

Para lograr la mejor conformacion posible de union entre dos moléculas es necesario
minimizar la energia libre del sistema (AG.n4cc)- Para calcular la energia libre de
enlace, AG.n4ce, S€ CONsideran factores como las energias libres de dispersion y
repulsion (AG,q,), enlaces de hidrogeno (AGy enigce). desolvatacion (AGgesor)

electroestéticos (AG,...), energia de torsion libre, (AG,,,), energia total final (AG;ytqr)
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y energia no ligada al sistema (AG,n») (Ecuacion 3) [71]. Una representacion

esquematica del procedimiento para realizar un célculo de un Docking molecular.

(Figura 10)

AGenlace = AGvdw + AGH_enlace + AGdesolv + AGelec + AGl:or + AGtotal - AGumb (3)
Blanco bioldgico
| |
Multiples - -
CETRITRE Estructuras viables Estructurals inviables
--------- | |
: : Modelos Ab
Experimental MD comparativos intio
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: Validacion  e=e===nn==1 > |
; MD
; Ensamble £z Ensamble H
S L L L L——» Preparacion 4——— =====sssesasmiinnnnaanaas

Pequefia molécula o
biblioteca de ligandos
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Acoplamineto
(docking)

Evaluacién de poses/
agrupamiento

!

MD
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Mejoramiento del
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Figura 10. Diagrama general de la metodologia del acoplamiento molecular (Docking

molecular) Imagen de elaboracién propia.
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3.4 Algoritmos

Las simulaciones de acoplamiento molecular requieren velocidad y exactitud para
lograr resultados exitosos [72]. Un algoritmo de acoplamiento molecular debe ser
capaz de identificar nuevos compuestos prometedores en el proceso de cribado
virtual o bien, replicar con alta precision las conformaciones observadas en
experimentos para la validacion de los resultados del acoplamiento con base a datos

obtenidos experimentalmente [73].

Coincidencia de formas “Shape Matching” (SM, por sus siglas en inglés).

SM analiza la superposicion de la forma del ligante con la forma del sitio activo del
receptor para predecir la conformacion de la union. Combinando aspectos como la
complementariedad de formas y parametros electrostaticos, ha demostrado alta
precision en simulaciones [74]. Este algoritmo es especialmente util cuando se
dispone de informacion limitada sobre la estructura del sitio activo del receptor, ya que
se basa principalmente en la forma de las moléculas en lugar de en sus interacciones
especificas. Ademas, este enfoque es computacionalmente eficiente y puede manejar
de manera efectiva ligantes flexibles y sitios activos con conformaciones multiples
[75].

Construccion incremental “iIncremental Construction” (IC, por sus siglas en inglés).

IC se basa en la construccion paso a paso de la conformacion del ligante dentro del
sitio activo del receptor. Tomando en cuenta la flexibilidad del ligante, los fragmentos
rigidos se acoplan primero, actuando como anclas, y posteriormente se conectan con
las partes mas flexibles del ligante que poseen enlaces giratorios [74]. Este algoritmo
es especialmente Util cuando se dispone de informacion detallada sobre la estructura
del sitio activo del receptor, ya que permite explorar una amplia variedad de
conformaciones del ligante dentro del sitio activo. Ademas, es capaz de manejar

ligantes flexibles y sitios activos con conformaciones multiples [76]
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El Recocido Simulado “Simulated annealing” (SA, por sus siglas en inglés).

El algoritmo de Recocido Simulado (Simulated Annealing) es una técnica de
optimizacion probabilistica utilizada en algunos programas de acoplamiento molecular
para explorar el espacio de busqueda de conformaciones ligante-receptor y encontrar
la conformacion mas estable desde el punto de vista conformacional. En SA, se simula
un sistema biomolecular reduciendo gradualmente la temperatura en intervalos
durante la simulacion de cada conformacion. Esto puede aumentar la precision al
considerar detalladamente los estados conformacionales y la flexibilidad en diferentes
condiciones termodinamicas. Sin embargo, el acoplamiento mediante SA puede ser
mas lento debido a la necesidad de repetir el ciclo de recocido para cada ligante. Para
reducir el costo computacional, se pueden aplicar filtros entre la colocacion del ligante
y los ciclos, descartando soluciones poco probables mediante célculos de energia
libre o verificaciones de choques estéricos y coincidencias de distancia [74].

Simulaciones Monte Carlo (MC)

Este tipo de simulaciones se originaron principalmente en el ambito de la dinamica
molecular y luego se expandieron a aplicaciones de acoplamiento flexible. Es eficiente
para determinar constantes de unidon en sistemas proteicos y Uutil para analizar
sistemas biomoleculares bajo diversas condiciones termodinamicas. Sin embargo, no
son adecuadas para procesos dependientes del tiempo. En acoplamiento flexible, el
algoritmo MC posiciona aleatoriamente el ligante en el sitio receptor, evitando
minimos locales [74]. Este proceso se repite un gran numero de veces, Yy la
probabilidad de aceptar conformaciones de alta energia disminuye con el tiempo, lo

gue permite al algoritmo converger hacia la conformacién de energia mas baja [77].
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Programacion evolutiva “Evolutionary Programming” (EP, por sus siglas en inglés).

El algoritmo EP emplea modelos computacionales basados en procesos evolutivos
naturales para solucionar problemas. Aunque existen diversos modelos, todos siguen
el principio de imitar la evolucion de las especies mediante seleccion, mutacion y
reproduccion, dependiendo del desempefio de los individuos en un entorno
especifico. Para simular la conservacion de las caracteristicas mas ventajosas, se
utilizan operadores genéticos que son métodos computacionales de procesos
naturales. En un contexto donde hay un problema con multiples soluciones posibles,
cada solucion se evalla y clasifica segun ciertos parametros. Solo las soluciones
mejor clasificadas se mantienen para el siguiente ciclo de célculo, repitiendo este
proceso hasta encontrar una solucion optima. EP es un tipo de algoritmo heuristico,
lo que significa que generalmente encuentra una de las mejores soluciones, pero
puede quedarse atascado en soluciones Optimas locales sin alcanzar la mejor
solucion global [74], [78].

Algoritmos Genéticos “Genetic Algorithm” (GA, por sus siglas en inglés).

El algoritmo GA es una técnica clave en la Programacion Evolutiva, utilizada para
hallar la conformacion mas precisa y cercana al minimo de energia global. GA se basa
en la primicia del cruce de cromosomas (padres) para producir un nuevo cromosoma
(descendiente) que puede heredar las mejores caracteristicas de ambos padres. Este
método se emplea en algoritmos de acoplamiento complejo, donde se consideran
factores como tasas de mutacién y cruce [74]. Una variante es el Algoritmo Genético
Lamarckiano (LGA), este algoritmo alterna entre espacios genotipicos y fenotipicos,
combinando la mutacion y el cruce con la optimizacion de la funcidn de energia. Este
proceso se repite durante un niumero determinado de generaciones, y la poblacion
evoluciona hacia conformaciones de ligante que tienen una energia de interaccion

ligante-receptor mas baja [72].

Tanto GA como LGA facilitan la identificacién de las conformaciones Optimas de

ligantes mediante la simulaciébn de procesos evolutivos y la optimizacién de
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parametros energéticos, mejorando asi la eficiencia y precision en la busqueda de

conformaciones ideales para el acoplamiento molecular.

3.5 Funcién de puntuacién

La efectividad de un acoplamiento radica en la precision de la funcién de puntuacion,
que es crucial para guiar y definir las posiciones del ligante entre miles de
configuraciones posibles [79]. Esta funcién ayuda a determinar el modo y sitio de
union del ligante, predecir la afinidad de union e identificar potenciales farmacos para
un objetivo proteico especifico. Se evallan tres aspectos principales: La geometria
de acoplamiento, que tan bien el sistema puede colocar, reconocer la posicion nativa
y alineacion de un ligante unido a su proteina. La utilidad del cribado, que describe el
rendimiento de la clasificacion de ligantes nativos de una proteina por encima de
ligantes aleatorios. Y la precision de puntuacion, donde el sistema es capaz de

clasificar correctamente los ligantes verdaderos por encima de los que no lo son [73].

Estas funciones de puntuacion se pueden clasificar en cuatro categorias. Basada en
la fisica, empiricas, basada en conocimiento y basada en aprendizaje automatico. Las
tres primeras se distinguen por los tipos de elementos caracteristicos que emplean,
usando principalmente métodos de regresion lineal. El cuarto tipo incorpora métodos

de regresion no lineal a través del aprendizaje automatico [79].

En las funciones de puntuacién basadas en la fisica incluyen aquellas basadas en
campos de fuerza, modelos de solvatacién y métodos de mecéanica cuantica. Estas
funciones clasicamente calculan la energia de unidon sumando interacciones de van
der Waals y electrostaticas entre proteinas y ligantes, considerando principalmente la
entalpia, pero no la entropia ni el efecto del disolvente, por lo que vuelve su
rendimiento no lo suficientemente bueno [80]. Algunas de estas funciones basadas
en los campos de fuerza han incorporado la entropia de torsién de los ligantes y los
efectos de solvatacién/desolvatacion mediante modelos solventes explicitos e
implicitos, pero de igual manera su precision predicativa esta sujeta significativamente

a la funcion de la energia potencial [76]. De igual manera se han desarrollado
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funciones fisicas basadas en la mecanica cuantica para abordar retos como las
interacciones covalentes y la transferencia de carga, aunque con un mayor costo
computacional. Para equilibrar este costo y la precision, se ha desarrollado el enfoque

hibrido de mecéanica cuantica/mecanica molecular (QM/MM) [81], [82].

Las funciones de puntuacion empiricas estiman la afinidad de union en complejos
proteina-ligante sumando factores energéticos clave como enlaces de hidrégeno y
efectos hidrofébicos. Estas funciones se optimizan usando conjuntos de datos con
afinidades de unién conocidas y andlisis de regresion lineal. Son comunmente usados
en programas de "Docking" de proteinas y ligantes [83], [84]. A diferencia de las
funciones de puntuacion basados en la fisica, las empiricas tienden a ser mas
eficientes en predecir la afinidad de union y la postura del ligante con un costo
computacional bajo. Sin embargo, no son tan adecuados para describir la relacion
entre la afinidad de unidn y las estructuras cristalinas, y pueden presentar problemas
de doble conteo [79].

Por otra parte, las funciones basadas en conocimiento estan formuladas con el
principio estadistico de Boltzmann. La mayor ventaja de esta funcion es el costo
informatico y la precision predictiva en comparacion con los métodos anteriores. En
cuanto a las funciones basadas en aprendizaje automatico, estas emplean una
variedad de algoritmos de aprendizaje automatico (maquina de vectores, una red
neuronal o aprendizaje profundo), que por lo regular no son incorporados
directamente al software ya que este tipo de funcion se basa en los datos de
entrenamiento, por lo tanto, se recomienda un acoplamiento clasico para después

utilizar una funcion de aprendizaje automatico y mejorar la precision [79].
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3.6 Programas computacionales de Docking Molecular

ArgusLab

ArgusLab 4.0.1 [85] es un software de modelado molecular ideal para modelado
basico, con el que se pueden realizar acoplamientos flexibles de ligantes. Esto se
logra describiendo el ligante como un arbol de torsion y delimitando al sitio activo con
una rejilla o cuadricula. El ligante se coloca dentro de esta rejilla y se crean diferentes
conformaciones  energéticamente  favorables mediante  rotacion.  Estas
conformaciones o posiciones son evaluadas con funciones de puntuacion especificas.
Las poses con menor energia se conservan para una minimizacion, reagrupacion y

clasificacion [86].

Originalmente ArgusLab se disefi6 como un programa de modelado molecular
ofreciendo varias funciones incluyendo el acoplamiento molecular, utiliza el campo de
fuerza UFF8 para sus calculos moleculares y sus motores de acoplamiento son
ArgusDock (algoritmo de busqueda basado en la forma) y GA Dock (Algoritmo
Genético), empleando AS score como funcidon de puntuacion para evaluar sus
resultados. ArgusLab posee una interfaz grafica de usuario GUI y es compatible con
el sistema operativo Windows lo que lo convierte en un software de acoplamiento

accesible especialmente para investigadores sin experiencia en UNIX [87], [88].

Glide

Glide de Schrédinger [89] es una herramienta para realizar acoplamientos de ligantes
flexibles en una estructura de receptor rigido mediante una exploracion rapida de los
multiples grados de libertad conformacional de los ligantes, asi como sus
orientaciones y posiciones.

Existen tres maneras en Glide para realizar acoplamiento, cada una con una manera
distinta de analizar los grados de libertad y diferentes funciones de puntuacion [90].
Cada uno de los modos de Glide crea una serie completa de posibles conformaciones
para el ligante y utiliza varios filtros para evaluar rapidamente sus posibles

orientaciones y posiciones [90], [91].
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Emplea la funcién de puntuacion “Emodel” para elegir entre diferentes complejos
proteina-ligante de un mismo ligante y usa un “GlideScore” para clasificar
compuestos, diferenciando los que se unen fuertemente (activos) de los que no
(inactivos). Emodel se basa principalmente en la energia coulomb-vdW entre la
proteina y el ligante. GlideScore es una funcion de puntuacién empirica que se ha
diseflado para separar eficazmente los compuestos con alta afinidad de unién de
aquellos con poca o ninguna. Esta funcién incluye términos que representan aspectos
fisicos del proceso de unién, como interacciones lipofilicas, enlaces de hidrégeno,
penalizaciones por enlaces rotativos, y la energia coulomb-vdW entre la proteina y el
ligante. Adicionalmente, GlideScore cuenta con términos para los sitios hidrofébicos,
gue implica la expulsion de moléculas de agua por el ligante en areas donde abundan
atomos lipofilicos de la proteina. La formacion de enlaces de hidrogeno entre la
proteina y el ligante en estas regiones hidrofobicas es especialmente favorable para
la union [91]. Esta funcion de puntuacion tiene dos modalidades, Standard Precision
(SP) y Xtra Precision (XP). Se puede decir de una manera mas resumida que la
funcién SP GlideScore se aplica para ordenar los compuestos que han sido acoplados
mediante los modos SP o HTVS de Glide y, por otra parte, XP Glide inicia con un
proceso de acoplamiento similar al SP Glide, pero aparte hace un analisis mas
detallado de las posibles formas de union del ligante, empleando un algoritmo de
anclaje y crecimiento que explora mas extensamente sus grados de libertad. La
funcidn de puntuacion XP GlideScore se distingue por incluir elementos especificos
gue ayudan a identificar y valorar patrones estructurales claves en el proceso de unién
[91].

Induced Fit Docking (IFD)

El "Induced Fit Docking" (Acoplamiento con Ajuste Inducido) de Schrodinger [92] tiene
en cuenta los cambios conformacionales tanto en el ligante como en el receptor
durante la formacion de la unién. A diferencia de otros métodos de acoplamiento que
asumen que tanto el ligante como el receptor son rigidos, el Induced Fit Docking
permite que tanto el ligante como el receptor se ajusten para optimizar la interaccion
[93].
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La modelizacion del acoplamiento mediante el ajuste inducido se destaca

principalmente porque:

e Permite la creacién de una estructura compleja y precisa para un ligante activo,
especialmente en casos donde éste no se adapta adecuadamente a una

estructura receptora preexistente y rigida.

e Facilita la identificacién y recuperacion de falsos negativos en procesos de
cribado virtual. En estos casos, en lugar de utilizar una tnica conformacion del
receptor, se aplican mdultiples conformaciones generadas a través de IFD,
mejorando asi la precision del cribado.

El protocolo IFD es utilizado en los programas Glide y Prime para examinar
minuciosamente los posibles modos de union y los cambios conformacionales en los

sitios activos del receptor.

Prime es un programa desarrollado por Schrédinger el cual produce modelos
detallados de todas las partes de la molécula que se ajustan a los datos de difraccion
de rayos X, incluyendo minimizacion del espacio reciproco, construccion de bucles y
colocacion de cadenas laterales [94]. Esto permite predecir las geometrias con mayor

exactitud de los sitios activos.

El procedimiento de Ajuste Inducido inicia con el acoplamiento del ligante activo
mediante Glide. Para obtener una amplia variedad de posiciones del ligante, se
utilizan radios de van der Waals reducidos y un limite de Coulomb-vdW aumentado.
Durante el acoplamiento, se pueden eliminar temporalmente las cadenas laterales
altamente flexibles. Posteriormente se emplea Prime para adaptar la estructura,
reorientando las cadenas laterales cercanas al ligante. Se minimizan tanto estos
residuos como el ligante y finalmente, cada ligante se reacopla a las estructuras
proteicas de baja energia correspondientes, clasificando los complejos resultantes

mediante una funcion de puntuacién que integra las energias GlideScore y Prime [91].
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Método MM/GBSA

Mecéanica molecular/ area de superficie de Born generalizada (MM/GBSA por sus
siglas en inglés) es considerado un método de puntuacion de alto nivel. Utiliza
modelos fisicos mas realistas considerando la solvatacion, la electrostatica y la
entropia en la evaluacion. Una ventaja es que permiten la flexibilidad tanto en el
ligante como en la proteina, permitiendo los ajustes estructurales necesarios. Sin
embargo, debido a su alta complejidad tedrica, suelen ser mas lentos que los métodos
de acoplamiento tradicionales [95]. Considerando esto, se utilizan después del

acoplamiento para evaluar nuevamente las interacciones de menor energia.

Se ha demostrado que el uso de una combinacién de acoplamiento y re-puntuacién
posterior con métodos MM-PB/GBSA, se reducen las tasas de falsos positivos y se

pueden identificar nuevos inhibidores [96].

La energia libre de union se puede dividir en términos entropicos y entalpicos,
considerando una suma de la energia de interaccion de la mecanica molecular en
fase gaseosa entre el ligante y la proteina ( 4Eyy ), €l efecto de la solvatacion (4G,,,)

y el cambio de la entropia conformacional a la union del ligante ( —T4S) (Ecuacion 4).

AEyy = AEijq: + AEq, — AE,qy (4)

El término 4E,;, (Ecuacion 5) de la interaccion de la mecanica molecular en fase
gaseosa considera los cambios de las energias internas (4E;,; ) que se refiere a las
energias de enlace, angulos y diédricas ademas considerando el cambio de la energia

electrostatica (4E,;.) Y las interacciones de van der Waals (4E,41/)

AGgo; = AGgg + AGgy (5)
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El término del efecto de solvatacién (Ecuacion 6) corresponde a la suma de las
contribuciones polares (electrostaticas, solvatacion y AGgg) y las contribuciones no
polares (4Gs, usualmente estimadas a través de la superficie donde puede acceder

el solvente) entre el soluto y el disolvente continuo.

AGenigce = AGyy + AGgop, — TAS (6)
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Capitulo 4: Metodologia

4.1 Seleccién de xantonas.

Se realiz6 una busqueda en la literatura cientifica de xantonas extraidas de Garcinia
mangostana que hayan demostrado propiedades anticancerigenas, las cuales en
todos los casos se comprobaron mediante ensayos enziméaticos y celulares in vivo e
in vitro demostrando eficiencia en la detencion de la proliferacién del ciclo celular de

multiples lineas celulares.

Se seleccion6 un total de seis xantonas: -mangostin (X1), 7-mangostin (X2),
mangostenol (X3), garcinon D (X4), tovophyllin A (X5), gartanin (X6), las cuales se
emplearon como ligantes en los acoplamientos, ver Tabla 2. El receptor para las
xantonas fue la enzima CDK2, que como se menciond anteriormente, esta
relacionada con la progresion del ciclo celular y cuya desregularizacion esta asociada
a diversos canceres incluyendo el cancer de mama [22], [56] por lo cual es un

potencial blanco terapéutico.

Tabla 2. Xantonas seleccionadas con la abreviatura asignada en este estudio para

cada una de ellas y los codigos CID de la base de datos PubChem.

Xantona Abreviatura | Cddigo CID

Q¢ -mangostin X1 5281650
7 -mangostin X2 5464078
Mangostenol X3 5495927
Garcinon D X4 5495926
Tovophyllin A X5 42645954

Gartanin X6 5281633
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4.2 Obtencion de las estructuras moleculares.

Xantonas

Las estructuras tridimensionales de cada xantona fueron recuperadas y descargadas
en formato .sdf (Structure Data Format) de la base de datos PubChem del Centro
Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés,
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) como se muestra en la Tabla 2. Se compararon

las estructuras encontradas en PubChem con las reportadas en diferentes articulos
(Tabla 1), y se consideré la calidad de la estructura tomando en cuenta la resolucion
(resolucién menor a 2.5 A), la representacion de la molécula y referencias cruzadas
[97], [98].

Estructura proteica
La estructura de la enzima CDK2 (Figura 11) reportada en el articulo “Discovery of a

potential allosteric ligand binding site in CDK2” por los autores Betzi et al. 2013 [99].

Fue descargada de la base de datos “Protein Data Bank” (PDB https://www.rcsb.org/)

con el cédigo ID 3PXQ para el acoplamiento. De igual manera se consideraron
aspectos como la resolucion (1.90 A), que no contara con mutaciones, y/o estructuras

ajenas a la proteina como ligantes o cofactores.

Esta enzima esta constituida por una sola cadena de 306 aminoacidos. Se encuentra
plegada en un I6bulo N-terminal (residuos 1-89) en el cual se encuentra una hoja
antiparalela a cinco hebras y una hélice C principal, junto con un l6bulo C-terminal de
mayor tamafio compuesto en su mayoria por hélices . Los dos dominios terminales
estan entrelazados por una cadena peptidica (residuos 85-87) que actia como
conector de los dos Iébulos para dar flexibilidad a la estructura sin alterar la forma
secundaria de la proteina [100]. Los residuos cataliticos como el segmento de
activacion engloban al motivo DFG (conformado por Acido asparticol45,
Fenilalaninal46, Glicinal47) y APE (conformado por Alaninal70, Prolinal71, Acido
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Glutamicol172), y al aminoacido Thr160 que funge como sitio de fosforilacion [101] y

se encuentran dentro del dominio C-terminal de mayor tamao.

Definicién del sitio de unién alostérico

Este sitio fue identificado por primera vez mediante la molécula del &cido 8-
anilinonaftaleno-1-sulfénico (ANS, por sus siglas en inglés) que se une a una region
situada aproximadamente a mitad de camino entre el sitio ATP y la hélice C. Los
residuos “guardianes” Phe80 y Lys33, junto con el motivo DFG protegen el bolsillo de
ATP para asegurar que el sitio que ocupa ANS se extienda sobre la hélice, apuntando
en direccion opuesta a la region DFG. ANS interrumpe la interaccion entre CDK2 y la
ciclina causando cambios conformacionales en la hélice C que son incompatibles con
la asociacion de ciclina A. Sin embargo, cuando compuestos pequefios se unen al
sitio ATP, el sitio alostérico se vuelve susceptible a una transicion conformacional
significativa en donde las moléculas que se unen al bolsillo de ANS disocian a la
ciclina A de CDK2, acompafiadas de cambios importantes en el bucle de activacion y
la regidon DFG. Esto también impide que la enzima interactie eficazmente con la
ciclina A, inhibiendo finalmente la actividad catalitica del complejo CDK2/ciclina A. En
este sitio los inhibidores se fijan a través de puentes salinos, ademas de enlaces de
hidrogeno e interacciones hidrofébicas [99], [102]. Investigaciones subsecuentes al
descubrimiento de este sitio, reportan a Leu55 como un residuo trascendente para la
unién e inhibicion de la enzima CDK2 (Figura 11) [103].
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Figura 11. A. (Imagen recuperada de PDB ID: 3PXQ) Representacion tridimensional de un
mondmero de la estructura de la enzima CDK2, B. Secuencia de aminoacidos de CDK2. En
ambas imagenes se resalta en azul la hélice C y en magenta el dominio DFG, fragmentos

gue son indispensables para la union del sitio alostérico. Imagen de elaboracion propia.

4.3 Optimizacion de la geometria molecular

Las geometrias iniciales se obtuvieron de la base de datos de PubChem.
Posteriormente, se realizo la optimizacion de la geometria que permite tener una
representacion mas precisa de las posiciones y orientaciones de los atomos de una
molécula (Figura 12). Se utilizo la teoria de funcionales de la densidad con APFD
como funcional y 6-31+g(d) como conjunto de funciones base para describir la
correlaciéon y la dispersion de cada una de las xantonas [104]. La mayoria de las
xantonas no cuentan con una estructura molecular cristalina resuelta por lo que, para
asegurar la obtencion de las estructuras tridimensionales que representen el punto de
energia mas bajo en la superficie de energia potencial de la molécula, se calcularon

las frecuencias vibracionales al mismo nivel de teoria (APFD/6-31+g(d)) utilizando el
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programa computacional Gaussian09 [105]. Una vez verificada la geometria
molecular mas estable, se guardaron los datos en archivo con formato .pdb y .sdf para
su posterior empleo en los calculos de Acoplamiento Molecular.

X4 X5 X6

Figura 12. Visualizacion 3D de la estructura molecular optimizada de las xantonas con
Gaussian09 elegidas [106] extraidas de la base de datos PubChem. Imagen de elaboracion

propia.
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4.4 Acoplamiento molecular

La simulacion del acoplamiento molecular entre las seis xantonas con la enzima
CDK2 se realizé de manera semiflexible (ligante flexible - receptor rigido) utilizando
tres programas computacionales ArgusLab, Glide e Induced Fit Docking. Se realizé
un proceso de validacion de la técnica utilizada en cada uno de los programas. Para
ello, se realiz6 un re-acoplamiento (re-docking) con el ligante de cristalizacion (ANS,
etiguetado como 301AN en la entrada del PDB: 3PXQ), que es una molécula
reportada en la literatura como un buen inhibidor de la actividad de la CDK2, por lo
gue sirvié como ligante de referencia. La metodologia en estos programas difiere un

poco, por lo que se describen por separado a continuacion.

ArgusLab

Se utilizé la version ArgusLab 4.0.1 la cual es de libre acceso y se encuentra

disponible en: http://www.arguslab.com/arguslab.com/ArgusLab.html. Este programa

requiere al receptor en formato .pdb y a los ligantes en formato .sdf.

El primer paso consiste en la preparacion de la enzima receptora, es decir, se eliminan
aquellas moléculas que puedan interferir en el acoplamiento. Esta limpieza se realiza
con la opcion “Molecule tree view” quitando todas las moléculas no proteicas, en este
caso agua, moléculas 300 2AN, 301 2AN, 302 AN y 299EDO, conservando la cadena
aminoacidica A. Se agregaron hidrogenos polares a todos los aminoacidos y
posteriormente se definieron a aquellos que participan en el sitio de union (Binding
site). Lista la enzima, se cargd el archivo con la informaciéon molecular de cada una

de las xantonas en “Molecule tree view” en donde cada una fue definida como ligante.

Con la opcion “Set up Docking calculation” se establecié la rejilla de acoplamiento
(Bounding box) para un docking ciego, es decir, se indico que el espacio de busqueda
considerara la estructura proteica completa. El programa calcula automéaticamente las
dimensiones de la caja englobando a la enzima. Los valores de la caja en cada uno
de los ejes cartesianos son X: 5108039, Y: 40.9779, Z: 60.0000. Posteriormente, en
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Docking Enginey se coloc6 en la opcion “Ligand” Flexible y para iniciar el
acoplamiento se dejaron los demas parametros por defecto.

El archivo resultante del proceso se guardé en formato .pdb y los resultados de los
calculos en un archivo con formato .txt. Para visualizar el complejo proteina-ligante y
analizar las interacciones formadas después del acoplamiento, se utilizé el programa
DiscoveryStudio en su version libre [106] con el que se generaron diagramas 2D y 3D
(Figura 15).

Glide

La suit de Schrédinger ofrece varias herramientas y protocolos para el acoplamiento
de ligantes, incluyendo Glide, XP Glide, y Prime. En este trabajo se utilizé Glide cuyo

protocolo consiste en 4 pasos principales:

1. Preparacion de la proteina (Protein Preparation Wizard)

Se ingreso la informacion de la cadena A de la enzima CDK2 en formato .pdb y se
realizo el protocolo de preparacion segun el asistente disponible para ello en la
interfaz maestro. Se agregaron atomos de hidrogeno y las cargas correspondientes a

la proteina.

Se analizo el espacio de trabajo y se eliminaron las moléculas de agua, asi como
aquellas moléculas que no son relevantes en el acoplamiento (300 2AN, 301 2AN,
302 AN y 299EDO). Teniendo limpia la estructura de moléculas no proteicas, la

cadena A de la enzima se optimizé con el campo de fuerza OPLS-2005.
2. Generacion de la rejilla de acoplamiento (Receptor Grid Generation)
Preparada la enzima, se genero la rejilla de acoplamiento con la opcién “receptor grid”

en la cavidad reportada como sitio alostérico por Betzi et. al 2011y Liu et al 2013 [99],

[103]. El centro de la rejilla fue colocado segun las coordenadas de la molécula 301AN
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(PDB: 3PXQ) X:113.80, Y: 100.13, Z: 25.59. Posteriormente, en “Receptor grid
generation” se definieron las coordenadas y se conservaron los demas parametros

por defecto.

3. Preparacion del ligante (LigPrep)

La informacién molecular del ligante se cargdé en un archivo con formato .sdf y se
utilizé el protocolo “LigPrep” para finalmente llevar a cabo el acoplamiento con la

opcién de “Ligand Docking”.

4. Analisis de las interacciones del acoplamiento (Ligand Interaction)

Ligand Interaction permite visualizar graficamente las interacciones individuales entre
el ligante y la proteina, como puentes de hidrogeno, interacciones electrostaticas,

interacciones de van der Waals, e interacciones n-n (Figura 17).

Induced Fit Docking (Schrodinger)

Para realizar el acoplamiento se cargo la informacion molecular de la enzima CDK2
en un archivo .pdb y utilizando el asistente “Protein Preparation Wizard” se le
colocaron atomos de hidrogeno y se les asignaron cargas. Se analizo el espacio
eliminando las moléculas que no fueran parte de la cadena A de la enzima
conservando Unicamente la molécula 301AN, molécula de referencia para realizar el
acoplamiento (centroide). Por ultimo, se optimizo la estructura utilizando el campo de
fuerza OPLS-2005. Se usaron los valores predeterminados de Prime Induced Fit,
cambiando Unicamente el protocolo de “estandar” (SP) a “X Precisionion” (XP). Los
resultados fueron analizados con la opcién “Ligand Interaction” usando la misma

metodologia que se describié en Glide (Figura 19).
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Método MM/GBSA

Otra metodologia disponible en la suite de Schrodinger es “Prime MM/GBSA” que
ayuda a corroborar los resultados de los acoplamientos realizados en Glide. Utilizando
el archivo de salida del acoplamiento de Glide con el modelo de solvatacion VSGB
(Variable Solvent Generalized Born) conservando los demas parametros por defecto.
Después de ejecutarse el calculo, los resultados se exportaron en formato .tvs y se

analizaron en Microsoft Excel.

Capitulo 5: Discusién de resultados.

5.1 Optimizacion de la geometria molecular

Los resultados de los calculos de las frecuencias vibracionales de las xantonas
resultaron ser todas positivas con lo que se asegura que las estructuras finales
corresponden a una molécula estable y que se encuentra en su conformacion de
minima energia. Se realiz6 un calculo de la Desviacion Cuadratica Media (RMSD)
para cuantificar la diferencia de posicion entre los atomos de las moléculas iniciales y

los atomos de las moléculas optimizadas (Figura 13) [107].

X3

0.3579 A 0.1747 A 0.2133 A
X4 X5 X6
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0.9465 A 1.2911 4 1.1270 A

Figura 13. Imagenes superpuestas de las estructuras 3D obtenidas de PubChem (verde) y
optimizadas (magenta) con sus respectivos valores de RMSD en A. Imagen de elaboracion
propia.

Los valores de RMSD resultaron ser menores a 2.0 A en todos los casos (Figura 13)
observando un mayor cambio en la cadena alquilica sustituida, ya que la estructura
primaria de las xantonas consiste en dos anillos bencénicos fusionados a un anillo de
pirano (un anillo de seis miembros que contiene un atomo de oxigeno), con la posicion
gamma (7) del anillo de pirano unida a los dos anillos bencénicos dibenzo-7-pirona
que le confiere rigidez [108]. Por otra parte, la dibenzo-7-pirona es estable debido a
la conjugacion electronica proporcionada por los anillos bencénicos y el anillo de
pirano. Las moléculas con mayor valor de RMSD son X4, X5 y X6 por contener
carbonos con hibridacion sp® en los sustituyentes, proporcionando un libre giro en
cada uno. Resultados que eran de esperarse, pues las estructuras disponibles en esta
base de datos son determinadas mediante programas computacionales que buscan
similitud con estructuras resueltas experimentalmente, pero que no han sufrido un
analisis estructural a nivel mecano-cuantico como las presentadas en este trabajo.

Una vez obtenidas las estructuras de minima energia, se prosiguié a realizar los

acoplamientos.
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5.2 Acoplamiento Molecular

ArgusLab

La validacién de la metodologia con el ligante 301AN muestra un valor de energia de
afinidad de -12.79 kcal/mol, siendo este un valor muy alto negativo en comparacion
con los valores obtenidos para las moléculas de referencia en estudios similares de
acoplamiento molecular. Por otra parte, el valor de RMSD que es de 0.3962 A, muestra
gue el cambio estructural no fue significativo después del acoplamiento en la proteina
en comparacion a la conformacion que muestra en la estructura cristalina (PDB ID:
3PXQ). Con respecto alas interacciones formadas, la mayoria resultaron ser similares
a las reportadas en la bibliografia [99] con los amino&cidos Phe80, Val69-64, Leu55-
58-78, lle52, indicando un buen acoplamiento en el sitio de union y la reproductibilidad

de la técnica (Figura 14).
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Figura 14. Diagrama 2D del re-acoplamiento de 301AN-CDK2 mostrandose las principales

interacciones mediante las cuales alcanza su estabilidad.
Una vez validada la metodologia, se realizaron los acoplamientos de tipo semiflexible

con las seis estructuras optimizadas de las xantonas (ligantes) y, la cadena A de la

enzima CDK2 (receptor). La rejilla se calcul6 automéaticamente buscando el lugar de
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union mas afin para las xantonas dentro de la proteina. Los resultados de

acoplamientos se presentan en los diagramas 2D de la Figura 15.
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Figura 15. Diagramas 2D de la interaccién de cada xantona con los aminoacidos de la

cadena A de la enzima CDK2.

De manera general, la estabilizacion de todos los complejos formados se alcanza por
interacciones hidrofébicas, alquilo, n-alquilo, asi como algunos puentes de hidrégeno
(Tabla 3). Es importante mencionar que DiscoveryStudio, como cualquier otra
herramienta de visualizacion, puede influir en la interpretacion de los resultados
debido a como se presentan visualmente las interacciones. Sin embargo, los célculos
y los resultados numéricos no deberian estar sesgados por la representacion visual y
es necesario tener en consideracion esto al momento de elegir el complejo mas
estable. Un claro ejemplo es el complejo formado por X6-CDK2 en donde el
visualizador muestra varias interacciones no favorables, sin embargo, la energia de
afinidad calculada para dicho complejo es de —12.88 kcal/mol, la cual, junto con la
interaccion con los aminodcidos indispensables para la inhibicion, sitian a X6 como
uno de los ligantes con mayores probabilidades de ser un inhibidor de esta enzima
(Tabla 7).
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Tabla 3. Energia de afinidad en kcal/mol y las interacciones formadas entre la enzima

CDK2 y las xantonas.

Energia de afinidad

Xantona Interaccion de residuos
(kcal/mol)
Leu55, Leul48, lle52, lle49, Phel46, 1le35,
X1 -11.92
Phel52, Gly153
lle35, Phel52, Tyrl5, Lys56, Val69, Leu78,
X2 -13.32
Aspl145, Phel46, Leu55, Leu66
Pheld6, Phel52, Glyl53, Val44, lle49,
X3 -10.92 lle52, lle35, Leul48, Val69, Leu66, Leu78,
Lys56
Aspl4s, lle35, Leuld8, Phelb2, Ala48,
X4 -11.92 lle49, Val4d4, lle52, Lys56, Leu55, Leu66,
Phel46
Val64, Leu55, Leu66, Lys56, lle52, Lau78,
X5 -13.34 Val69, Tyrl5, lle35, Phel52, Leul48,
Phel46, Phe80, 1le63
Tyrl5, lle35, Phel52, Leu78, Leu76, lle52,
X6 -12.88 Leu66, Phe80, Leu55, Phel46, Aspl45,

Leul48

En verde se presentan los aa que forman uno o mas puentes de hidrégeno; en negro se agruparon los
aa que forman interacciones débiles (interacciones hidrofébicas y de van der Waals); en rojo los aa
con interacciones desfavorables; y los aa que juegan un papel importante para unién en el sitio
alostérico de la enzima, como menciona Betzi et. al 2011 y Liu et al 2013 se encuentran subrayados.

Como se aprecia en la Tabla 3, los valores de afinidad para el grupo de xantonas
resultaron ser muy cercanos al obtenido en el acoplamiento con la molécula de
referencia (301AN, -12.79 kcal/mol), siendo las dos xantonas mas afines a CDK2 la
X5y la X2, esta ultima utiliza dos de sus anillos para establecer interacciones de tipo
m-alquilo con el residuo Leu55 y posee un enlace por puente de hidrégeno con
Phel46, parte del dominio DFG. En X5 se logra apreciar un mayor nimero de

interacciones incluyendo Leu55 del mismo modo de X2 y afadiendo interacciones
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con residuos como Phe80 (residuo guardian) y amino&cidos que constituyen tanto la
hélice C como el dominio DFG (Figura 15).

Glide

Al igual que con el programa anterior, en Glide se valido la metodologia usando el
ligante 301AN. El valor de afinidad fue de -9.4 kcal/mol que es menor al obtenido con
el programa ArgusLab, pero se considera aun bueno en comparacion a lo reportado
para este tipo de estudios. El valor de RMSD de 0.087 A indica que, a pesar de
obtener una energia menor, la conformacion de la estructura de 301AN se ve mucho
menos afectada después de estos célculos infiriendo una mayor precision. Se
replicaron las interacciones hidrofébicas reportadas en la bibliografia [99] y se
establecieron 4 interacciones por puente de hidrégeno no reportados, pudiendo

afectar de manera positiva la afinidad de la molécula (Figura 16).
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Figura 16. Diagrama 2D del re-acoplamiento de la molécula 301AN y CDK2, en donde se

muestran las interacciones que mantienen estable al complejo.

Las representaciones gréficas de los acoplamientos de las xantonas con la CDK2 se
muestran en la Figura 17. Las seis xantonas muestran interacciones con residuos
alrededor del sitio alostérico, presentan fuerte actividad hidrofébica con los carbonos
de los ligantes, resaltando especialmente Lys56 y Phe80 (residuo guardian) que se
encuentra en un sitio estratégico dentro del bolsillo de union a ATP de la enzima
CDK2. Este residuo controla el acceso al bolsillo de uniéon y puede influir en la
especificidad de la union a ATP [103], [109]. Phe80 forma interacciones de tipo n-nt
con uno de los anillos principales de las xantonas en las estructuras de X1, X2, X3.
Los resultados muestran el mismo tipo de interaccion con el residuo de Leu55 en las
seis moléculas de manera hidrofobica, asi como Asp145 y Phel46, aminoacidos que
constituyen parte del dominio DFG de la enzima.
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Figura 17. Diagramas 2D de los acoplamientos en Glide entre CDK2-xantonas mostrando

las principales interacciones para la formacion de cada complejo.

Tabla 4. Energia de afinidad en kcal/mol y las interacciones establecidas entre la
enzima CDK2 y las xantonas.

Energia de afinidad XP - _
Xantona Interaccién de residuos
score (kcal/mol)

Ile63, Val64, Leu66, Val69, Phe80, Leu78,
Leu76, Lys56, Leu55, lle52, Leul43, Alal44,
Aspl45, Phel46, Leuld8, Thrl4, Tyrl5, Lys33,
1le35, Phelb2

X1 -90.94

Ile63, Val64, Leu66, Val69, Phe80, Leu78,
Leu76, Lys56, Leu55, lle52, 1le49, Leul43,
Alal44, Aspl45, Phel46, Leul48, Thrl4, Tyrlb,
Lys33, lle35, Phel52, Val44

X2 -10.68

Val69, Leu66, Lys65, Val64, 1le63, Asn59,

Leu58, Lys56, Leu55, lle52, Leu76, Leu78,

Phe80, Leul43, Alal44, Aspl145, Phel46,
Leul48, Tyrl5, Lys33, lle35, Phel52

X3 -11.08

Leu58, Lys56, Leu55, lle52, 11e63, Val64, Lys65,

Leu66, Val69, His71, Leul43, Alal44, Aspl45,

Phel46, Leul4d8, Lys33, lle35, Phel52, Phe80,
Leu78, Leu76

X4 -9.67

Phe80, Leu78, Leu76, Leu58, Lys56, Leu55,
lle52, lle63, Val64, Lys65, Leu66, Val69, His71,
Lys33, lle35, Gly13, Thri14, Tyrl5, Leul48,
Phel46 Aspl45

X5 -10.68

Leu66, Val69, His71, Lys56, Leu55, lle52, 1le49,
X6 -8.032 Phe80, Leu78, Leu76, Tyrl5, Leul48, Vall54,
Gly153, Phel52, lle35, Arg36, Thrl4

En verde se presentan los aa que forman uno o mas puentes de hidrégeno; en negro se agruparon los
aa que forman interacciones débiles (interacciones hidrofobicas y de van der Waals); en rojo los aa
con interacciones desfavorables; y los aa que juegan un papel importante para unién en el sitio
alostérico de la enzima, como menciona Betzi et. al 2011 y Liu et al 2013 se encuentran subrayados.
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Los valores de afinidad obtenidos para los acoplamientos de CDK2 con el grupo de
xantonas, tuvieron una mayor diferencia entre el valor mas bajo y el valor de referencia
(301AN, -9.4 kcal/mol), no asi con la diferencia entre el valor mas alto y el de
referencia, pues en ambos programas fueron alrededor de 1.8 kcal/mol. Los
resultados de afinidad posicionan ahora a X3 y nuevamente a X5 como las moléculas
més afines a CDK2. X3 presenta dos interacciones de tipo 11- entre dos de sus
anillos principales y el residuo Phe80 (ya se menciond anteriormente su importancia
en el anclaje de inhibidores) y una interaccion por puente de hidrégeno con Leu55, lo
gue sugiere un muy buen acoplamiento. Por otra parte, X5 presenta mayormente
interacciones hidrofébicas, una interaccion por puente de hidrégeno con Lys56 y un
enlace salino con Lys33, sin embargo, solo presenta una interaccion debil con Phe80,
lo cual pone en tela de juicio su actividad biologica a pesar de tener una energia de

afinidad alta dentro del grupo de ligantes.

5.4 Induced Fit Docking (Schrodinger)

Los resultados de la validacion de la metodologia con el ligante co-cristalizado 301AN
y la enzima CDK2 muestran un valor de la energia de afinidad de -9.9 kcal/mol, esto
es, muy cercana a la obtenida con Glide. El valor de 0.054 A en el calculo de RMSD,
resulté ser mejor (mas pequefio) que el determinado con los dos programas anteriores
siendo un indicativo del aumento en el grado de precision y reproductibilidad. La
estabilidad del complejo después del acoplamiento la alcanza formando interacciones
similares a las reportadas en la bibliografia [99] con dos nuevas interacciones por

puente de hidrégeno no reportadas. (Figura 18)
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Figura 18. Diagrama 2D del re-acoplamiento de 301AN-CDK2 mostrandose las principales

interacciones para alcanzar su estabilidad.

Los resultados obtenidos con IDF (Induced Fit Docking) de todos los acoplamientos
muestran interacciones altamente hidrofébicas de las seis xantonas con el sitio
alostérico (Figura 19). Se puede apreciar que en este tipo de acoplamiento existe una
mayor presencia de interacciones por puente de hidrégeno entre las xantonas y la
CDK2 que los mostrados en los programas anteriores, resaltando las interacciones
con los residuos Val64 y Leu55 que forman parte de la hélice C. El residuo Phel46,
gue forma parte del motivo DFG, establece una interaccion de tipo n-r con los anillos
principales de las xantonas en la mayoria de ellas. Por otra parte, Lys33 que es un
residuo que se encuentra entre la interfaz del sitio activo ATP y el bolsillo alostérico,
también juega un papel importante en el anclaje al establecer diversos tipos de
interacciones con los seis ligantes. En los acoplamientos con todos los fitoquimicos,

la Asp145 se encuentra muy cerca del &tomo de oxigeno del ligante traduciéndose en
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una desestabilizacién del complejo debido a una repulsion electrostética por la carga

negativa que posee el residuo.
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Figura 19. Diagramas 2D de los acoplamientos en IDF entre CDK2-xantonas mostrando las

principales interacciones para la formacion de cada complejo.

Tabla 5. Energia de afinidad en kcal/mol y las interacciones establecidas entre la
enzima CDK2 y las xantonas.
Energia de afinidad XP

Xantona Interaccion de residuos
score (kcal/mol)

Leu66, Lys65, Val64, lle63, Phell7, Hie60,
Asnb9, Leu58, Lys56, Leu55, lle52, Glu5s1,
X1 -16.44 lle49, Ala48, Phe80, Leu78, Leu76, Phel52,
Thri4, Tyrl5, Lys33, 1le35, Leul43, Alal44,
Aspl45, Pheld6, Leul4s,

lle63, Val64, Lys65, Leu66, Val69, Lys56,

X2 -14.26
Leub5, lle52, Lys33, 1le35, Phel52, Gly153,
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Vall54, Thrl4, Tyrl5, Leuld3, Alal44, Aspl45,
Phel46, Glyl47, Leul48, Leu78, Phe80

Asnb9, Leu58, Lys56, Leu5s, 1le52, 11e63,
Val64, Lys65, Leu66, Val69, Lys33, lle35
Phel52, Leul43, Alal44, Aspl45, Phel46,
Leul48, Phe80, Leu78, Leu76, Tyrl5, Thrl4

X3 -14.39

Phell7, Phe80, Leu78, Leu76, Val69, Leu66,
Lys65, Val64, 1le63, Hie60, Asn59, Leu58,
X4 -13.95 Lys56, Leu55, lle52, Leul43, Alal44, Aspl145,
Phel46, Glyl47, Leul48, Glyl53, Phel52,
Lys33, 1le35

Phe80, Leu78, 1le63, Val64, Lys65, Leu66,
Leu58, Lys56, Leu55, l1le52, Leul43, Alal44,
X5 -13.01 Asp145, Phel46, Leul48, Alal51, Phel52,
Gly153, Vall54, Ala31l, Lys33, lle35, Arg36,
Thrl4, Tyrl5, Vall8

Lys33, 1le35, Thrl4, Tyrl5, Phe80, Leu7s,
Leu76, Phel52, Leul43, Alal44, Asp145,
Phel46, Leul48, lle63, Val64, Ly65, Leu66,
Val69, Asnb9, Leu58, Lys56, Leu55, 1le52

X6 -13.07

En verde se presentan los aa que forman uno o mas puentes de hidrégeno; en negro se agruparon los
aa que forman interacciones débiles (interacciones hidrofébicas y de van der Waals); en rojo los aa
con interacciones desfavorables; y los aa que juegan un papel importante para unién en el sitio
alostérico de la enzima, como menciona Betzi et. al 2011 y Liu et al 2013 se encuentran subrayados.

Los valores de las energias de afinidad después de los acoplamientos fueron de 3.0
hasta 6.0 kcal/mol por arriba del valor de referencia (301AN, 9.99 kcal/mol)
posicionando a X1 y X3 como las moléculas mas afines a CDK2 (Tabla 5).

De manera especifica, X1 forma interacciones de tipo n-n con los anillos de Phe80 y
Phel46 y una interaccion por puente de hidrogeno con los residuos Val64, Thr54, y
con Leu55. La formacién de estos puentes de hidrogeno sugiere un acoplamiento
fuerte en el sitio alostérico en comparacion con las otras xantonas que presentan, en
su caso, interacciones hidrofébicas con este residuo. Por otra parte, X3 forma una
sola interaccion de tipo n-n con Phe80 y dos interacciones por puente de hidrégeno,
una con Val64 y otra con Phel46, residuos cuya importancia ya se mencioné en la

discusién de los programas anteriores.

58



Figura 20. Interacciones de X1 y X3, los compuestos mas afines segun IFD para la

formacion del complejo CDK2-xantonas

5.5 Método MM/GBSA (Schrédinger)

Prime MM/GBSA es un método empleado para calcular diversas propiedades
energéticas que incluyen energias asociadas al ligante, el receptor y las estructuras
complejas, asi como diferencias energéticas relacionadas con la tension y la union.
Estas propiedades se desglosan en contribuciones de varios términos en la expresion

de energia.

La energia libre de unién (4G,;,4) se estimé como la diferencia de la energia entre la
estructura del complejo generado por el acoplamiento en Glide y la suma de las
energias del ligante y la proteina no ligada, utilizando el campo de fuerza OPLS. La
energia libre de solvatacion (4G,,;,) fue tomada como la variacion en la energia de
solvatacion GBSA del complejo y la suma de las energias de solvatacién para el
ligante y la proteina no ligada, la energia libre del area de superficie (4G,,) es la

variacion de esta misma para el complejo y la suma de las energias del area
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superficial para el ligante y la proteina no complejada. Para esta estimacion no se
aplicaron correcciones para cambios entropicos (Ecuacion 7).

AGeniace = DEyym + AGsor, + AGsy (7)

La estimacion del término entropico suele realizarse mediante analisis modal normal,
este proceso es bastante tardado y, por lo tanto, a menudo no se incluye en la
evaluacioén de la energia libre de enlace total, lo que puede resultar en posibles errores

significativos [110].

De los calculos MM/GBSA se obtuvieron los valores que se encuentran en la Tabla 6
gue reafirman lo calculado con la metodologia de IF, ya que coloca a X3 y X2 como
las moléculas mejor acopladas a CDK2 con una minima diferencia de energia (0.23
kcal/mol), por lo que se consideran como igualmente afines. A partir de los valores de
Glide, MM/GBSA descarta a X5 como una de las mejores a pesar de tener un valor
de afinidad mas alto negativo que la molécula de referencia ademas de conservar a

X3 como el mejor ligante de la enzima.

Tabla 6. Resultados del analisis MM/GBSA a partir de los acoplamientos de Glide

CDK2-xantonas

Compuesto | Afinidad (kcal/mol)

X1 -93.98
X2 -94.83
X3 -95.06
X4 -91.35
X5 -89.52
X6 -73.48

En la metodologia MM/GBSA se contemplan diferentes factores que afectan a la
unién, como la reduccion de las interacciones entre el ligante y el solvente, el aumento

de las interacciones entre la proteina y el ligante, y la tension interna del ligante al
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unirse al receptor. Por lo tanto, MM/GBSA presenta una relacibn mas precisa entre
las afinidades de union calculadas y los datos experimentales [111].

Tabla 7. Valores de la energia de afinidad en kcal/mol de los acoplamientos de las
seis xantonas y el ligante de referencia (negritas) con la proteina CDK2 obtenidos con

los cuatro programas.

ArgusLab Afinidad Glide Afinidad [IFD  Afinidad MM/GBSA Afinidad

(kcal/mol) (XP) (kcal/mol) (XP) (kcal/mol) (kcal/mol)

X5 -13.34 X3 -11.08 X1 -16.44 X3 -95.06
X2 -13.32 X5 -10.69 X3 -14.39 X2 -94.83
X6 -12.88 X2 -10.57 X2 -14.26 X1 -93.98
301AN -12.79 X1 -9.94 X4 -13.95 X4 -91.35
X1 -11.92 X4 -9.67 X6 -13.07 X5 -89.52
X4 -11.92  301AN -9.40 X5 -13.01 X6 -73.48
X3 -10.92 X6 -8.03 301AN -9.99 301AN -66.35

Comparando los resultados de afinidad de los acoplamientos realizados en este
trabajo, es claro que hay diferencia en la tendencia de los valores con los tres
programas empleados (Tabla 7), sin embargo, en dos de esos tres sefialan a X3y X2
como los mejores ligantes. La diferencia en las aproximaciones tedricas en las que se
basan, asi como los algoritmos y funciones de puntuacidbn que emplean para
determinar la mejor pose son los responsables de esta desigualdad en estas

tendencias.

ArgusLab utiliza un algoritmo genético que muestra la formacion de los mejores
complejos mediante interacciones que no involucran a los grupos hidroxilo sustituidos
en los anillos Ay B de X5y X2, ademas de ser las Unicas dos moléculas que no
presentan interacciones desfavorables, lo que nos indica que se ha acoplado al
receptor, pero no de la mejor manera ni en el mejor sitio. Por otro lado, el programa
Glide muestra interacciones entre los grupos hidroxilo sustituidos de X3 y X5 y los
residuos de naturaleza hidrofobica, los cargados positivamente, o bien, con algunos

polares localizados en el bolsillo de unién [87], [88].
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Si analizamos las interacciones de X3 por ser la xantona que mejor se acoplo6 a la
proteina, se observa que la puntuacion final de la afinidad podria ser atribuida a la
combinacién de los cuatro grupos hidroxilo y el inico grupo metoxi, que se encuentran
sustituidos en los anillos A y B, ya que por medio de ellos se realiza el anclaje y
permanencia de X3 en el sitio alostérico. Por otra parte, en la estructura de X2, se
encuentra sustituido un grupo hidroxilo en la misma posicion que el grupo metoxi en
X3 y un grupo hidroxilo adicional se encuentra sustituido en la cadena alquilica del
anillo A (Tabla 7). Ademas, en ambas xantonas se detectaron un gran numero de
interacciones hidrofébicas en el sitio alostérico de CDK2, especificamente con los
residuos considerados importantes para la union en este sitio, sugiriendo su
potencialidad como inhibidores. Cabe mencionar que utilizar en Glide el XP
GlideScore, nos ofrece una evaluacion muy detallada de la interaccion y se destacan
interacciones hidrofébicas como fundamentales para la union e inhibicion de la

enzima, segun la informacion reportada en la bibliografia [99], [103].

La metodologia de IFD parte del resultado de un acoplamiento en Glide, agregando
algunos cambios conformacionales en la proteina para acomodar al ligante. En cada
pose se utiliza una prediccion de la estructura Prime para acomodar el ligante,
reorientando las cadenas laterales de los residuos cercanos. Esta flexibilidad afiadida
es la responsable de la diferencia de tendencia entre Glide e IFD, ya que las cadenas
laterales se mueven dependiendo del tamafio y naturaleza quimica del ligante,

teniendo ahora a X1 como la mejor [93].

Al realizar el refinamiento de los acoplamientos en MM/GBSA, X1 desciende dos
lugares con una diferencia de 1.08 kcal/mol entre ella y X3 que es el primer lugar en
la tabla, diferencia muy poco significativa debido los valores tan grandes que se
manejan en esta metodologia. X3 consigue una fuerte estabilidad en el complejo
gracias a las interacciones electrostaticas y de solvatacién que logra formar ya que
MMGBSA se aplica directamente en el acoplamiento realizado por Glide adicionando

términos entropicos y entalpicos, reduciendo las tasas de falsos positivos.
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Los resultados de los ensayos biolégicos de los compuestos X1, X2 y X3 han
demostrado que estas xantonas poseen propiedades anticancerigenas con diferentes
grados de efectividad en distintos tipos de células cancerosas.

X1 (a-mangostin), en las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231, ha demostrado ser
uno de los compuestos mas efectivos en la inhibicion de la proliferacion de las células
de cancer de mama [50]. Promueve la detencién en la fase G1 del ciclo celular al
inhibir la funcion de CDK2 mediante la inducciéon de p2lcipl, lo que impide la
transicion de G1 a S, informacién corroborada con los resultados del presente trabajo
[48], [112].

Experimentalmente se ha observado que la accion anticancerigena de y-mangostin
(X2) parece estar mas relacionada con la inhibicion de procesos inflamatorios que
facilitan el desarrollo tumoral que por la inhibicion directa de alguna enzima
involucrada en el ciclo celular, sin embargo, en este estudio se propone que pudiera

mostrar su actividad de manera sinérgica inhibiendo la actividad de CDK2 [112], [113].

Controversialmente, el mangostenol (X3), en comparacion con a-mangostin y y-
mangostin en el estudio presentado por See et al. [50] presenta una menor
citotoxicidad hacia las células de cancer de mama, por lo que se propone utilizar
Unicamente las estructuras quimicas de X1 y X2 como moldes para el disefio de

nuevas estructuras inhibidoras de CDK2.
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Capitulo 6: Conclusiones

Las xantonas estudiadas, especialmente mangostenol (X3), a-mangostin (X1) y y-
mangostin (X2), mostraron una notable afinidad por la enzima CDK2. El método
MM/GBSA destaco a estas moléculas, ya que sus grupos funcionales polares, como
los hidroxilos y metoxi, permiten formar puentes de hidrégeno mas fuertes y una mejor
estabilidad en el entorno solvente. Las diferencias en afinidad observadas entre los
distintos programas de acoplamiento se deben a cémo cada uno maneja las
interacciones moleculares y la flexibilidad de los sistemas. Programas como Induced
Fit Docking y MM/GBSA, que consideran la flexibilidad y la solvatacion, muestran
mejores afinidades para xantonas con mas grupos polares. En cambio, ArgusLab y
Glide, que se centran mas en interacciones electrostaticas y la complementariedad
de forma, presentan variaciones en los resultados. El uso combinado de diferentes
programas proporciona una vision mas completa de las interacciones ligante-receptor.
Con base en lo anterior, se sugiere que solo X1 realiza su actividad anticancerigena
mediante la inhibicion de CDK2, cuya estructura junto con la de X2 deben ser

utilizadas como moldes para el disefio de inhibidores especificos de esta enzima.

Perspectivas

Dado los resultados obtenidos de este estudio y con base a los resultados de estudios
experimentales, se sugiere el analisis de la interaccion entre X1 y CDK4, ademas del
disefio de nuevas estructuras basadas en X1 y X2 que sean mas especificas en la
inhibicion de CDK2 para reducir efectos secundarios. Se propone la reduccion o
eliminacién de grupos OH sustituidos en las cadenas alifaticas sustituidas en los
anillos A o B de la estructura base de las xantonas. Esto proporcionara informacion
crucial sobre las interacciones a nivel atdmico de los complejos resultantes,
permitiendo una mejor comprension de los mecanismos de accién. Seria 6ptimo la
realizacion del estudio experimental simultaneo, tanto en lineas celulares como de
difraccion de rayos X de los complejos formados para comparar la interaccion de
diferentes xantonas con la misma diana molecular e identificar de manera especifica
las variaciones en las interacciones que sean atribuibles a las actividades bioldgicas.

Esta informacién seria de gran valor para guiar el desarrollo de nuevos compuestos
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con propiedades mejoradas y ser altamente especificos para el tratamiento del

cancer.
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