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Modelado de nanovectores para el tratamiento del cancer
Modeling nanovectors for cancer treatment
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Resumen

La conjugacién de nanoestructuras con moléculas bioactivas se emplea en el diagnostico y tratamiento del cancer. La
quercetina (QUE) es un flavonoide con efecto antioxidante que inhibe el estrés oxidativo y la viabilidad de células cancerosas.
Phaseolus lunatus (PHA) es una lectina con afinidad a estructuras de N-acetil-D-galactosamina (GalNAc) por lo cual aglutina
eritrocitos del grupo sanguineo A. El objetivo de este trabajo fue modelar la interaccion entre QUE, PHA con nanotubos de
carbono de pared multiple carboxilados (NTCo) mediante docking y dinamica molecular, utilizando HEX6.3 y AMBER?20. Se
identificaron seis residuos de interaccion entre PHA y el NTCo (F12-V114-N129-D217-D218-W219), por lo que no interfieren
con los sitios de reconocimiento a GalNAc de la lectina ni con la unién de PHA con QUE. En conclusién, la implementacién de
nanovectores acoplados a QUE y PHA podria mejorar el efecto citotoxico sobre células cancerigenas.

Palabras Clave: Nanotubos de carbono, Docking, Dinamica molecular, Lectina, Cancer.
Abstract

The conjugation of nanostructures with bioactive molecules is used for diagnosis and treatment of cancer. Quercetin (QUE)
is a flavonoid with antioxidant effect that inhibits oxidative stress and viability of cancer cells. Phaseolus lunatus (PHA) is a
lectin with affinity to N-acetyl-D-galactosamine (GalNAc) structures, thus agglutinates blood group A erythrocytes. The
objective of this paper was to model the interaction between QUE, PHA with carbon nanotubes multiwalled carboxylic (CNTo)
docking and dynamic molecular, using HEX6.3 and AMBER20. Six interactions residues were identified between PHA and
CNTo (F12-V114-N129-D217-D218-W219), therefore not interfere with the recognition sites of GaINAc of the lectin nor with
the union PHA with QUE. In conclusion, the implementation of nanovectors coupled to QUE and PHA could improve the
cytotoxic effect on cancer cells.

Keywords: Carbon nanotubes, Docking, Molecular dynamic, Lectin, Cancer.

1. Introduccién organismo al originarse células anormales o cancerosas

caracterizadas por una proliferacion descontrolada, resultado

Actualmente, se considera al cancer como una de las
prinicipales causas de muerte a nivel mundial, su incidencia
va en aumento en la poblacién, el nimero de casos nuevos
equivale al doble de muertes por el cancer,
independientemente de edad, género o etnia (INEGI, 2023)
(WHO, 2022) (NIH, 2020). El cancer, considerado como el
conjunto de enfermedades que afecta cualquier parte del
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de alteraciones en el ADN. Estas mutaciones generan
aglomerados celulares o tumores en el sitio de origen, capaces
de diseminarse a través de la sangre o linfa para formar nuevos
tumores en otras partes del cuerpo, proceso denominado
metastasis. La metastasis es la principal causa de las muertes
asociadas a cancer (Jacob et al., 2016) (Hayes and Lippman,
2018).
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Existen diferentes tratamientos para combatir el cancer
incluyendo quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia,
cirugia, fototerapia, terapia dirigida. Los esfuerzos actuales en
la lucha contra el cancer se dirigen a la blsqueda de
tratamientos que puedan erradicar las células cancerosas
provocando el menor dafio sobre las células normales, o que
puedan prevenir la metastasis.

El acoplamiento molecular (molecular docking), permite
determinar energia de afinidad entre dos moléculas ademas de
la estabilidad de la misma, obteniendo sitios de
reconocimiento y las interacciones intermoleculares que se
llevan a cabo; mientras que la dindmica molecular es la
simulacioén de la interaccion de atomos y moléculas en un
periodo de tiempo (Hildebrand et al., 2019) (Vidal-Limon et
al., 2022) (Wu et al., 2022). Ambas técnicas tedricas son cada
vez més utilizadas en biomedicina, por la gran utilidad en las
predicciones para la fase experimental.

La conjugacion de nanoestructuras es un area emergente en
el diagnostico y tratamiento del cancer, se incluye el uso de
nanoesferas poliméricas, nanocapsulas, nanoliposomas y
nanoestructas a base de carbono; las cuales son modificadas y
funcionalizadas con moléculas bioactivas para ser empleadas
como nanotransportadores. Los nanotubos de carbono son
materiales constituidos de ldminas de grafeno, que constan de
enlaces puros de carbono unidos entre si por enlaces
covalentes hibridos sp?. Estos nanomateriales pueden ser de
pared simple o de pared mdltiple, dependiendo de las
propiedades que presentan, de las capas concéntricas, grado
de enrollamiento y diametro del mismo. (Baladran-Quintana
et al., 2008) (O’Connell, 2006).

Las moléculas bioactivas que se acoplan a nanotubos de
carbono incluyen lectinas, glicoproteinas con dominios de
reconocimiento a carbohidratos que permiten la union
especifica y reversible a monosacaridos u oligosacaridos (Fei
Fang & Bun Ng, 2013) (Nascimiento, y otros, 2012).

La expresion alterada de las glicoproteinas N-
acetilgalactosamiladas existe en diversas neoplasias, por lo
que la glicosilacion es de importancia en la biologia celular de
diferentes tumores malignos (Broks et al., 2001) (Suzuki,
2019). Muchas investigaciones se han centrado en las lectinas
como sensores del nivel de glicosilacion en una célula,
distinguiendo de un tumor benigno y maligno (Clark and Mao,
2012) (Poiroux et al., 2017) (Rodrigues et al., 2020) (Reyes
and Gallegos, 2011), siendo Concanavalina A la lectina méas
estudiada en ésta area (Huldani et al., 2022) y mas reciente el
género de Phaseolus. La lectina de Phaseolus lunatus (PHA)
es un tetrdmero proteico con subunidades de 31 kDa con
afinidad a N-acetil-D-galactosamina (GalNAc) (Galbraith and
Goldstein, 1970) (Gould and Scheinberg, 1970) (Roberts and
Goldstein, 1983). Los sitios de interaccion de PHA con
GalNAc son las asparaginas N53, N82, N100, N129 y N205
(uniprot.org, code: p16300), se ha encontrado que la lectina
PHA posee efecto antiproliferativo en células de cancer
(Wong and Ng, 2005) (Reynoso et al., 2007) (Aguilar et al.,
2021).

Por otro lado, la quercetina (QUE) es un flavonol con
efecto antioxidante y capacidad de inhibir la viabilidad de
células cancerosas, se encuentra presente en cebollas,
manzanas, chocolate, té negro, té verde, uva entre otros (Park,
2005), ademaés de reportes de estudios in vitro acerca de sus
propiedades anticancerigenas (Dajas, 2012) (Jakhar et al.,
2014). Existen estudios acerca de la sintesis de nanoparticulas
unidas a QUE (Baksi et al., 2018) (Curcio et al., 2012).

Daneshmehr (2015) ha calculado de forma tedrica DFT
(density functional theory) de la interaccion de NTC de pared
simple con quercetina, obteniendo un buen nanoportador. De
igual manera, se han realizado estudios experimentales del
nanocompuesto Q-PMAA-NTC (quercetina-acido
metracrilico, nanotubos de carbono de pared mdltiple), en
donde encontraron que la formacién de este nhanocompuesto
incrementa la estabilidad de la QUE, y ser utilizado en terapia
de céancer (Cirillo et al., 2013). Aunado a ello se ha cargado
NTC de pared mdaltiple con quercetina y tamoxifen,
incrementando la eficacia del farmaco y mejorando su
biocompatibilidad (Kumar et al., 2017).

Derivado de las propiedades que presentan la lectina PHA
y QUE, el objetivo de este trabajo fue modelar la interaccion
entre PHA, QUE con nanotubos de carbono de pared multiple
carboxilados mediante docking y dindmica molecular,
utilizando HEX6.3 y AMBER20 y obtener un nanocompuesto
prometedor para el tratamiento del cancer.

2. Metodologia

Las estructuras tridimensionales de nanotubos de carbono, asi
como los campos de fuerza se obtuvieron de Vogele et al.,
(2018) quien proporciona las estructuras en pdb, mol2 y
frcmod de los nanotubos de carbono en configuraciones
zigzag y armchair; en longitudes de 40, 45, y 50 A y un
diametro de 10 A. El 4ngulo entre carbonos terminales es de
135° y entre carbonos de los anillos de 120°. La estructura de
PHA y QUE fueron obtenidas de uniprot (uniprot.org, code:
p16300) y pubchem (pbchem.ncbi.nlm.nih.gov, code:
5280343), respectivamente. Se realizaron acoplamientos en
HEX6.3 bajo los siguientes pardmetros: correlation type:
shape and electrostatics, post processing: MM minimization,
grid dimension: 0.75, steric scan: 18 (correlacion de
electréstatica y de forma, minimizacién, con una gradilla de
0.75y una correlacion estérica de 18). En primer lugar, usando
HEX 6.3, se hizo el acoplamiento entre PHA y QUE, se
obtuvieron las estructuras con la mayor energia de afinidad,
las cuales fueron sometidas a dindmica molecular utilizando
AMBER20 y AMBERTOOLS 20 bajo el siguiente proceso:
50000 pasos de minimizacién usando gradiente conjugado,
500,000 pasos de calentamiento de 0 a 300 °C usando el
termostato de Langevin, 1.5 ns de equilibrio de densidad y 50
ns de produccién de dinamica molecular; modelo de agua
TIP3P y para las proteinas los campos de fuerza ff19SB de
Amber. Posteriormente se obtuvo la energia de afinidad
usando los métodos MMGBSA (Molecular Mechanics
Generalized Born) y MMPBSA (Molecular Mechanics
Poisson Boltzman Surface Area) con la finalidad de
corroborar las energias de afinidad obtenidas durante el
proceso de acoplamiento. Este mismo proceso se realizd para
PHA y los nanotubos de carbono, Figura 1. Cabe sefialar que
en el acoplamiento entre PHA y los nanotubos de carbono se
utilizaron los nanotubos de todas las longitudes en ambas
configuraciones, armchair y zigzag, y al obtenerse interaccién
en el mismo sitio en la lectina PHA, se decidié hacer solo la
dinamica molecular de la estructura correspondiente a PHA
con el nanotubo de carbono de 40 A en configuracion
armchair. Por otro lado, se construyeron nanotubos de carbono
de cuatro capas obteniéndose interaccion con PHA en el
mismo sitio.
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‘Phaseolus lunatus

Uniprot, code: p16300 DOCKING DINAMICA
MOLECULAR MOLECULAR
AMBER20 COMPLEJO
HEX 63 AMBERTOOLS 20 PHA-Q
Correlacién i inimizacién: 50,000
Quercetina y de forma Calentamiento: 500,000

MM minimizacion
Dimension gradilla: 0.75
Correlacion estérica: 18

(Sigma Aldrich)
PubChem, CID: 5280343

Termostato Langevin: 0-300 °C
Densidad: 1,5 ns
Produccion: 50 ns

Modelo de agua: TIP3P

NTCo (Sigma Aldrich)
zigzag y armehair
L=40,45y 50 A, 0 10 A

COMPLEJO
PHA-Q

Figura 1: Diagrama de flujo, metodologia empleada para el acoplamiento y
dindmica molecular, incluyendo los pardmetros utilizados en HEX6.3 y
AMBER20.

DOCKING DINAMICA
MOLECULAR MOLECULAR
AMBER20
HEX 63 AMBERTOOLS 20 J
Correlacion i izacion: 50,000
y de forma Calentamiento: 500,000

MM minimizacion
Dimension gradilla: 0.75
Correlacion estérica: 18

Termostato Langevin: 0-300 °C
Densidad: 1,5 ns
Produccion: 50 ns.

3. Resultados

Las dimensiones de la lectina de PHA corresponden a 90 A
* 42 A,y de acuerdo con el acoplamiento, la longitud de la
molécula que entra en contacto con el nanotubo fue de
aproximadamente 36 A.

La interaccion entre PHA y QUE tiene lugar en la region
de los siguientes aminoacidos F138, N133, D134, 1135, L138,
L161 K214, mismos que no interfieren los sitios de interaccion
con el carbohidrato GalNAc, Figura 2y 3.

Los sitios de interaccion que tuvieron las moléculas, con
ambos tipos de nanotubo de carbono fueron en fenilalanina
F12, valina V114, asparagina N129, &cido aspartico D217 y
D218, triptéfano W219 (F12-V114-N129-D217-D218-
W?219), en estos sitios no se muestra comprometido el
reconocimiento a GalNAc de la lectina PHA, Figura 4.

El acoplamiento mediante HEX6.3 se realiz6 con dos
diferentes tipos de NTC, armchair y zigzag y tres diferentes
longitudes, Figura 5 y 6, en dénde se observéd que la
interaccion ocurre en el mismo sitio de la lectina PHA, por lo
que la dindmica molecular se realizé con un NTC de 40 A de
longitud, en configuracién armchair.

Figura 2: Vista general de la lectina PHA (ribons, conformer blue), QUE
(ball and sticks, magenta), NTC (sticks, light sea green) y sitios de
interaccion de la lectina con GalNac (spheres, orange). Se puede apreciar
que ninguno de los sitios de interaccién de las distintas moléculas no
interfieren entre si.

Figura 3: QUE en foco (ball and sticks, magenta), se muestra que no tiene
interferencia con ningun otro aminoécido de interés o con el NTC.

Figura 4: NTC (sticks, light sea green), interactuando con Residuos de PHA
(sticks, red).

Figura 6: Interaccion molecularNTCo-PHA-Q; NTC de tipo armchair
(sticks, purple), PHA-Q (ribbons, conformer sepia).
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Las estructuras con mayor afinidad obtenidas en HEX6.3, que
fueron sometidas a dinamica molecular y cuya energia de
interaccion comprobada por los métodos de Mecéanica
Molecular Generalizada de Born y Mecanica Molecular de
Area de Superficie de Poisson Boltzman, muestran que la
interaccion entre la lectina PHA y los nanotubos de carbono
presentan energias similares, -47 kcal/mol usando HEX 6.3 y
— 69 kcal/mol usando los métodos MMPBSA y MMGBSA,
Tabla 1.

Tabla 1: Sitios y energias de interaccion entre la lectina PHA y el nanotubo
de carbono de 40 A de una sola capa. En la columna 2 y 3 se muestran las
energias calculadas por HEX 6.3 y por los métodos MMGBSA y MMPBSA,
respectivamente.

Residuos Energia de union  Energia de union de
de afinidad més afinidad, métodos
alta, HEX 6.3 MMGBSA/MMPBSA
(Kcal/mol) (Kcal/mol)
F12, V114, -69.74 /
N129, D217, -47.49 -69.84
D218 y W219

4, Conclusiones

La incorporacion de métodos de codmputo, como en el caso
del acoplamiento y dindmica molecular ha abierto la
posibilidad de incrementar la probabilidad de éxito en el &rea
experimental. La energia de unidn de afinidad reportada con
HEX®6.3 es sustentada con los valores de energia obtenidos
con AMBER20, por ambos métodos (MMGBSA vy
MMPBSA); nuestros resultados demuestran que la
funcionalizacién de ambas moléculas a un nanomaterial que
no comprometa los sitios de interaccion de la lectina PHA,
puede dirigir el nanocompuesto a la célula diana. Ademas,
podemos resaltar que la interaccion entre PHA y nanotubos,
es independiente de la longitud, configuracién (armchair y
zigzag), tipo de pared (simple o multipared) de los NTC. Por
lo que, sugerimos que la implementacion de nanovectores
acoplados a QUE y PHA podria ser una alternativa de
tratamiento para mejorar el efecto citotoxico sobre células
cancerigenas, dado que la union de las biomoléculas al
nanotubo de carbono no solo conservaria las propiedades de
las mismas, sino que las potencializaria, como se ha reportado
en estudios previos.
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