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Anadlisis del potencial terapéutico en las rutas del cancer de mama: Acoplamiento de

proteinas con los principios activos de Malachra alceifolia y Heliotropium indicum.

RESUMEN

El cancer de mama continua siendo una de las principales causas de mortalidad femenina a nivel mundial, lo que ha
incentivado la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas mas efectivas y con menores efectos adversos. Este estudio
tuvo como objetivo evaluar in silico el potencial terapéutico de compuestos fitoquimicos presentes en Malachra alceifolia
y Heliotropium indicum, mediante acoplamiento molecular con proteinas clave implicadas en el cancer de mama. Se
seleccionaron catorce proteinas blanco asociadas a apoptosis, proliferacion celular, inflamacion y metabolismo, cuyas
estructuras tridimensionales fueron obtenidas de bases de datos como UniProt, PDB y AlphaFold. Simultdneamente, se
consultaron los principios activos en PubChem y se prepararon usando Avogadro para realizar un analisis de docking
multiple en PyRx. Los resultados mostraron interacciones relevantes entre los compuestos quercetina, flavona y taraxerol
de M. alceifolia y Stigmasterol, Lupeol y Campesterol de H. indicum, con proteinas relacionadas con la evolucion en el
cancer de mama tales como: P53, HSP90, IL-6, RB1, IL10, IL1B, IFNGR1, BCL-2, BCL-XL, CASP3, BID, FAS, PGK1,
TGFBI1. Ademas, los analisis ADMET revelaron perfiles aceptables de toxicidad para varios compuestos. Estos hallazgos
sugieren que los metabolitos secundarios de M. alceifolia y H. indicum podrian tener actividad antitumoral y justificar
estudios posteriores en dinamica molecular, validacion in vitro e in vivo. El uso de herramientas bioinformaticas permitio

establecer un enfoque preliminar que aporta a la investigacion de nuevas terapias complementarias en cancer de mama.

Palabras clave: cancer de mama, docking molecular, plantas medicinales, Malachra alceifolia, Heliotropium indicum,
bioinformatica, apoptosis.

Astrid Lorena Fandifio Uchima
Johanna Marcela Moscoso Gama — Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca

Abril 25 de 2025



INTRODUCCION

El cancer de mama es una enfermedad que afecta a millones de mujeres en todo el mundo. A
pesar de los avances en su tratamiento, continia siendo una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad femenina, especialmente en paises en desarrollo (1). En este
contexto, la busqueda de nuevos enfoques terapéuticos se ha convertido en una prioridad
dentro de la investigacion biomédica. En este contexto, la busqueda de nuevos enfoques
terapéuticos se ha convertido en una prioridad de investigacion (2). Una de las problematicas
mas relevantes dentro del cancer de mama es la heterogeneidad molecular de sus subtipos.
En particular, el cdncer de mama triple negativo (TNBC) representa aproximadamente el 15-
20 % de los casos, y se caracteriza por la ausencia de expresion de los receptores de estrogeno
(ER), progesterona (PR) y HER2. Esto limita el uso de terapias dirigidas convencionales, lo
que se traduce en un prondstico mas desfavorable, mayor agresividad tumoral y mayor
probabilidad de recaida. Ademas, incluso en subtipos tratables, la aparicion de resistencia a
terapias hormonales, quimioterapéuticas o anti-HER2 representa un reto clinico
considerable. Por tanto, se hace urgente la identificacion de nuevas dianas terapéuticas que

permitan desarrollar tratamientos mas efectivos y personalizados.

Una nueva estrategia en la investigacion del cdncer de mama abarca el estudio de los genes
implicados en la proliferacion tumoral. Se ha observado que ciertos genes desempefian un
papel crucial en el desarrollo y la evolucidn de este tipo de cancer, lo que sugiere que podrian

ser objetivos terapéuticos promisorios (3).

Ademas, en la busqueda de agentes terapéuticos alternativos y efectivos, la naturaleza ha
demostrado ser una fuente invaluable de compuestos bioactivos. En particular, las plantas
han sido utilizadas en la medicina tradicional para tratar una variedad de enfermedades, tales
como diabetes, infecciones en la piel, picaduras por animales venenosos, y algunos han
demostrado actividad antiparasitaria, virica y bacteriana (4), asi como para ciertos tipos de
cancer. Particularmente, Malachra alceifolia y Heliotropium indicum han sido objeto de
creciente interés cientifico, debido a los multiples reportes en la literatura que describen su

actividad bioldgica relevante frente a diversas dianas terapéuticas (5) (6).

El presente estudio se centra en la investigacion de nuevos enfoques terapéuticos para el

cancer de mama, aplicando el uso de herramientas bioinformaticas. En particular, se propone



identificar los genes clave implicados en el cancer de mama y analizar sus productos
proteicos, con el fin de evaluar la interaccidon entre estas proteinas y los principios activos
presentes en Malachra alceifolia y Heliotropium indicum. El uso de herramientas in silico,
como el modelamiento y el acoplamiento molecular, representa una alternativa inicial
eficiente y de bajo costo en la investigacion de farmacos, permitiendo filtrar compuestos con

potencial terapéutico antes de su validacidon experimental.

Se espera que los resultados de este estudio contribuyan a la identificacion de nuevas
estrategias terapéuticas para el cancer de mama, ofreciendo asi una esperanza renovada para

el tratamiento de esta enfermedad devastadora.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar in silico las interacciones proteina-ligando entre metabolitos secundarios de
Malachra alceifolia y Heliotropium indicum, y proteinas clave asociadas al cancer de mama,
mediante herramientas de acoplamiento molecular, con enfoque en el potencial terapéutico

de dichos compuestos.

Objetivos Especificos

e Secleccionar proteinas diana relevantes en cancer de mama a partir de bases de datos,
priorizando aquellas involucradas en apoptosis, inflamacion, proliferacion y
metabolismo tumoral.

e Identificar los principios activos presentes en Malachra alceifolia y Heliotropium
indicum mediante recopilacion de datos en plataformas quimicas como PubChem y
literatura cientifica.

e Realizar estudios de acoplamiento molecular entre los principios activos
seleccionados y las proteinas diana, mediante herramientas bioinformaticas como
PyRx y AutoDock Vina, considerando sus afinidades y modos de union.

e Analizar las propiedades ADMET de los cuatro compuestos con mejor afinidad
obtenida en los estudios de acoplamiento molecular, en funcién de su posible

aplicacion antitumoral.
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1. ANTECEDENTES

El estudio de compuestos de origen vegetal ha cobrado gran relevancia en la busqueda de
nuevas alternativas terapéuticas frente al cancer y otras patologias, debido a la diversidad en
los compuestos quimicos y su potencial farmacoldgico. En este contexto, especies como
Heliotropium indicum y Malachra alceifolia han sido objeto de diversos estudios por su uso
tradicional en el tratamiento de multiples afecciones y por la presencia de metabolitos
secundarios con propiedades relevantes. Por medio de ensayos in vitro, modelos animales y
algunas aproximaciones clinicas, se ha documentado su actividad antioxidante,
antimicrobiana, antiinflamatoria y citotdxica. A continuacion, se presenta una recopilacion

cronologica de investigaciones realizadas sobre estas plantas (1).

En la revision expuesta por Dash et al. (2), se resalta que Heliotropium indicum es una planta
rica en alcaloides pirrolizidinicos, especialmente helindicina y licopsamina, los cuales han
mostrado una actividad antioxidante moderada y efectos anticancerigenos en modelos
tumorales experimentales. Ademas, uno de sus derivados, el 6xido de indicina, alcanz6 la
fase 1 de ensayos clinicos en pacientes con cancer avanzado; sin embargo, sus efectos
hepatotdxicos limitaron su uso terapéutico. Por esta razon, se desaconseja el uso interno

prolongado de especies del género Heliotropium debido a su toxicidad potencial (2).

Posteriormente, Fayed ef al. (3), destaca el potencial farmacoldgico del género Heliotropium,
resaltando la presencia de diversos metabolitos como alcaloides, flavonoides, terpenoides,
naftoquinonas y compuestos fenolicos. El autor enfatiza que H. indicum ha sido utilizada
tradicionalmente para tratar fiebre, dolor estomacal, enfermedades de la piel, trastornos
menstruales y picaduras de insectos. Su extracto etandlico mostro eficacia analgésica en
modelos animales, inhibiendo la nocicepcion inducida por formalina de forma dependiente

de la dosis (3).

Akbar et al. (4), realizaron un estudio sobre Heliotropium indicum utilizando extractos
obtenidos con diferentes solventes, evidenciando efectos antimicrobianos y antidiabéticos.
Ademads, se destaco el extracto acetato de etilo por su alta concentracién de alcaloides,
saponinas, flavonoides y otros compuestos, mostrando actividad contra bacterias como

Bacillus cereus, E. coliy Staphylococcus aureus, asi como un potencial hipoglucemiante (4).
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En la revision de Sarkar et al. (5), se reporta que el extracto metanolico de hojas y tallos de
H. indicum presentd actividad citotoxica significativa contra células HeLa, con porcentajes
de inhibicion de 64,5 % y 49,7 % respectivamente tras 48 h de tratamiento. Asimismo, se
identifico una fuerte actividad citotoxica contra nauplios de Artemia, con un valor de IC50
de 2,57 £ 0,22 ng/mL, comparable al sulfato de vincristina como control positivo. Ademas,
se destaca que el extracto etandlico mostro efectos antiproliferativos en la linea celular

SKBR3 de cancer de mama (5).

En cuanto a Malachra alceifolia, Bossa (6), se enfocd en caracterizar su composicion
quimica, resaltando la importancia de los fitoconstituyentes como posibles agentes
terapéuticos. El autor sugiere que estos compuestos podrian ser utiles en el desarrollo de

farmacos eficaces a bajas dosis con amplio espectro terapéutico (6).

Por otro lado, Cervantes (7), reportdé que comunidades de Bolivar identifican a M. alceifolia
como planta medicinal para tratar inflamaciones, heridas y parasitos intestinales. Se
document6 una fraccién activa rica en terpenos (MA-24F) con efecto antiprotozoario in vitro
frente a Leishmania mexicana. Ademas, se exploraron posibles interacciones con proteinas
blanco mediante herramientas in silico, lo cual respalda el potencial farmacoldgico de esta

planta (7).

Los antecedentes revisados evidencian que tanto Heliotropium indicum como Malachra
alceifolia poseen un perfil fitoquimico prometedor, con principios activos que han
demostrado  actividades  biologicas  destacables, especialmente  antioxidantes,
antiinflamatorias, antimicrobianas y citotoxicas. En el caso de H. indicum, existen reportes
de ensayos preclinicos y clinicos que respaldan su potencial antitumoral, aunque limitados
por su toxicidad. Por otro lado, M. alceifolia ha mostrado actividad terapéutica en estudios
etnofarmacologicos y de laboratorio, lo que justifica su exploracion cientifica como posibles
alternativas para evaluacion terapéutica. Estas evidencias sustentan lo conveniente que puede
ser investigar sus interacciones moleculares con proteinas clave del cancer de mama

mediante enfoques in silico.
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1 Cancer y sus generalidades

El cancer es una enfermedad que aqueja a millones de personas a nivel mundial, el cancer
como tal se produce en el momento en que algunas células del cuerpo pierden el control en
el proceso de multiplicacion celular y llevan un proceso de génesis celular totalmente
diferente al que se produce en el cuerpo o en la zona donde se ubican las células atipicas, las
cuales pueden formar tumores, que se pueden clasificar en benignos o malignos, los tumores
malignos presentan la caracteristicas de ser invasivos tanto a tejidos cercanos como lejanos

por medio de diseminacion proceso denominado metastasis (8).

Diferencias entre células normales y células cancerosas dadas por el instituto nacional de

cancer.

e Las células cancerosas se caracterizan por su capacidad para formarse sin sefiales
externas, ignorar las instrucciones de detener su crecimiento o autodestruirse
(apoptosis), invadir tejidos cercanos y diseminarse por el cuerpo.

e A diferencia de las células normales, las cancerosas continian multiplicandose sin
control, incluso en presencia de otras células, y pueden moverse a otras partes del
cuerpo.

e Estimulan el crecimiento de vasos sanguineos hacia los tumores para recibir oxigeno
y nutrientes, mientras evaden y engafian al sistema inmunitario para evitar ser
destruidas.

e Ademas, presentan alteraciones cromosOmicas significativas y utilizan nutrientes y
energia de manera diferente a las células normales, lo que les permite proliferar

rdpidamente (9).

Existen mas de un centenar de variedades de cancer, cominmente nombradas segun el érgano
o tejido de origen. Asi, el cdncer que comienza en los pulmones se conoce como céncer de
pulmoén, mientras que aquel que se desarrolla en el cerebro se denomina cancer de encéfalo
y al cancer que se desarrolla en las células del tejido mamario se le conoce como cancer de
mama. En ocasiones, se clasifican segun el tipo celular especifico involucrado, tal como las

células epiteliales o escamosas (9).
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2.1.2 Cancer de mama a nivel mundial y nacional
En 2022, se diagnosticaron aproximadamente 2,3 millones de casos de cancer de mama en
todo el mundo, lo que lo convierte en el tipo de cancer mas comun entre las mujeres en 157
de 185 paises. Ese mismo afo, se registraron alrededor de 670.000 muertes por esta

enfermedad (10).

Con relacion al cancer de mama, en Colombia al 31 de agosto de 2023, se han informado,
107.181 casos prevalentes de cancer de mama en mujeres y siendo este cancer es el mas
frecuente entre los 11 tipos céncer priorizados en el sistema de salud. Durante el periodo
comprendido entre el 2 de enero de 2022 y el 1° de enero de 2023, se reportaron 9.716 casos
nuevos, de los cuales, el 91,67% correspondieron a casos invasivos. La mayoria se
diagnosticaron en estadio II (37,51%). En cuanto a la distribucién de los casos nuevos
reportados (CNR) en poblaciones especiales, el 15,55% ocurrieron en adultos mayores y el

1,32% en la poblacion de raza negra o indigena (11).

La mayoria de los casos de cancer de mama son esporadicos; sin embargo, se estima que
aproximadamente entre el 5% y el 10% tienen una predisposicion genética relacionada, entre
otros, con antecedentes familiares de cancer en parientes de primer grado o con la condicién
de portador de una mutacion genética (12). De estos, el 40% se deben a mutaciones en
cualquiera de los dos genes supresores de tumores BRCA (gen BReast CAncer) 1 y 2, que se
localizan en los cromosomas 17g21 y 13q12.3, respectivamente, sin embargo, los genes
BCRA 1 y BCRA 2 no son los Unicos relacionados con el cancer de seno, algunas sobre
expresiones o inhibiciones de otro tipo de genes que participan en la apoptosis celular pueden

permitir determinar la agresividad del cadncer y asi mismo definir un tratamiento especifico

(13).

2.1.3 Etiologia del cancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad de origen multifactorial, considerada actualmente la
neoplasia mas frecuente en mujeres a nivel global. Su aparicion no puede atribuirse a una
unica causa, sino que responde a la interaccion compleja entre factores genéticos,
hormonales, ambientales y del estilo de vida. Aunque las mutaciones heredadas

especialmente en los genes BRCA1 y BRCA2 representan una fraccion de los casos (~5—
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10%), la mayoria son esporddicos, es decir, no tienen un componente hereditario

identificable, y se asocian a factores acumulativos de riesgo.

En la Tabla 1 se resumen los principales factores reconocidos que aumentan la probabilidad

de desarrollar cancer de mama, agrupados por categoria etiologica:

Categoria Factor de riesgo
Generales Edad avanzada
Ser mujer
Exposicion a radiacion ionizante
Residencia en zonas urbanas/industrializadas

Genéticos Mutaciones germinales en BRCA1, BRCA2, TP53, PTEN, entre otros
Antecedentes familiares de cdncer de mama u ovario
Hormonales Menarquia temprana

Menopausia tardia

Embarazo tardio o nuliparidad

Lactancia ausente o limitada

Uso prolongado de anticonceptivos orales

Terapias hormonales posmenopausicas

Ooforectomia temprana

Condiciones mamarias | Alta densidad mamaria (mamografia)

Enfermedades proliferativas benignas

Estilo de vida Sedentarismo

Obesidad (postmenopausica)

Consumo de alcohol y tabaco

Exposicion a disruptores endocrinos (ej. bisfenol A, ftalatos)
Tabla 1 Principales factores de riesgo asociados al desarrollo de cancer de mama

Fuente: Sociedad Americana del Cancer (ACS), 2023; OMS, 2022.

Ademas del conocimiento de los factores predisponentes, la deteccion precoz resulta esencial
para mejorar el prondstico clinico. A continuacidn, se presentan los signos y sintomas mas

relevantes que pueden orientar al diagndstico temprano:

Estadio Signos y sintomas
Iniciales Masa o bulto en mama o axila (duro, irregular, generalmente indoloro)
Engrosamiento o retraccion cutanea
Alteraciones en el pezon (inversion, secrecion espontanea)
Cambios en la forma, tamafo o textura de la mama
Avanzados | Dolor 6seo
Pérdida de peso inexplicable
Ulceras cutaneas o nodulos satélite
Edema axilar (linfadenopatia)
Fijacién tumoral a piel o pared toracica

Tabla 2 Signos y sintomas frecuentes del cancer de mama

Adaptado de: American Cancer Society, 2023.
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2.2 Genética Del Cancer

El cancer de mama presenta una etiologia multifactorial en la que convergen alteraciones
genéticas, hormonales, inmunoldgicas y metabolicas. Desde el punto de vista molecular, esta
neoplasia no solo se clasifica por estadios clinicos, sino también por subtipos moleculares,
determinados por la expresion de tres receptores principales: receptores hormonales (ER y

PR) y HER2 (receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano).

Con base en estos marcadores, se reconocen los siguientes subtipos clinicos:

. Luminal A (ER+/PR+, HER2-): pronéstico favorable.

. Luminal B (ER+/PR+, HER2+): crecimiento mas agresivo.

. HER2-enriquecido (ER—, PR—, HER2+): altamente proliferativo.

. Triple negativo (ER—, PR—, HER2—, TNBC): mal prondstico, escasas opciones
terapéuticas.

Pese a las terapias dirigidas, muchos tumores presentan resistencia farmacologica, recaidas
y diseminacion metastasica, lo que plantea la necesidad de explorar nuevas estrategias
terapéuticas, como las dirigidas a genes que regulan la apoptosis, la inflamacidn, el

metabolismo tumoral y la homeostasis proteica- (14).

El cancer de mama es una enfermedad caracterizada por una compleja red de alteraciones
genéticas que afectan vias regulatorias fundamentales, como la apoptosis, el control del ciclo
celular, la respuesta inflamatoria, el metabolismo energético y la homeostasis proteica. Estas
disrupciones no solo favorecen la proliferacion descontrolada y la evasion de la muerte
celular, sino que también contribuyen a la progresion tumoral, la metéstasis y la resistencia
a tratamientos convencionales. En consecuencia, numerosos genes y proteinas han sido
identificados como actores clave en estos procesos, lo que ha permitido su categorizacion
funcional y su estudio como posibles blancos terapéuticos. En la tabla 3 se describen algunos
de los principales genes implicados en la biologia molecular del cancer de mama, su funciéon

y su rol en el desarrollo y mantenimiento de la enfermedad.
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Gen’/ Funcion principal Rol en cincer de mama Clasificacion funcional
Proteina
Supresor tumoral, regula ciclo Inactivacion favorece progresion o
TPs3 celular y apoptosis tumoral, presente en ~35% de casos (15) Proapoptotica
. Baja expresion asociada con resistencia a o
CASP3 Caspasa efectora en apoptosis terapia (16) Proapoptoética
FAS Receptor de, muertye celular, activa Pérdida funmonra! favorece escape Proapoptotica
via extrinseca apoptoético (17)
BID Induce via mitocondrial de Fosforilacion impide anoikis; contribuye Proapoptotica
apoptosis, activa BAX/BAK a metastasis (18) pop
BCL-2 Inhibe liberacion de mto_cromo c; Sobreexpres.ada en _tumores ER+; Antiapoptética
bloquea apoptosis prondstico variable (19)
BCL-XL | Isoforma antiapoptotica de BCL2 Favorece q.111m10rres1.sten01a, alta en Antiapoptotica
subtipos agresivos (20)
RBI1 Regula pur_lto G1/8S, control del Pérdida 0 {nactlvacmn ligada a Regulador ciclo celular
ciclo celular agresividad tumoral (21)
IL-6 Citocina proinflamatoria, activa Estimula proliferacion, EMT, Proinflamatoria
JAK/STAT3 angiogénesis, metastasis (22)
IL-1p Actlvg NF-«B; med1ador Alta en tumores'prm}arlros agresivos; Proinflamatoria
inflamatorio induce metastasis dsea (23)
1L-10 Citocina inmunorreguladora; Dual: antltur,noral 0 inmunosupresora Antiinflamatoria / Dual
regula T y NK segun contexto (24)
IFN- Citocina inmunomoduladora; Dual: puede inducir apoptosis o Inmunorreguladora /
v activa IRF1 tolerancia (25) Dual
TGF-p Regula crecimiento y Supresor inicial, promotor en estadios Dual (contexto-
diferenciacion celular avanzados (26) dependiente)
Enzima glucolitica, promueve Asociada con metabolismo tumoral Metabdlica / Pro-
PGK1 RN
angiogénesis (efecto Warburg) (27) tumoral
HSP90 Chaperona; estabiliza Sobreexpresada en tumores; blanco Estabilizadora de
oncoproteinas inestables terapéutico (28) oncoproteinas

Tabla 3. Clasificacion de Proteinas Seleccionadas.

2.3 Tratamientos Actuales

El tratamiento del cancer de mama ha evolucionado significativamente en las ultimas El
tratamiento del cancer de mama ha evolucionado significativamente en las ultimas décadas,
adoptando un enfoque integral y personalizado que depende del subtipo molecular del tumor,
el estadio clinico y caracteristicas individuales como la edad y la condiciéon hormonal de la

paciente. Las estrategias terapéuticas incluyen cirugia, quimioterapia, radioterapia, terapias
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endocrinas y bioldgicas, muchas de las cuales se combinan para maximizar la eficacia y

reducir el riesgo de recaida (29).

En este contexto, la quimioterapia citotoxica continta siendo uno de los pilares terapéuticos,
especialmente en estadios localmente avanzados o subtipos agresivos. Dentro de esta
categoria, la doxorrubicina un antibiético antraciclinico que interfiere con la topoisomerasa
I e intercalacion del ADN ha demostrado una alta efectividad en esquemas tanto
neoadyuvantes como adyuvantes. Su uso se ha consolidado en combinaciones estandar como
AC-T (doxorrubicina + ciclofosfamida seguido de taxanos), aunque su toxicidad cardiaca ha

impulsado el desarrollo de formulaciones liposomales y combinaciones mas especificas (30).

En pacientes con tumores hormonodependientes (ER+/PR+), la terapia endocrina representa
la primera linea de tratamiento. FArmacos como tamoxifeno y los inhibidores de la aromatasa
(anastrozol, letrozol, exemestano) actuan bloqueando o suprimiendo la estimulacién
estrogénica del tumor. En mujeres premenopausicas, se utilizan analogos de LH-RH como
goserelina o leuprorelina para suprimir la funcidn ovarica, mientras que, en casos de
enfermedad avanzada o resistentes a tamoxifeno, se ha aprobado el uso de fulvestrant, un
degradador selectivo del receptor de estrogeno (SERD). En pacientes con sobreexpresion de
HER?2, el tratamiento con anticuerpos monoclonales como trastuzumab y pertuzumab, asi
como con conjugados anticuerpo-farmaco como T-DMI1 y Enhertu, ha mostrado mejorar
significativamente la supervivencia libre de progresion. Por su parte, los subtipos triple
negativos (TNBC), que carecen de receptores hormonales y HER2, requieren de esquemas
de quimioterapia mas agresivos; sin embargo, terapias emergentes como sacituzumab
govitecan y anticuerpos inmunomoduladores como pembrolizumab y atezolizumab estan
aportando nuevas perspectivas terapéuticas (31) (32). Todas las estrategias terapéuticas

actuales se refieren en la tabla 4.

A pesar de estos avances, persisten desafios relevantes como la aparicién de resistencia a
farmacos, toxicidad acumulada y heterogeneidad tumoral. Esto ha motivado la exploracion
de nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a blancos moleculares mas especificos, con el
objetivo de aumentar la eficacia y minimizar los efectos adversos, abriendo camino al disefio

racional de terapias mas personalizadas y tolerables (33).
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Medicamento Mecanismo de accion Subtipo tratado Estado

Doxorrubicina Antibidtico antraciclinico; Todos los subtipos (esquemas Aprobado
intercalante del ADN e inhibidor de neoadyuvantes y adyuvantes)
topoisomerasa II

Tamoxifeno Modulador selectivo del receptor de ER+/PR+ Aprobado
estrogenos (SERM)

Anastrozol / Letrozol / | Inhibidores de la aromatasa (3ra ER+/PR+ (postmenopausicas) Aprobado

Exemestano generacion)

Goserelina / Agonistas de LH-RH Cancer RH-sensible Aprobado

Leuprorelina (premenopausicas)

Fulvestrant Degradador del receptor de ER+/PR+, resistente a tamoxifeno Aprobado
estrogenos (SERD)

Ribociclib / Palbociclib | Inhibidores de CDK4/6 HR+ avanzado/metastasico Aprobado

/ Abemaciclib

Trastuzumab / Anticuerpos monoclonales anti-HER2 | HER2+ Aprobado

Pertuzumab

T-DM1 / Enhertu Conjugados anticuerpo-farmaco (anti- | HER2+ metastasico Aprobado
HER2)

Sacituzumab govitecan | Conjugado anticuerpo-farmaco TNBC refractario Aprobado

Pembrolizumab / Inmunoterapia anti-PD-1 / anti-PD-L1 | TNBC metastasico Aprobado

Atezolizumab

Tabla 4 Principales tratamientos aprobados para el cancer de mama segun subtipo molecular

2.4 Alternativas Etnobotanicas

Los efectos adversos de las terapias convencionales para el cancer de mama han motivado la
busqueda de alternativas terapéuticas complementarias, especialmente aquellas derivadas de
compuestos naturales. En este contexto, la etnobotdnica disciplina que integra el
conocimiento tradicional sobre plantas medicinales ha contribuido a la identificacion de

especies con potencial farmacoldgico que pueden ser aprovechadas en la oncologia moderna.

Entre las especies de interés, destacan Malachra alceifolia (familia Malvaceae) y
Heliotropium indicum (familia Boraginaceae), ampliamente utilizadas en la medicina
tradicional para tratar diversas afecciones inflamatorias, infecciosas y cronicas. Ambas
plantas contienen metabolitos secundarios como flavonoides, alcaloides, saponinas,
triterpenos y compuestos fenolicos, muchos de los cuales han sido reportados con actividad

antioxidante, antiinflamatoria, proapoptoética y antitumoral (34).

Aunque la evidencia preclinica sobre su eficacia contra el cadncer aun es incipiente, diversos
estudios in vitro han comenzado a caracterizar los principios activos presentes en estas
especies, asi como su capacidad de interactuar con proteinas clave implicadas en la
progresion del cancer de mama, lo que las posiciona como candidatas relevantes para

estudios de acoplamiento molecular y validacion terapéutica.
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2.4.1 Malachra alceifolia Jacq.

Malachra alceifolia es una especie nativa de regiones tropicales de América, incluida
Colombia, donde ha sido empleada en la medicina tradicional como emoliente,
antiinflamatorio y antiséptico. Su composiciéon fitoquimica incluye flavonoides,
leucoantocianidinas, triterpenos y saponinas, compuestos asociados a efectos farmacoldgicos
como actividad antioxidante, hepatoprotectora y posible citotoxicidad en lineas tumorales.
Si bien los reportes sobre su actividad antitumoral son atn limitados, los estudios disponibles

respaldan su potencial como fuente de principios activos con aplicaciones oncologicas (35).

2.4.2 Heliotropium indicum

Heliotropium indicum, conocido como “tornasole indio”, es una planta ampliamente
distribuida en regiones tropicales de Asia, Africa y América. Tradicionalmente se utiliza para
tratar infecciones, heridas, enfermedades renales y alteraciones menstruales. Su riqueza
fitoquimica se debe a la presencia de alcaloides pirrolizidinicos como heliotrina, indicina y
lasiocarpina, asi como saponinas, esteroides y taninos. Aunque estos alcaloides han sido
descritos con propiedades citotoxicas y antiproliferativas en lineas tumorales,
particularmente frente a cancer de higado, pulmén y mama, su perfil toxicologico representa
un desafio considerable. Estudios toxicoldgicos han documentado efectos adversos como
hepatotoxicidad aguda y crénica, genotoxicidad, mutagenicidad y potencial carcinogénico,
asociados principalmente al metabolismo hepatico de estos compuestos a intermediarios
reactivos (36) (37). Por tanto, el desarrollo de fitoterapicos basados en H. indicum debe
considerar enfoques de fraccionamiento, purificaciéon y modificacion estructural que

reduzcan su toxicidad sin comprometer su eficacia biologica.
2.4.3Principios Activos
2.4.3.1 Principios activos de Malachra alceifolia y Heliotropium indicum

En la busqueda de nuevos agentes terapéuticos contra el cdncer de mama, los compuestos
naturales presentes en Malachra alceifolia y Heliotropium indicum representan una

alternativa prometedora. Algunos de los metabolitos secundarios aislados de estas especies,

21



como flavonoides y triterpenos, han mostrado afinidad por proteinas implicadas en procesos
clave como la regulacion del ciclo celular, la apoptosis y las vias inflamatorias, lo que

sustenta su estudio mediante simulaciones de acoplamiento molecular.

Complementariamente, diversos estudios recientes han validado experimentalmente el
potencial antitumoral de compuestos naturales presentes en estas plantas, como la quercetina
y el lupeol, en lineas celulares de cancer de mama. La quercetina ha demostrado capacidad
para inducir apoptosis y bloquear rutas de sefializacioén criticas como PI3K/Akt/mTOR y
JAK2/STATS3, reduciendo la proliferacion, migracién e invasion en lineas celulares como
MCF-7, MDA-MB-231 y 4TI, incluyendo subtipos triples negativo (38). Por su parte, el
lupeol ha sido asociado a la inhibiciéon de la transicion epitelio-mesénquima (EMT), la
induccion de autofagia, la regulacidon negativa de proteinas como MMP-2/9 y COX-2, asi
como la activacion de vias apoptdticas mediadas por caspasas, en modelos celulares como

MDA-MB-231 y MCF-7 (39).

Estos hallazgos respaldan que las afinidades observadas en estudios in silico, como el
presente, pueden corresponder a una actividad bioldgica real. Por ello, se justifica su
evaluacion experimental in vivo y su eventual desarrollo como fitofarmacos dirigidos a

blancos terapéuticos relevantes en el cancer de mama.

A continuacion, se presentan las tablas con los principales compuestos fitoquimicos
identificados en Malachra alceifolia (Tabla 5) y Heliotropium indicum (Tabla 6), junto con

su respectiva clasificacion y posibles actividades biologicas descritas en la literatura.

s . . . . Parte - ..
Principio activo Tipo de molécula vegetal Actividades farmacolégicas reportadas
. Metabolitos secundarios Hojas .. . L
Alcaloides . Jas y Antiinflamatorios; potencial inmunomodulador
nitrogenados flores
Saponinas Glucodsidos esteroidales / Toda la Cicatrizantes, hipocolesterolémicas,
P triterpenoides planta proapoptoticas, anticancerigenas
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pigmentarios

Flavonoides, polifenoles Hojas y Antioxidantes, moduladores enzimaticos,
Flavona . . .
(estructura C6-C3-C6) tallos antiproliferativos
. L. . Antioxidantes; interés farmacéutico por su
Leucoantocianidinas| Precursores de antocianinas Hojas .
estabilidad estructural
Triterpenos, terpeno de 30 , Citotoxicos; actividad antitumoral potencial al
Taraxerol Parte aérea . .1
carbonos conjugarse con uridina
- Flavonoides glucosilados . Antitumorales; actlian sinérgicamente al
Antocianinas Hojas

conjugarse con azucares

Tabla 5. Principios activos identificados en M. alceifolia y sus propiedades bioldgicas.

Principio activo Tipo de molécula v};ZZ::l Actividades farmacolégicas reportadas
S Alcaloide de Hojas y Citotdxica; potencial antitumoral (restringido por toxicidad
Heliotrina S .
pirrolizidina tallo hepatica)
Indicidina Allcal(.)l(.le. de Hojas y Citotdxica; promueve apoptosis en células tumorales
pirrolizidina tallo
Lasiocarpina A_lcalc_n(.ie_ de Hojas y Actividad antiproliferativa documentada in vitro
pirrolizidina tallo
Heleurina Alcalc.nc.ie. de Hojas y Similar actividad que heliotrina; potencial citotéxico
pirrolizidina tallo
N-oxido de Derivado oxidado de . Efecto genotdxico y citotoxico; se estudia su dosificacion
IR . Semillas
heliotridina alcaloide segura
Espermidina Amina poliaminica Hojas Antioxidante; modula proliferacion y diferenciacion celular
Chalinasterol Fitosterol Toda la Antiinflamatorio; Tegula pe@eabllldad de membrana y
planta diferenciacion celular
. Toda la Antiinflamatorio, hipocolesterolémico; implicado en
Campesterol Fitosterol i
planta estabilidad de membranas

23




Estigmasterol Fitosterol F;?:r?t;a Modulador hormonal; inhibidor tumoral indirecto
. Toda la Anticancerigeno, antioxidante, antiinflamatorio,
Lupeol Triterpeno .. .
planta hipolipemiante
Raponona Triterpeno Toda la Antihiperglucémico, hipolipen}i?nte; potencial preventivo en
planta comorbilidades

Tabla 6. Principios activos identificados en H. indicum y sus propiedades bioldgicas.

3. DISENO METODOLOGICO

Este estudio es de tipo descriptivo, transversal y exploratorio, basado en herramientas

bioinformaticas para el analisis de interacciones proteina-ligando mediante acoplamiento

molecular (molecular docking). Este estudio se desarroll6 mediante el siguiente flujo de

trabajo:

Seleccion de proteinas blanco asociadas al cancer de mama por medio de bases de
datos bibliograficas y bases de datos bioinformaticos.

Obtencioén de estructuras 3D de proteinas: se priorizaron modelos cristalograficos de
Uniprot (39). En ausencia de estos, se utilizaron predicciones de AlphaFold extraidas
desde UniProt (40).

Seleccion y preparacion de principios activos de Malachra alceifolia y Heliotropium
indicum (via PubChem y optimizacién con Avogadro).

Andlisis preliminar maultiple de interacciones proteina-ligando (docking con
PyRx/Autodock Vina).

Seleccion de los compuestos con mayor afinidad energética por proteina,
considerando criterios de union en el sitio activo.

Anadlisis mediante el software COACH para prediccion de sitios de activos de las
proteinas.

Andlisis de interacciones proteina-ligando dirigidas con los principios activos

seleccionados.
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e Prediccion del perfil farmacocinético y toxicidad de los compuestos seleccionados

mediante ADMETLab 2.0, como complemento a la evaluacion de afinidad de union.

3.1 Universo, Poblacion Y Muestra
El universo del estudio esta constituido por las catorce proteinas seleccionadas, referenciadas

a continuacion en la tabla 7.

CASP3 IL-6
FAS IL-1B
BID IFNy
TP53 IL-10
BCL-XL- BCL2 | TGFp
MCL-1 PGK1
RBI HSP90

Tabla 7. Proteinas seleccionadas, asociadas al cancer de mama
Estas proteinas fueron identificadas y seleccionadas a partir de los genes implicados en el
desarrollo del cancer de mama y su especial relevancia funcional en la progresion tumoral y
caracterizacién estructural, conforme a los resultados obtenidos durante la busqueda

bibliografica.

Adicionalmente, se priorizaron aquellas con evidencia experimental sélida y anotacion
confiable, como IL-6, TP53 y HSP90, por su papel clave en procesos como inflamacion,
regulacion del ciclo celular y estabilidad de oncoproteinas, respectivamente. Esta seleccion
permitio abarcar rutas moleculares complementarias y evaluar el potencial de los principios

activos seleccionados.

La poblacién esta representada por los principios activos con potencial actividad antitumoral
presentes en las plantas medicinales Heliotropium indicum y Malachra alceifolia,

seleccionados a partir de la base de datos PubChem y sustentados en literatura cientifica.

Finalmente, la muestra corresponde a los principios activos de las plantas Heliotropium

indicum y Malachra alceifolia que, segun la evidencia fitoquimica disponible.
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3.2 Hipotesis, Variables, Indicadores

3.2.1 Hipdétesis

Los principios activos presentes en Malachra alceifolia y Heliotropium indicum podrian
interactuar con residuos clave de proteinas asociadas al cancer de mama, implicadas en
procesos de apoptosis, proliferacion celular y respuesta inflamatoria. Estas interacciones
pueden ser predichas mediante herramientas bioinformaticas y estudios de acoplamiento

molecular.

3.2.2 Variables del estudio

Para el presente estudio, la variable independiente corresponde a los principios activos
identificados en Malachra alceifolia y Heliotropium indicum, ya que estos son los elementos
experimentales que se introducen deliberadamente para evaluar su efecto sobre un sistema
bioldgico definido. Estos compuestos se seleccionaron por su potencial farmacologico

reportado en estudios previos y su posible actividad antitumoral.

Las variables dependientes incluyen parametros bioinformdaticos que permiten evaluar el

efecto de los compuestos, tales como:

e Afinidad de union (valores de energia libre de acoplamiento obtenidos por docking
molecular),

e Interacciones moleculares (tipo y numero de enlaces con residuos activos),

e Perfiles de expresion génica (cuando se analiza la relacion con genes diana en bases
de datos transcriptomicas),

e Predicciones ADMET (absorcion, distribucidon, metabolismo, excrecion y toxicidad),
que indican el posible comportamiento farmacocinético y de seguridad de los

compuestos.
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3.3 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

3.3.1 Bases de datos empleadas para la busqueda de estructuras tridimensionales de
macromoléculas proteicas asociadas con el cancer de mama.

La seleccion de los genes de interés se realizo mediante una revision bibliografica sistematica
en bases de datos cientificas como PubMed, Scopus y ScienceDirect. Se identificaron
aquellos genes cuya expresion ha sido consistentemente asociada con el desarrollo y
progresion del cancer de mama, de acuerdo con lo reportado en estudios previos. El criterio
principal de inclusion fue la implicacion funcional del gen en procesos clave como apoptosis,
proliferacion celular, sefializacion intracelular y respuesta inflamatoria. No se realizd un
analisis genético propio, sino que se basd en informacion previamente validada en la
literatura cientifica. A partir de los genes seleccionados, se identificaron las proteinas

codificadas correspondientes con las que se trabajaron los acoplamientos moleculares.
3.3.1.2 Bases de datos bioinformaticas empleadas

Para cada una de las catorce proteinas, se consultd la base de datos UniProtKB (39), se
priorizaron aquellas con un alto annotation score 5/5 y evidencia experimental que respaldara

su participacion en el cancer de mama.

Posteriormente, se accedid a la seccion "Structure" dentro de cada ficha de UniProt, donde
se recopilaron las estructuras tridimensionales disponibles. Se priorizaron modelos
estructurales obtenidos mediante la base de datos AlphaFold Protein Structure Database (40),
dado que muchas de estas proteinas no cuentan con estructuras cristalograficas completas en
PDB. Las estructuras seleccionadas se descargaron en formato “pdb”, y se evaluaron sus
pardmetros de calidad estructural como el pLDDT (predicted Local Distance Difference

Test) score, priorizando aquellas con valores promedio a 70.

Posterior a la obtencién de las estructuras, se llevo a cabo la busqueda de las estructuras

quimicas de los principios activos de Malachra alceifolia y Heliotropium indicum.

La busqueda se efectu6 en PubChem (51). Los principios activos de interés fueron
identificados mediante su nombre comun, nombre sistematico o numero CAS, y sus

estructuras moleculares se descargaron en formato SDF (Structure Data File), el cual
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contiene coordenadas moleculares en dos o tres dimensiones, junto con la conectividad

atomica.

3.3.2 Software empleados para la preparacion de las estructuras y analisis
moleculares.

Para la preparacion de los ligandos, se utilizé el programa Avogadro (41), el cual permite
realizar ajustes estructurales y preparar compuestos para estudios de acoplamiento
molecular. A partir de los archivos descargados de PubChem, en formato “sdf”, se procedio

a la optimizacion de la geometria molecular de cada compuesto.

Para el analisis de acoplamiento molecular multiple se emple6 el programa PyRx, el cual es
un software de disefio de farmacos asistido que permite un estudio multiple (version 0.8)
(42). Este analisis permiti6 llevar a cabo un proceso de cribado virtual (virtual screening)
que facilité la identificacion preliminar de las combinaciones ligando-proteina con mayor
afinidad energética, medida a través de los valores de energia libre de acoplamiento (AG, en

kcal/mol) y valores de RMSD (Root Mean Square Deviation)

Adicionalmente, PyRx mostr6 valores de RMSD (Root Mean Square Deviation)
correspondientes a la comparacion entre las diferentes conformaciones o poses generadas
para cada ligando durante el acoplamiento. Una baja diferencia de RMSD entre la mejor pose
y las siguientes puede sugerir estabilidad conformacional del ligando en el sitio de union.
Sin embargo, es importante aclarar que estos valores no corresponden a una validacion con
estructuras co-cristalizadas, por lo que no deben interpretarse como una medida de exactitud

estructural frente a datos experimentales.

Para la identificacion de los sitios activos en las proteinas seleccionadas, se utilizo la
herramienta bioinformatica COACH (43), la cual predice posibles sitios de unién a ligandos

a partir de estructuras tridimensionales.

Con base en los resultados obtenidos en las etapas previas, se llevaron a cabo estudios de
acoplamiento molecular dirigido. El proceso de acoplamiento se realizd utilizando

AutoDock Vina (44).

3.3.3 Analisis de toxicidad mediante uso de herramientas bioinformaticas
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Como paso final y complementario se llevé a cabo la evaluacion de hepatoxicidad y
neurotoxicidad de los principios activos seleccionados para los acoplamientos dirigidos
mediante la herramienta de ADMETLab 2.0 (Absorcién, Distribucion, Metabolismo,
Excrecion y Toxicidad) (45).

4. RESULTADOS

Con el objetivo de mejorar la calidad estructural de los principios activos, se empled el campo
de fuerza MMFF94 (Merck Molecular Force Field 94), disponible en el software
Avogadro. Este campo de fuerza es ampliamente reconocido por su precision en la prediccion
de propiedades conformacionales e interacciones de compuestos orgdnicos. Su aplicacion
permitio eliminar tensiones estéricas asociadas a conformaciones no naturales, como enlaces
distorsionados o angulos inadecuados, facilitando asi la relajacion geométrica del ligando,
(para el presente estudio correspondieron a los principios activos de las plantas
seleccionadas) y obteniendo una conformaciéon inicial més estable. Este proceso de
optimizaciodn resulta crucial para minimizar errores estructurales que puedan comprometer
la precision de los estudios de acoplamiento molecular.

La optimizacidn estructural representa un paso fundamental en los estudios in silico, ya que
incrementa la fiabilidad en la prediccion de interacciones proteina-ligando. Una vez
optimizados, los principios activos fueron exportados en formato “. mol2”, el cual conserva

informacidon como los tipos de enlace, coordenadas atomicas y cargas parciales.

4.1. Estructuras tridimensionales de las proteinas relacionadas en el cancer de mama

Una vez seleccionadas las proteinas, se procedio a consultar sus estructuras en formato 3D.
En la Tabla 8 se resumen los datos més relevantes para cada proteina, incluyendo su nombre,
gen asociado, codigo UniProt, anotattion score y el identificador del modelo estructural de
AlphaFold. Esta informacion fue crucial para continuar con el disefio de los experimentos in
silico de acoplamiento molecular entre proteinas y ligandos derivados de extractos vegetales.
En este estudio se priorizaron aquellas proteinas que presentaban un annotation score igual
o superior a 4, con el fin de asegurar que las secuencias seleccionadas estuvieran bien
caracterizadas funcionalmente y contaran con evidencia experimental disponible, lo cual

respalda la validez de su uso como dianas terapéuticas en analisis de acoplamiento molecular.
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COD ACCESO

proprotein

, CODIGO ANOTATTION
PROTEINA GEN ALPHAFOLD
UNIPROT SCORE
1 Apoptosis regulator Bel-2 BCL-2 P10415 5/5 AF-P10415-F1-v4
2 Caspase - 3 CASP-3 P42574 5/5 AF-P42574-F1-v4
Tumor necrosis factor receptor
3 FAS P25445 5/5 AF-P25445-F1-v4
superfamily member 6
BH3-interacting domain death
4 ) BID P55957 5/5 AF-P55957-F1-v4
agonist
5 Retinoblastoma-associated protein RBI1 P06400 5/5 AF-P06400-F1-v4
6 Interleukin-6 IL6 P05231 5/5 AF-P05231-F1-v4
7 Interferon gamma receptor 1 IFNGRI1 P15260 5/5 AF-Q30DS9-F1-v4
8 Interleukin-1 beta IL1B P01584 5/5 AF-P01584-F1-v4
9 Interleukin-10 IL10 P22301 5/5 AF-P22301-F1-v4
10 Phosphoglycerate kinase 1 PGK1 P00558 5/5 AF-P00558-F1-v4
11 Heat shock 90 kDa protein 1-like HSPAIL P34931 5/5 AF-P34931-F1-v4
12 Cellular tumor antigen p53 P53 P04637 5/5 AF-P04637-F1-v4
BCL2LI;
13 Bcl-2-like protein 1 Q07817 5/5 AF-Q07817-F1-v4
BCLXL
Transforming growth factor beta-1
14 TGFBI P01137 5/5 AF-P01137-F1-v4

Tabla 8. Resultados de la busqueda de estructuras 3D.

4.1.1 Principios activos consultados en PubChem
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Los principios activos de interés fueron identificados y consultados en la base de datos
PubChem, se selecciond este servidor porque es una de las bases de datos quimicas mas
completas, fiables y accesibles. La seleccion de los compuestos se fundamentd en reportes
etnofarmacologicas y estudios previos que documentan la presencia de metabolitos
secundarios con potencial citotoxico o antitumoral en Malachra alceifolia y Heliotropium
indicum.

De cada compuesto se extrajeron datos relevantes para su caracterizacion y posterior analisis
in silico, incluyendo el nombre quimico, formula molecular, y sus estructuras moleculares
en dos dimensiones. Estos datos son fundamentales para garantizar la precision en los

procesos de optimizacion geométrica y acoplamiento molecular.

Los compuestos fueron descargados en formato “sdf” (Structure Data File), el cual preserva
la informacion sobre la conectividad atémica y coordenadas espaciales necesarias para su
posterior procesamiento en herramientas de ediciéon y simulacion molecular. Dos tablas
resumen con los principios activos seleccionados para cada compuesto y sus propiedades se
presentan a continuacion en las tablas 9 y 10, mientras que las representaciones estructurales

completas se anexan al final del documento.
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Consulta de principios activos en PubChem para M. alceifolia

PRINCIPIO ACTIVO | ESTRUCTURA 2D | FORMULAR MOLECULAR
1
Flavona L0 S C15H1002
Taraxerol C30H500
L]
Quercetina @0 C15H1007

Tabla 8. Principios activos relevantes de M. alceifolia.

Consulta de principios activos en PubChem para H. indicum

PRINCIPIO ACTIVO | ESTRUCTURA 2D | FORMULAR MOLECULAR
Lupeol ngg%z C30H500
Campesterol ﬂ’} C28H480
=
Stigmasterol u C29H480

Tabla 9. Principios activos relevantes de H. indicum.
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4.1.2 Acoplamiento Molecular Multiple Mediado Por PyRx

Se realizé un estudio de acoplamiento molecular multiple entre los principios activos de
Heliotropium indicum y Malachra alceifolia y las catorce proteinas seleccionadas, utilizando
la herramienta PyRx. Este andlisis permiti6 identificar, mediante la comparacion de energias
de afinidad, los ligandos con mejor desempeio para cada proteina.

4.1.3. Resultados de los acoplamientos multiples entre proteinas blanco y principios
activos de Heliotropium indicum.

En la Tabla 11 se presentan los resultados obtenidos de los acoplamientos moleculares. En
todos los casos, el valor de RMSD reportado por AutoDock Vina para la primera pose fue de
0.000. Este comportamiento es esperado, ya que dicho valor representa la desviacion
cuadratica media con respecto a la pose de referencia generada por el propio software, es
decir, la considerada 6ptima. Es importante sefialar que no se realiz6 una comparaciéon con
estructuras co-cristalizadas, por lo que el RMSD reportado no debe interpretarse como una
medida de precision estructural frente a datos experimentales, sino inicamente como una

referencia interna del algoritmo de Vina.

Para la seleccion de interacciones relevantes, se establecido un umbral de afinidad de -6.0
kcal/mol, valor considerado cominmente como indicativo de una interaccion potencialmente
estable entre ligando y receptor, segun lo reportado en estudios previos de acoplamiento
molecular (46).Valores mas negativos reflejan una mayor energia de unioén y, por tanto, una

mayor probabilidad de interaccion efectiva.

Los principios activos de H. indicum preseleccionados para los acoplamientos dirigidos

fueron: Stigmasterol, Lupeol y Campesterol, debido a la energia de afinidad, tabla 11.
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Acoplamiento Molecular Miiltiple con principios actives de Heliotropium indicum
Lizando -deido de Chalingsterol Stigmasteral -linalcl
Eieliotrins | Indicina ndicina Lssiocarping | Cinoglosina | Helewing |  Ihdmidods | Espermiding | Puirescins Fial Lupecl | Rapomons | Cmpestercl
heliomina
Proteina
Bkl 10 15 22 12 05 18 ET] 47 54 =51 T L8 12 50 42
Fedlimol | Eealmol | Ecalimol Ecalimol Keslmol | Kealmol | Eeslmol Ecalimal Ecalimol | Kealmol Helmol | Helmol | kcdlmoel | Ecalmol | Ecslmol
Caspasa 3. 13 28 21 34 0 18 25 18 23 33 14 22 53 43 EY]
Kcalmol | Eealmol | Ecalimol Ecalimol Kealmel | Kealmol | Ecslimol Ecalimel Ecalimol | Kealimol Kealmol | Kealmol | kcalwel | Ecslmol | Ecslmol
Fas. 13 18 12 40 0 B 34 a0 22 =51 L1 L0 78 58 18
Eealimel | Eealimol | Eealimol Eealimol Kealmel | Kealmol | Eralimol Ecalimel Eealimol | Kealimol Heslmol | Heabmol | kealiwel | Eealtmol | Eeslwmol
EID. 23 0 39 =3 15 a5 12 25 34 52 20 13 EE] 15 34
EHealimel | Eealimol | Eealimol Ecalimol Kealmel | Kealmol | Eralimol Ecalimel Eealimol | Kealmol Heslmol | Heabmol | kel | Eraltol | Eeslwol
RE1 10 28 14 42 05 45 18 12 22 44 13 11 ET 33 53
Ecalmol | Kealmol | Ecaltmol Ecalimol Kcalmel | Kealmol | Eealwmol Ecalmol Ecalmol | Kealmol Kelmol | Haalmol | kcalwel | Kealwmol | Ecalwmol
L6 BT 41 o 10 18 28 13 11 15 70 23 18 10 45 43
Kalmel | Kealmol | Ecalmol Ecalimol Kaalmel | Kealmol | Erslmol Ecalmal Ecalmol | Kealmol Keilmol | Kelmol | Eeslmal | Ecalmol | Ecslmol
R, 26 Ex 26 13 17 40 23 18 Er 49 23 10 5 50 34
Kedlimol | Eealmol | Ecalimol Ecalimol Keslmol | Kealmol | Eealmol Ecalimal Ecalimol | Kealmol Helmol | Healmol | Eeslmal | Ecslmol | Ecslimol
Lp 08 Ex 21 11 18 X 10 Ex 13 15 31 29 12 54 ET]
Kodlimol | Eealmol | Ecalimol Ecalimol Kealmol | Kealmol | Eealmol Ecalimal Ecalimol | Kealimol Helmol | Healmol | kclimoel | Eeslmol | Ecslmol
10 23 17 08 18 18 21 13 17 17 50 08 21 s 22 EH
Kcalmol | Eealmol | Ecalimol Ecalimol Kealmol | Kealmol | Ecslimol Ecalimel Ecalimol | Kealimol Ecalmol | Kealmol | Eealmol | Ecslmol | Ecslimel
PGHL 23 15 a3 20 08 a7 28 15 14 79 18 a7 43 15 83
Healimel | Eealimol | Ecabimol Eealimol Kealmel | Kealmol | Eralimol Ecalimel Ecalimol | Kealmol Heslmol | Heabmol | Eeslwel | Eealiol | Ecalwmel
HsPo0 ES a3 21 18 21 27 18 42 02 -85 24 22 53 22 =0
Eealimel | Eealmol | Healmol Ezalimol Kealmel | Kealmol | Eralimol Ecalimel Ecalimol | Kealmol Heslmol | Hebmol | Helmel | Eealiol | Eeslwol
53] 17 14 Er 34 10 18 28 40 21 55 20 08 59 34 40
Ecalmal | Kealmol | Ecaltmol Ecalimol Kcalmel | Kealmol | Eealmol Ecalmol Ecalmol | Kealmol Eealmol | Healmol | kealwel | Kealwmol | Ecalwmol
B
poin 12 0z 10 =0 21 18 31 28 12 28 18 22 0 22 28
Eealmol | Kcalmol | Ecalmol Ecalimol Ecalmel | Kealmol | Eralwmol Ecalmol Ecalmol | Kealmol Kealmol | Kealmol | Eealmal | Kealmol | Ecalmol
TGFERL. 19 43 35 40 15 14 EX 41 S 50 34 s 78 50 40
Ecbmel | Eealwmol | Ecalmol Ecalimol Koalmol | Kealwol | Ecalwmol Ecalmol Ecalmol | Kealmol Ecilmol | ¥ealmol | kcatwel | Ecolmol | Ecaml

Tabla 10. Resultados Acoplamiento molecular multiple entre los principios activos de H. indicum y las proteinas
asociadas.

4.1.4 Resultados de los acoplamientos multiples entre proteinas blanco y principios
activos de Malachra alceifolia.

En la tabla 12 se presentan los resultados correspondientes a M. alceifolia, en donde, de igual

manera, se evaluaron todos los principios activos frente a las catorce proteinas de interés. Los

principios activos seleccionados fueron: Flavona, Quercetina y Taraxerol, bajo los mismos

parametros de seleccion aplicados previamente. Es importante resaltar el comportamiento del

principio activo Taraxerol, puesto que se observa que en todas las proteinas evaluadas mostraron

valores de energia de afinidad inferiores a -6 kcal/mol, lo que sugiere un alto potencial de

interaccion (57).

Al igual que en los acoplamientos realizados con H. indicum, el valor de RMSD reportado para la

primera pose generada por AutoDock Vina fue de 0.000 en todos los casos, lo cual es esperado

dado que esta pose se toma como referencia en el calculo interno del programa.
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Acoplamiento Molecular Miltiple con principios activos de Malachra alceifolia
Ligando
Saponina Flavona Taraxerol Antocianinas Quercetina Gal 1os
Proteina
Baa 08 68 72 21 2 18
Kealimol Realimol Kealimol Eeallmol Kealimol Kealimol
13 74 38 3 75 18
- 74 -8 34 75 -1
Caspasa3 Realimol Kealmol Kealtmol Kealimol Kealimol Kealimol
s 15 338 85 a3 20 EX]
! Kealimol alimel Kealimol Eealimol Kealimol Kealimol
D 23 85 32 53 23 a5
Kealmol Kealimol Kealmol Eealimol Kealimol Kealimol
s51 10 a7 32 42 45 a5
Keal'mol Realimol Kealimol Eecalimol Kealimol Kealimol
29 o . 10 5
. 23 65 60 29
6 Realimel Kealimol Kealimol Kealmal Kealimol Kealimol
26 60 . . .
g o 19 13 35 40
R Realimol Kealimel et Eealimol Kealiol Kealimol
_ 08 63 75 11 1 ET]
Kealimol Realfmol Kealimol Kealimol Kealimol Kealimol
110 13 0 EL) 18 03 o
- Keal'mol - Kealtnol Eealimol Kealmol e
Kealimol
! e 23 60 20 03 27
PEEL Realimal Eealimal Kealmol Eealimol Kealmol Healmol
S 35 45 60 18 0 27
Hsps0 Kealimol Kealimol Kealmol Kealimol Kealimol Kealimol
- - 14 70 34 60 18
33 Ke Kealimol Kealimol Kealimol Kealimol Kealimol
Bel2-like protein 12 78 'ﬁid 50 a5 19
Kealimol Kealimol 5= Kealimol Kealimol Kealizol
19 63 78 40 23 14
TGFBRI Kealimol Realimel Kealtmol Kealimol Kealimal Kealimol

Tabla 11. Resultados del multiscreening realizado en PyRx. (41) para los principios activos de M. alceifolia.
De acuerdo con los resultados presentados en las Tablas 11 y 12, se identificaron seis
principios activos pertenecientes a H. indicum y M. alceifolia, por presentar los valores de

afinidad energética mas favorables en los estudios de acoplamiento molecular.

4.2 Acoplamientos Dirigidos

La energia de Gibbs, conocida en los programas de docking como energia de afinidad,
representa la energia libre asociada a la formacion del complejo ligando-proteina. Un valor
mas negativo de esta energia indica una mayor estabilidad del complejo y una interaccion
mas favorable desde el punto de vista termodindmico. Por esta razon, se empleé como criterio
de seleccion que los ligandos presentaran energias de uniéon menores a 0 kcal/mol,

considerandose mas prometedores en posibles terapias.

Teniendo en cuenta esta energia se determind que Stigmasterol, Lupeol y Campesterol de H.
indicum y Flavona, Quercetina y Taraxerol de M. alceifolia se acoplan mejor a las catorce

proteinas seleccionadas para el estudio.
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En esta fase del anélisis, de los seis principios activos preseleccionados, se seleccionaron los
cuatro con mejores caracteristicas energéticas para ser evaluados como ligandos finales, esto
dependiendo de los resultados en los valores de afinidad, teniendo en cuenta que varian de

acuerdo con cada proteina.
A continuacidn, se describen los principales tipos de interacciones evaluadas:

o Puentes de hidrogeno: Interacciones direccionales entre un &tomo de hidrégeno unido
a un elemento electronegativo (como N o O) y otro atomo electronegativo cercano.

Son esenciales para la orientacion precisa del ligando dentro del sitio activo. (47)

e Fuerzas de Van der Waals: Interacciones débiles que se producen entre &tomos muy
proximos. Aunque individuales son poco energéticas, en conjunto contribuyen

significativamente a la estabilidad del complejo (48).

o Interacciones hidrofobicas y aromadticas: Se presentan entre grupos no polares o
anillos aromadticos del ligando y residuos hidrofobicos de la proteina. Estas
interacciones son claves para la fijacion del ligando en cavidades hidrofébicas del

receptor (49).

o Interacciones electrostaticas: Se basan en la atraccion entre cargas opuestas o dipolos,
lo que da lugar a interacciones i6nicas o dipolo-dipolo dentro del sitio activo. Estas

fuerzas también contribuyen a la afinidad y especificidad del acoplamiento (49).

El anélisis conjunto de la energia de afinidad y de las interacciones moleculares permitio
seleccionar los ligandos con mayor potencial para establecer uniones estables y especificas,
proporcionando informacion relevante para futuras etapas de validacion experimental.

4.2.1 Interacciones moleculares de proteinas blanco y los principios activos
seleccionados

En esta seccidon se presentan los resultados del analisis de acoplamiento molecular entre las

proteinas seleccionadas y los cuatro principios activos seleccionados.

Estas representaciones son fundamentales para comprender la calidad del acoplamiento, ya
que evidencian la formacion de interacciones no covalentes clave como puentes de

hidrogeno, interacciones hidrofobicas, fuerzas de Van der Waals e incluso interacciones
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aromaticas o electrostaticas que en conjunto sustentan la afinidad observada y contribuyen a

la estabilidad del complejo.

La presentacion se realizo por su clasificacion funcional: Proapoptoéticos (P53, Casp3, Fas 'y
Bid) Antiapoptoéticos (Bcl-2, RB1, Bcl-xL) Citocinas proinflamatorias (IL-6 y IL-1p)
Citocinas antiinflamatorias/ inmunorreguladores (IL10 y IFNGR1) Factores metabolicos y

de estrés celular (PGK1, HSP90 y TGF-B1).

4.2.1.1 Interacciones entre P53 y principios activos de H. indicum

A continuacion, se presentan los resultados del analisis de interacciones moleculares
obtenidas mediante estudios de docking especifico entre las proteinas P53 y los dos
principios activos (Stigmasterol y lupeol) de H. indicum, seleccionados en la etapa de
multiscreening realizada con PyRx. Las visualizaciones generadas permiten examinar los
complejos proteina-ligando formados, resaltando de los sitios de unidn, asi como la
orientacion espacial de cada compuesto dentro del sitio activo de la proteina, las
interacciones se encuentran relacionadas a continuacién en las figuras 1 y 2. Para lupeol la

energia de afinidad es de -7.5kcal/mol y para stigmasterol de -6.4 kcal/mol.

Figura 1. Acoplamiento molecular entre el compuesto vegetal Lupeol de H. indicum (color rojo) y la proteina P53. Los
puntos verdes indican los aminoacidos involucrados en contactos hidrofobicos con el ligando.
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Figura 2. Acoplamiento molecular entre el compuesto vegetal Stigmasterol de H. indicum (color rojo) y la proteina P53.
Los aminoacidos en amarillo generan interacciones polares de tipo puentes de hidrogeno representadas con las lineas
punteadas en color negro. Los puntos verdes indican los aminoacidos involucrados en contactos hidrofobicos con el
ligando.

4.2.1.2 Interacciones entre P53 y principios activos de M. alceifolia

A continuacion, se presentan los resultados del andlisis de interacciones moleculares
obtenidas mediante estudios de docking especifico entre la proteina P53 y los dos principios
activos (quercetina y taraxerol) de M. alceifolia, seleccionados en la etapa de multiscreening
realizada con PyRx. Las visualizaciones generadas permiten examinar los complejos
proteina-ligando formados, resaltando de los sitios de unioén, asi como la orientacion espacial
de cada compuesto dentro del sitio activo de la proteina, las interacciones para cada uno de

los ligandos mencionados se observan en las figuras 3 y 4.

La energia de afinidad para quercetina es de -6.4 kcal/mol y para taraxerol de — 6.8 kcal/mol.
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Figura 3. Acoplamiento molecular entre el compuesto vegetal Quercetina de Malachra alceifolia (color rojo) y la proteina
P53. Los aminoacidos en amarillo generan interacciones polares de tipo — puentes de hidrogeno representadas con las
lineas punteadas en color negro. Los puntos verdes indican los aminoacidos involucrados en contactos hidrofébicos con

el ligando.

Figura 4. Acoplamiento molecular entre el compuesto vegetal Taraxerol de M. alceifolia (color rojo) y la proteina P53.
Los aminoacidos en amarillo generan interacciones polares de tipo, puentes de hidrogeno representadas con las lineas
punteadas en color negro. Los puntos verdes indican los aminoacidos involucrados en interacciones hidrofoébicas con el

ligando.

4.2.1.3 Interacciones entre Caspasa 3 y principios activos de H. indicum

A continuacion, se presentan los resultados del andlisis de interacciones moleculares

obtenidas mediante estudios de docking especifico entre la proteina Caspasa 3 y el principio
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activo seleccionado (lupeol) de H. indicum escogidos en la etapa de multiscreening realizada
con PyRx. Este acoplamiento presenta una energia de union de -6.5kcal/mol, se observan
interacciones de tipo electroestaticas de tipo aromdtico, en este acoplamiento no se
obtuvieron interacciones de tipo puentes de hidrogeno. Las interacciones se visualizan en la

figura 5.

Figura 5. Casp-3 y Lupeol H. indicum, las lineas amarillas representan las interacciones de tipo electroestaticas los colores
rojos, azules, blancos y grises representan los atomos en el modelo.

4.2.1.4 Interacciones entre Caspasa 3 y principios activos de M. alceifolia

Los resultados del andlisis de interacciones moleculares obtenidas mediante estudios de
docking especifico entre la proteina Caspasa 3 y los principios activos seleccionados
(flavona, quercetina y taraxerol) de M. alceifolia, escogidos en la etapa de multiscreening
realizada con PyRx.

Las interacciones observadas se ilustran en las figuras 6,7 y 8.

El acoplamiento de la figura 6, presenta una energia de union -7.0 kcal/mol, se observan
puentes de hidrogeno entre el ligando y la proteina, pero en su mayoria se observan uniones

de tipo electroestaticas
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Figura 6. Casp-3 y Flavona M. alceifolia, las lineas azules, representan las interacciones de tipo puentes de
hidrogeno, las lineas amarillas representan las interacciones de tipo electroestaticas, los colores rojos, azules,
blancos y grises representan los atomos en el modelo.

P

Figura 7. Casp3 y Quercetina M. alceifolia, los puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises representan
los atomos en el modelo.

En la figura 7, se observa la interaccion entre el ligando Quercetina de M. alceifolia y la
proteina, este acoplamiento presenta una energia de union de -6.7 kcal/mol, se observa una
interaccion de puente de hidrogeno entre grupos hidroxilo de la quercetina y residuos polares
del sitio catalitico de Casp3, ademas también se observan interacciones de tipo

electroestaticas.

En cuanto a la interaccién entre el ligando Taraxerol de M. alceifolia y la proteina,

(interaccion referenciada en la figura 8). Este acoplamiento presenta una energia de union de
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-7.3 kcal/mol, aqui se observan interacciones de tipo aromatico en sitios activos de la

proteina, uniones por medio de interacciones de puentes de hidrogeno.

Figura 8. Casp-3 y Taraxerol M. alceifolia, los puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises representan
los atomos en el modelo.

4.2.1.5 Interacciones entre FAS y principios activos de H. indicum

Los complejos generados entre la proteina Fas y los compuestos stigmasterol y lupeol
derivados de H. indicum, fueron evaluados mediante docking dirigido. Las interacciones
analizadas pueden ser visualizadas en las figuras 9 y 10, lo cual permite interpretar la
orientacion del ligando y su posible estabilidad en el sitio activo.

En la figura 9, se observa la interaccion de la proteina con stigmasterol, esta union tiene una
energia de union de -7.0 kcal/mol, con presencia de interacciones de tipo puentes de
hidrogeno e interacciones electroestaticas, a diferencia de las interacciones observadas entre
lupeol y la proteina (figura 10), la cual se observan interacciones electroestaticas y tiene una
energia de unién de -6.5 kcal/mol, aunque la energia es mayor en el principio activo lupeol,

este tuvo uniones en residuos clave en sitios de union de la proteina.
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Figura 9. FAS y Stigmasterol de
H. indicum, los puentes de
hidrogeno se observan en lineas
punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se
ven en linea punteadas amarillas,
los colores rojos, azules, blancos
y grises representan los atomos en
el modelo.

Figura 10. FAS y Lupeol de H.
indicum, las interacciones
electroestaticas se ven en linea
punteadas amarillas, los colores
rojos, azules, blancos y grises
representan los atomos en el modelo.

4.2.1.6 Interacciones entre FAS y principios activos de M. alceifolia

Los complejos generados entre la proteina Fas y los compuestos quercetina y taraxerol

derivados de M. alceifolia, fueron evaluados mediante docking dirigido. Las interacciones

estudiadas pueden ser visualizadas en las figuras 11 y 12, lo cual permite interpretar la

orientacion del ligando y su posible estabilidad en el sitio activo.
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Para las interacciones de la figura 11, que corresponden a quercetina con la proteina, se
observan interacciones de tipo puentes de hidrogeno e interacciones electroestaticas, la
energia de unidn para este acoplamiento es de -8.0 kcal/mol. En cuanto a las interacciones
entre taraxerol y la proteina referenciada en la figura 12, se observan interacciones de tipo

electroestaticas y puentes de hidrogeno, la energia de union es de -6.8 kcal/mol para este

complejo.

Figura 11. FAS y Quercetina de M. alceifolia, los puentes Figura 12. FAS y Taraxerol de M. alceifolia, los puentes de
de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas
amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises
representan los dtomos en el modelo. representan los d&tomos en el modelo

4.2.1.7 Interacciones entre BID y principios activos de H. indicum

Los complejos generados entre la proteina BID y el compuesto lupeol derivado de H. indicum
fueron evaluados mediante docking dirigido. Las interacciones estudiadas pueden ser

visualizadas en la figura 13, la energia de este acoplamiento es de -7.1 kcal/mol, con
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presencia de puentes de hidrogeno en todas sus interacciones y ubicacion del ligando lupeol

en residuos ubicados cerca al sitio activo de la proteina.

=

Figura 13. BID y Lupeol de H. indicum, los puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, los colores
rojos, azules, blancos y grises representan los atomos en el modelo.

4.2.1.8 Interacciones entre BID y principios activos de M. alceifolia

Para M. alceifolia se realizaron los acoplamientos con los siguientes principios activos:
flavona, quercetina y taraxerol, frente a la proteina BID, las interacciones evaluadas se
refieren en las figuras 14, 15 y 16 respectivamente. Para las interacciones obtenidas entre
flavona y BID (figura 14), la energia de union es de -6.6 kcal/mol con presencia de
interacciones electroestaticas e hidrofébicas. Para los principios activos de quercetina y
taraxerol (figura 15 y 16) las interacciones observadas son de tipo puentes de hidrogeno e
interacciones electroestaticas con una energia de unién de -6.4 kcal/mol para quercetina y

-6.3 kcal/mol para taraxerol.
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Figura 14. BID y Flavona de M. alceifolia, los puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises representan
los atomos en el modelo.

Figura 15 Bid y Quercetina de M. alceifolia, los puentes Figura 16. BID y Taraxerol de M. alceifolia, los puentes
de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas
amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises
representan los atomos en el modelo. representan los &tomos en el modelo.

4.2.1.9 Interacciones entre BCL-2 y principios activos de H. indicum

Los resultados del andlisis de interacciones moleculares obtenidas mediante estudios de
docking especifico entre la proteina BCL-2 y el principio activo seleccionado: Lupeol de H.
indicum, escogidos en la etapa de multiscreening realizada con PyRx, se presenta en la Figura
17. Esta unién se da en una cavidad hidrofébica de la proteina, mediante interacciones de

Van Der Waals y puentes de hidrogeno, con una energia de union de -6.9 kcal/mol.
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Figura 17. BCL-2 y Lupeol H. indicum, los puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, los colores
rojos, azules, blancos y grises representan los atomos en el modelo.

4.2.1.10 Interacciones entre BCL-2 y principios activos de M. alceifolia

Los resultados del andlisis de interacciones moleculares obtenidas mediante estudios de
docking especifico entre la proteina BCL-2 y los principios activos seleccionados (flavona,
quercetina y taraxerol) de M. alceifolia, escogidos en la etapa de multiscreening realizada
con PyRx se presenta a continuacion. Las interacciones observadas se ilustran en la figura
18, 19, 20.

En las figuras 18 y 19, se observan los acoplamientos ente los ligandos flavona y quercetina,
respectivamente y la proteina. El ligando flavona se encuentra en una zona mayormente
hidrofobica de BCL-2 y por su parte la quercetina en una cavidad superficial de la proteina.
En ambas uniones se evidencian interacciones por puentes de hidrégeno, presentando una

energia de union de -6.8 kcal/mol entre los ligandos y la proteina.

Figura 19. BCL-2 y Quercetina M. alceifolia, los puentes
de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, los
colores rojos, azules, blancos y grises representan los
atomos en el modelo.

Figura 18. BCL-2 y Flavona M. alceifolia, los puentes de
hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, los colores
rojos, azules, blancos y grises representan los 4tomos en el
modelo.
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En la figura 20, se observa la unién entre BCL-2 y el principio activo Taraxerol, el cual esta
ubicado en una cavidad hidrofobica interna de la proteina, presentando interacciones
hidrofobicas, puentes de hidrégeno y electrostaticas. La energia de union de este

acoplamiento es de -7.0 kcal/mol.

n

Figura 20. BCL-2 y Taraxerol M. alceifolia, los puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises representan
los atomos en el modelo.

4.2.1.11 Interacciones entre RB1 y principios activos de H. indicum

El docking dirigido entre RB1 y los principios activos stigmasterol y lupeol de H. indicum,
mostro interacciones relevantes en zonas funcionales del receptor. Las figuras 21 y 22
ilustran los complejos formados, evidenciando diferencias en el modo de unidén de cada

compuesto y su ajuste dentro del sitio activo.

En la figura 21 se observa la union entre stigmasterol y la proteina, se observan interacciones
de tipo puentes de hidrogeno e interacciones electroestaticas, adicionalmente el complejo

presenta una afinidad de union de -7.5 kcal/mol.
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Figura 21. RB1 y Stigmasterol de H. indicum, los puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises representan
los atomos en el modelo.

La figura 22 se relaciona el resultado de
las interacciones para el principio activo
lupeol con la proteina, se observaron
interacciones de tipo puentes de
hidrogeno e interacciones
electroestaticas, la energia de union para
este acoplamiento es de -7.4 kcal/mol.

Figura 22. RB1y Lupeol de H. indicum, los puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las interacciones
electroestaticas se ven en linea punteadas amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises representan los dtomos en
el modelo.

4.2.1.12 Interacciones entre RB1 y principios activos de M. alceifolia

Los complejos generados entre la proteina RB1 y los compuestos flavona y taraxerol
derivados de M. alceifolia fueron evaluados mediante docking dirigido. Se destacan
interacciones especificas en regiones funcionales de la proteina, visualizadas en las figuras
23 y 24, lo cual permite interpretar la orientacion del ligando y su posible estabilidad en el

sitio activo.

El analisis llevado a cabo para RB1 con flavona, se observaron la presencia de interacciones
electroestaticas inicamente (figura 23), a diferencia de taraxerol (figura 24), el cual presento

interacciones de tipo puentes de hidrogeno e interacciones electroestaticas con la proteina,

49



las energias de union para los complejos son de -7.6 kcal/mol y -7.5 kcal/mol

respectivamente.

Figura 23. RB1 y Flavona de M.
alceifolia, las interacciones
electroestaticas se ven en linea
punteadas amarillas, los colores
rojos, azules, blancos y grises
representan los atomos en el
modelo.

Figura 24. RB1 y Taraxerol de
M. alceifolia, los puentes de
hidrogeno se observan en lineas
punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se
ven en linea punteadas amarillas,
los colores rojos, azules, blancos
y grises representan los atomos
en el modelo.

4.2.1.13 Interacciones entre BCL-XL y principios activos de H. indicum

Los resultados del andlisis de interacciones moleculares obtenidas mediante estudios de
docking especifico entre la proteina BCL-XL y el principio activo seleccionado: lupeol de
H. indicum, escogidos en la etapa de multiscreening realizada con PyRx, se presenta en la

Figura 25. Esta union presenta interacciones electroestaticas, con una energia de unioén de

-8.3 kcal/mol.
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Figura 25. BCL-XL y Lupeol H. indicum, los puentes
de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul,
los colores rojos, azules, blancos y grises representan
los atomos en el modelo.

4.2.1.14 Interacciones entre BCL-XL y principios activos de M. alceifolia

Los resultados del andlisis de interacciones moleculares obtenidas mediante estudios de
docking especifico entre la proteina BCL-XL y los principios activos seleccionados (flavona,
quercetina y taraxerol) de M. alceifolia, escogidos en la etapa de multiscreening realizada

con PyRx se presenta a continuacion. Las interacciones observadas se ilustran en la figura

26,27y 28.

En la figura 26, se observa el acoplamiento entre la BCL-XL y el ligando Quercetina,
ubicandose esta en una hendidura superficial de la proteina, presentando interacciones de
tipo electrostaticas y puentes de hidréogeno. La energia de union tiene un valor de -7.7

kcal/mol.
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Figura 26. BCL-XL y Quercetina M. alceifolia, los
puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas
azul, y las interacciones electroestaticas se ven en linea
punteadas amarillas, los colores rojos, azules, blancos y
grises representan los atomos en el modelo.

En la figura 27 se observa la union del ligando
Flavonoide con una energia de uniéon de -8.3
kcal/mol, ubicada en un sitio profundo en la
proteina. Esta presenta interacciones en su
mayoria de puentes de hidrégeno, con una

energia de union de -8.3 kcal/mol.

Figura 27. BCL-XL y Flavona M. alceifolia, los puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises representan
los atomos en el modelo.

Adicionalmente, en la Figura 28 se observa el acoplamiento de la proteina BCL-XL y el
ligando taraxerol, se da en una zona superficial de la proteina, mediante interacciones
electrostaticas polares, puente de hidrogenos e hidrofobicas. Con una energia de union de -

7.2 kcal/mol.
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Figura 28. BCL-XL y Taraxerol M. alceifolia, los puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises representan
los atomos en el modelo.

4.2.1.15 Interacciones entre IL-6 y principios activos de H. indicum

El docking dirigido entre IL-6 y los principios activos campesterol y lupeol de H. indicum
mostro interacciones relevantes en zonas funcionales del receptor. La figura 29 ilustra los

complejos formados, evidenciando diferencias en el modo de union de cada compuesto.

Figura 29. IL-6 y Campesterol de H. indicum, los puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises representan
los atomos en el modelo.
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La interacciéon de campesterol con la proteina IL-6 presenta una afinidad de -6.3 kcal/mol,
teniendo interacciones quimicas de tipo puentes de hidrogeno e interacciones
electroestaticas, se observan algunas interacciones de tipo Van der Waals, dada la

proximidad entre las cadenas laterales de la proteina y la estructura central del ligando.

En la figura 30 se observan
las interacciones entre lupeol
y la proteina, con una energia
de afinidad de -6.8 kcal/mol,
interacciones mediadas por
puentes de hidrogeno e

interacciones electroestaticas.

Figura 30. IL-6 y Lupeol de H. indicum, los puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las interacciones
electroestaticas se ven en linea punteadas amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises representan los atomos en
el modelo.

4.2.1.16 Interacciones entre IL-6 y principios activos de M. alceifolia

Se realiz6 el analisis de interaccion entre IL-6 y los compuestos quercetina, taraxerol de M.
alceifolia, seleccionados por su afinidad energética en el docking multiple. Las imagenes
figuras 31 y 32 evidencian los tipos de enlace establecidos y la insercion del ligando en el

sitio catalitico o funcional de la proteina.

Figura 31. IL-6 y Quercetina de M. alceifolia, los puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises representan
los atomos en el modelo.
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En cuanto al acoplamiento entre taraxerol y la proteina, se observa que el compuesto se
acomoda de manera Optima en el sitio de union, se ven multiples interacciones de tipo
puentes de hidrogeno e interacciones de tipo electroestaticas, la ubicacion y energia de union

de -7.5 kcal/mol, sugieren un acoplamiento 6ptimo.

Figura 32. IL-6 y Taraxerol de M. alceifolia, los puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las

interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises representan
los atomos en el modelo.

4.2.1.17 Interacciones entre IL-1B y principios activos de H. indicum

Para la proteina IL-1B se presentan los resultados del analisis de interacciones moleculares
obtenidas mediante estudios de docking especifico con los principios activos stigmasterol y
lupeol de la planta H. indicum, escogidos en la etapa de multiscreening realizada con PyRx.
En la figura 33, se observa la interaccion entre stigmasterol y la proteina, en donde se
presentan interacciones de tipo puentes de hidrogeno e interacciones electroestaticas, de
igual manera sucede para lupeol, referenciados en la figura 34. Para las uniones la energia
es de -7.5 kcal/mol para el complejo formado por stigmasterol y -8.2 kcal/mol para el

complejo formado por lupeol.
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Figura 33. IL1B y stigmasterol H. indicum los puentes de
hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas
amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises
representan los atomos en el modelo.

Figura 34. IL1B y lupeol H. indicum los puentes de
hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas
amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises
representan los atomos en el modelo.

4.2.1.18 Interacciones entre IL-1B y principios activos de M. alceifolia

Los complejos generados entre la proteina IL1B y los compuestos quercetina y taraxerol

derivados de M. alceifolia fueron evaluados mediante docking dirigido. En las figuras 35 y

36, se observan las interacciones que presentan puentes de hidrogenos y uniones

electroestaticas. Las energias de union para el complejo formado por quercetina son de

-8.3 kcal/mol y para el complejo formado taraxerol es de -7.7 kcal/mol.
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Figura 35. IL1B y Quercetina M. alceifolia, los
puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas
azul, y las interacciones electroestaticas se ven en
linea punteadas amarillas, los colores rojos, azules,
blancos y grises representan los atomos en el modelo.

Figura 36. IL1B y Taraxerol M. alceifolia, los puentes
de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y
las interacciones electroestaticas se ven en linea
punteadas amarillas, los colores rojos, azules, blancos
y grises representan los atomos en el modelo.

4.2.1.19 Interacciones entre IL10 y principios activos de H. indicum

Se realiz6 el andlisis de interaccion entre IL10 y los compuestos campesterol, stigmasterol,

y lupeol de H. indicum, seleccionados por su afinidad energética en el docking multiple. Las

imagenes (figuras 37, 38 y 39) evidencian los tipos de enlace establecidos y la insercion del

ligando en el sitio catalitico o funcional de la proteina. En los tres acoplamientos se

observaron interacciones de tipo electroestaticas, el ligando lupeol presenta uniones en

aminoacidos que tienen una gran importancia en la estabilidad e interaccion con el receptor

de acuerdo con el tipo de interacciones que presentan y la zona donde se encuentran. La

energia de union para el complejo de campesterol -8.5 kcal/mol, stigmasterol -8.5 kcal/mol

y para lupeol -9.0 kcal/mol.

Figura 37. IL10 y Campesterol H. indicum, las
interacciones electroestaticas se ven en linea
punteadas amarillas, los colores rojos, azules,
blancos y grises representan los atomos en el
modelo.
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Figura 38. IL10 y Stigmasterol H. indicum, las Figura 39. IL10 y Lupeol H. indicum, las

interacciones electroestaticas se ven en linea interacciones electroestdticas se ven en linea
punteadas amarillas, los colores rojos, azules, punteadas amarillas, los colores rojos, azules,
blancos y grises representan los atomos en el blancos y grises representan los atomos en el
modelo. modelo.

4.2.1.20 Interacciones entre IL10 y principios activos de M. alceifolia

En el acoplamiento obtenido para M. alceifolia y la proteina fue el principio activo quercetina
que presentd la mejor energia de unidon de -7.9 kcal/mol en el acoplamiento molecular
multiple. Para el acoplamiento dirigido, se analizaron las interacciones relacionadas en la
figura 40, donde se observan interacciones tipo puentes de hidrogeno e interacciones

electroestaticas.

Figura 40. IL10 y Quercetina M. alceifolia, las interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas amarillas, los
colores rojos, azules, blancos y grises representan los atomos en el modelo.
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4.2.1.21 Interacciones entre y principios activos de H. indicum

Los resultados del andlisis de interacciones moleculares obtenidas mediante estudios de
docking especifico entre la proteina IFNGR1 y los principios activos seleccionados lupeol y
stigmasterol de H. indicum, escogidos en la etapa de multiscreening realizada con PyRx se

presenta a continuacién. Las interacciones observadas se ilustran en las figuras 37 y 38.

En las figuras 41 y 42, se observan los acoplamientos ente los ligandos lupeol y stigmasterol,
respectivamente y la proteina. El ligando Lupeol se encuentra en una cavidad lateral interna
de la IFNGR1 y por su parte el Stigmasterol en la superficie de la proteina. En ambas uniones
se evidencian interacciones predominantemente hidrofobicas, presentando una energia de

union entre ligando-proteina de -8.9 kcal/mol para el Lupeol y de -8.4 kcal/mol para el

Stigmasterol.

Figura 42. IFNGR1 y Stigmasterol H. indicum, los
puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas
azul, los colores rojos, azules, blancos y grises
representan los atomos en el modelo.

Figura 41. IFNGR1 y Lupeol H. indicum, los puentes de
hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, los colores
rojos, azules, blancos y grises representan los atomos en el
modelo.

4.2.1.22 Interacciones entre IFNGR1 y principios activos de M. alceifolia

Los resultados del andlisis de interacciones moleculares obtenidas mediante estudios de
docking especifico entre la proteina IFNGR1 y los principios activos seleccionados
quercetina y taraxerol de M. alceifolia, escogidos en la etapa de multiscreening realizada con

PyRx se presenta a continuacion. Las interacciones observadas se ilustran en la figura 43 y
44.

En las figuras, se observan los acoplamientos ente los ligandos quercetina y taraxerol,

respectivamente y la proteina. El ligando Quercetina se encuentra en una cavidad superficial
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de la IFNGR1 y por su parte el Taraxerol en una cavidad interna profunda de la proteina. En
ambas uniones se evidencian interacciones de tipo puentes de hidrogeno y para el caso del

Taraxerol de tipo electrostatico, presentando una energia de unién entre ligando-proteina de

-9.1 kcal/mol para la Quercetina y de -9.0 kcal/mol para el Taraxerol.

Figura 43. IFNGR1 y Quercetina M. alceifolia, los puentes de Figura 44. IFNGR1 y Taraxerol M. alceifolia, los
hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, los colores puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas
rojos, azules, blancos y grises representan los atomos en el azul, y las interacciones electroestaticas se ven en
modelo. linea punteadas amarillas, los colores rojos, azules,

blancos y grises representan los atomos en el modelo.

4.2.1.23 Interacciones entre HSP90 y principios activos de H. indicum

A continuacion, se presentan los resultados del andlisis de interacciones moleculares
obtenidas mediante estudios de docking especifico entre la proteina HSP90 y los principios
activos seleccionados (lupeol y campesterol) de H. indicum, escogidos en la etapa de

multiscreening realizada con PyRx.

Las interacciones observadas se ilustran en las figuras 45 y 46.

En la figura 45, se observa la interaccion entre el ligando campesterol y la proteina. El
ligando se encuentra ubicado dentro del sitio activo de HSP90. Aunque lupeol tiene baja
polaridad, se observa una interaccion por puente de hidrégeno e interacciones de tipo

electroestaticas, la energia de unidn entre el ligando y la proteina es de -7.3 kcal/mol.

Asi mismo en la figura 46, donde se representaron las interacciones dadas entre lupeol y

HSPO90, se observan interacciones similares a las observadas con campesterol.
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Figura 45. HSP90 y Campesterol de H. indicum, los puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises representan
los atomos en el modelo.

Figura 46. HSP90 y Lupeol de H. indicum, los puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises representan
los atomos en el modelo.

4.2.1.24 Interacciones entre HSP90 y principios activos de M. alceifolia
Los complejos generados entre la proteina HSP90 y los compuestos quercetina y taraxerol

derivados de M. alceifolia, fueron evaluados mediante docking dirigido. Se destacan
interacciones especificas en regiones funcionales de la proteina, visualizadas en las figuras
47 y 48, lo cual permite interpretar la orientacidon del ligando y su posible estabilidad en el

sitio activo.
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En la figura 47 se observa la interaccion entre quercetina y la proteina, esta unidon presenta
una energia de unidon de -8.0 kcal/mol. Las interacciones se dieron de tipo de puentes de

hidrogeno e interacciones electroestaticas en sitios activos de la proteina.

Figura 47. HSP90 y Quercetina de M. alceifolia, los puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises representan
los atomos en el modelo.

En cuanto a la interaccion entre Taraxerol y la proteina, se observa en la figura 48, que al
igual que quercetina, presenta los dos tipos de interacciones, sin embargo, en esta interaccion
hay una mayor afinidad con residuos presentes en sitios activos. La energia de union de esta

interaccion es de -8.5 kcal/mol.

Figura 48. HSP90 y Quercetina de M. alceifolia, los puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises representan
los atomos en el modelo.
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4.2.1.25 Interacciones entre PGK1 y principios activos de H. indicum

Para la proteina PGK1 se presentan los resultados del analisis de interacciones moleculares
obtenidas mediante estudios de docking especifico con los principios activos seleccionados
stigmasterol, lupeol y campesterol de H. indicum, escogidos en la etapa de multiscreening
realizada con PyRx.

Las interacciones observadas se ilustran en las figuras 49 y 50.

En la figura 49, se observa la interaccion entre el ligando lupeol y la proteina. El ligando se
encuentra ubicado dentro del sitio activo de PGK1. Aunque lupeol tiene baja polaridad, se
observa una interaccién por puente de hidrdégeno con residuos polares cercanos (lineas

punteadas azules), la energia de union entre el ligando y la proteina es de -7.1 kcal/mol.

&

Figura 49. PGFK-1 y Lupeol H. indicum, los puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises representan
los atomos en el modelo.

En la figura 50, se observa la union entre el ligando stigmasterol y la proteina, con una
energia de union de -7.9 kcal/mol, Stigmasterol se ubica en una cavidad hidrofobica de

PGKI1. En la interaccion se evidencian puentes de hidrégeno con residuos polares, lo que

refuerza su interaccion
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acoplamiento no se obtuvieron otros tipos de interacciones.

En la figura 51, se observa la union del ligando campesterol con una energia de union de -
8.3 kcal/mol, la unién se destaca en el sitio, con interaccién predominante a través de fuerzas

de Van der Waals, hidrofobicas e interacciones por puentes de hidrégeno.

Figura 51. PGFK-1 y Campesterol H. indicum, los puentes de hidrogeno se observan en lineas punteadas azul, y las
interacciones electroestaticas se ven en linea punteadas amarillas, los colores rojos, azules, blancos y grises representan
los atomos en el modelo.

4.2.1.26 Interacciones entre PGKI1 y principios activos de M. alceifolia

Los resultados del andlisis de interacciones moleculares obtenidas mediante estudios de
docking especifico entre la proteina PGKI1 y el principio activo seleccionado quercetina de
M. alceifolia, escogido en la etapa de multiscreening realizada con PyRx se presenta a

continuacion. Las interacciones observadas se ilustran en la figura 52.
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En la interaccion observa la interaccion entre quercetina y la proteina, la energia de unidn es
de -7.7 kcal/mol, se observan interacciones por puentes de hidroégeno e interacciones de tipo

electroestaticas.

Figura 52. PGFK-1 y Quercetina M.
alceifolia, los puentes de hidrogeno
se observan en lineas punteadas azul,
y las interacciones electroestaticas se
ven en linea punteadas amarillas, los
colores rojos, azules, blancos y grises
™ representan los 4tomos en el modelo.

4.2.1.27 Interacciones entre TGF-B1 y principios activos de H. indicum

Los resultados del andlisis de interacciones moleculares obtenidas mediante estudios de
docking especifico entre la proteina TGF-B1 y los principios activos seleccionados lupeol y
stigmasterol de H. indicum, escogido en la etapa de multiscreening realizada con PyRx se
presenta a continuacidén. Las interacciones observadas se ilustran en las figuras 53 y 54,
donde se analizan interacciones electroestaticas, como fuerzas de Van der Waals y reacciones

hidrofébicas.

La energia de union para lupeol es de -6.2 kcal/mol y para stigmasterol -8.7 kcal/mol.

Figura 53. TGF-B1 y Lupeol H. indicum, interacciones electroestaticas sin representacion.
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Figura 54. TGF-B1 y Stigmasterol H. indicum, las lineas punteadas representan las interacciones de tipo puentes de
hidrogeno.

4.2.1.26 Interacciones entre TGF-B1 y principios activos de M. alceifolia

Los resultados del andlisis de interacciones moleculares obtenidas mediante estudios de
docking especifico entre la proteina TGF-B1 y los principios activos seleccionados flavona
y taraxerol de M. alceifolia. Las interacciones observadas se ilustran en la figura 55 y 56

respectivamente.

En la interaccion observa la interaccidon entre quercetina y la proteina, la energia de unién es
de -6.8 kcal/mol, se observan interacciones de tipo electroestdticas y par taraxerol
interacciones por puentes de hidrogeno y electroestaticas por cercania con la proteina, con

una energia de afinidad de -9.0 kcal/mol.

Figura 55. TGF-B1 y Flavona M. alceifolia, interacciones electroestaticas.

66



Figura 56. TGF-B1 y Taraxerol M. alceifolia, interacciones tipo puentes de hidrogeno lineas punteadas azules,
interacciones electroestaticas.

4.3 Analisis de interacciones proteina-ligando para cada una de las proteinas.

Con base en los valores de energia de acoplamiento, los residuos aminoacidicos
involucrados y los tipos de interacciones identificadas, se llevd a cabo un andlisis detallado
para cada una de las catorce proteinas evaluadas. Este andlisis permitio destacar los
aminodacidos clave implicados en la union con los ligandos, asi como interpretar la
relevancia de dichas interacciones en términos de afinidad y especificidad molecular. A

continuacion, se presentan los resultados correspondientes a cada complejo proteina-

ligando.
AMINOACIDOS CON .
PROTEINA LIIVEAJI%I;O PLANTA LAS MEJORES INTERPngSI?LIgSN DE LOS
INTERACCIONES
Taraxerol presenta actividad con la
. region/zona donde se encuentra el
Af,“m.lda(.i dimero de Bcl-2, cerca al dominio
1. Becl-2. maxima BH3 el cual es vital para la union de
Taraxerol Asnl143, Phe212. . "
PDB 1G5M I proteinas proapoptoéticas, lo cual
(-7,0 M.alceifolia . - .
sugiere que la union de los ligandos
kcal/mol) L L -
a este sitio podria inhibir su funcién
antiapoptodtica.
La union en el sitio activo de la
proteina con la presencia de
Afinidad aminodacidos que favorecen
maxima: reacciones cataliticas apunta a un
2. Caspasa 3. Taraxerol Trp2](36;21?)2g207, posible efecto estabilizador sobre la
PDB 2J30 (-7,3 M.alceifolia y ’ forma activa de caspasa 3,
kcal/mol) permitiendo asi que la estructura 3D
de la proteina se conserve y cumpla
con sus funciones proapoptoticas.
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El lupeol se une a regiones clave

3. Factor de Afinidad para la oligomerizacion del receptor,
;lecrosis tumoral maxima: lo cual podria permitir mejorar la
Lupeol (-6,5 Lo Trpl76. formacion del trimero, pudiendo
FAS. H. indicum . = "
PDB 3TJE kcal/mol) potenciar la sefal apoptdtica
extrinseca o inhibirla,
Al igual que en FAS, el lupeol podria
Afinidad estabilizar la conformacion de tBID,
4 Proteina BID maxima: GIn26, Arg34, Asp38, interfiriendo con la translocacion
' : Lupeol (-7,1 o Trp51. mitocondrial y la activacion de BAX,
PDB 2BID H. indicum . . .
kcal/mol) pudiendo igualmente potenciar o
inhibir el paso de BID a tBID.
El ligando presentd una unioén a los
. aminoacidos relacionados, los cuales
Afinidad . . .
méxima- tienen importancia ya que se
5. Proteina asociada Taraxer(;l Arg500, Asp507, encuentran cerca al dominio que
a retinoblastoma. (-7.8 M.alceifolia Glu545, His733. tiene actividad supresora de tumores.
PDB 609G ’ ’ Lo cual podria tener dos posibles
kcal/mol) R s
efectos favorecer o inhibir la unién a
E2F. (50)
Se observo actividad en los
Afinidad aminoacidos mencionados en donde
maxima: Lys94 y Asn91 segtn estudios hacen
6. Interleucina 6. Taraxerol Leu92, Thrl17, Asn91, parte del sitio de union al receptor
-7, .alceifolia s94. , dada esta ubicacion podria
PDB 1ALU (-7,5 M.alceifoli Lys94 gp130, dad bicacion podri
kcal/mol) estar involucrada en la actividad para
la activacion de STAT3. (51)

En general los aminoacidos en
mencion presentan interacciones que
participan en la afinidad de la unioén
del complejo ligando-receptor lo cual

7. Receptor de Afinidad permite la especificidad y estabilidad
: int II')ferén maxima: Asnl53, Ile169, de esta, la union del ligando a estos
¢ Quercetina (- o Thr189, Phel51, aminoacidos podria sugerir una
gamma. M.alceifolia e, -
PDB 1FG9 9,1 kcal/mol) Tyrl68. modificacion en la unién de IFN-y y
por ende no desarrollar la cascada de
sefalizacion JAK-STAT, afectando

la respuesta inmune antitumoral. (52)
El ligando presenta una union en los

aminoacidos relacionados, los cuales

tienen una participacion de
estabilizacion, reconocimiento de
receptores, conformacion especifica
8. Interleucina 1 Afinidad Trp108, Tyrl13, o torsiones en la cadena que le
maxima: confieren su actividad y de
beta. IL-1p . e Asn205, Lys210, . .
Quercetina (- | M.alceifolia conservacion, respectivamente, en la
PDB 9ILB Glulll. . .
8,3 kcal/mol) proteina, teniendo en cuenta que
quercetina presenta union a estos
residuos, es probable que se obtenga
una actividad antinflamatoria como
resultado.

Teniendo en cuenta que esta proteina
en el desarrollo de cancer de mama
presenta actividad dual es necesario

corroborar su actividad in vitro y
9. Interleucina 10 Afinidad determinar en qué fases del
: PDB 2ILK : maxima: Leu44, Phe48, Arg45s, desarrollo del cancer seria mas
Lupeol (-9,0 H. indicum Tyr90, Leul 16. beneficioso modular su respuesta y
kcal/mol) respectivas uniones. El ligando

presenta uniones en aminoacidos que
tienen una gran importancia en la
estabilidad e interaccion con el
receptor de acuerdo con el tipo de
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interacciones que presentan y la zona

donde se encuentran, por ello es muy
probable que la unién y estabilidad
de la unién del complejo interfiera
con la cascada de sefalizacion. (53)

La actividad del ligando sobre este
receptor teniendo en cuenta los
aminoacidos en mencion indica un

Afinidad posible efecto sobre su actividad
10. Fosfoquinasa 1. Cmaxmtla. | Asps2, Alad2, Phel88, cataltmtca, mterfergnclia en gmones a
PDB 6GNG ampesterol |y indicum Lys191, Lys192. sustrato y por ende " evando a ufia
(-8,3 alteracion del metabolismo
kcal/mol) glucolitico tumoral (efecto
Warburg). (54)
. Taraxerol presentd uniones en los
Afinidad S .
méxima: aminoacidos o rem_dl}os que se
Arg78, Asnl53, encuentran en el dominio N-terminal
11. HSP90. Taraxerol .
. Thr228, Asp227, de la proteina, donde se encuentra el
PDB 5J20 (-8,5 M.alceifolia . - .
keal/mol) Tyrl51. sitio Qe union al ATP. LQ que sugiere
una inhibicion de la actividad de la
chaperona. (55)
Los residuos mencionados en donde
el ligando tuvo su mejor afinidad son
residuos que se encuentran en el
Afinidad dominio central de la proteina, esta
ops | i
PDB 20CJ p ¢ H. indicum Lys292, Glu346. .
kcal/mol) su forma activa o en casos donde se
presenten mutaciones presentar una
restauracion de su funcion. (56)
El principio activo Flavona presenta
actividad con la regidon/zona donde
Afinidad se encuentra el dimero de Bcel-2,
maxima: cerca al dominio BH3 el cual es vital
13. Bcl2-like protein. Flavona Ala93, Phe97, Tyrl01, para la union de proteinas
PDB 1YSG (-8,6 M.alceifolia Tyr195, Ser203. proapoptoticas, lo cual sugiere que la
kcal/mol) union de los ligandos a este sitio
podria bloquear la dimerizacién de
Bax/Bak.
El ligando present6 una afinidad de
union en residuos que se encuentran
cercanos al dominio quinasa de la
Af?mjda(? Thr282, Cys293, pro'tein.arlo que sugierg un.alrposible
14. TGFBRL. maxima: Asp333, Arg277, 1nh1b1'cmn' d.e la fosforllvacm'n' y por
PDB 6B8Y Taraxerol (- o Trp330. ende 1mp1d1endo la activacion del
9,0 kcal/mol) | M. alceifolia complejo SMAD el cual permite el

desarrollo de la transicion epitelio-
mesenquima EMT y asi mismo la
proliferacion y angiogénesis. (57)

Tabla 12. Interpretacion de los resultados obtenidos en Autodock Vina.

De acuerdo con los datos relacionados en la tabla 13, los dos principios activos que presentan
mejor afinidad en su unidn a diferentes proteinas son Quercetina y Taraxerol.
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4.4 Evaluacion de la toxicidad biolégica de los principales compuestos activos
mediante ADMET

Como parte del analisis integral del potencial terapéutico de los principios activos
seleccionados de Malachra alceifolia: quercetina, flavona y taraxerol y Heliotropium
indicum: lupeol, se realizé una prediccion in silico de propiedades toxicologicas utilizando
la plataforma ADMETLab 2.0. Esta herramienta, basada en modelos de aprendizaje
automatico validados experimentalmente, permite estimar parametros farmacocinéticos y
toxicoldgicos esenciales que ayudan a evaluar la seguridad de los compuestos antes de

avanzar hacia estudios experimentales.

El analisis ADMET se centrd en la prediccion de toxicidades clave como hepatotoxicidad,
neurotoxicidad, mutagenicidad (prueba de Ames), cardiotoxicidad (prolongacion del
intervalo QT) y toxicidad general aguda. Estas caracteristicas son determinantes para la
seleccion y priorizacion de candidatos bioactivos con perfiles de seguridad adecuados, esto
enfocado a los cuatro principios activos que se seleccionaron posterior a los estudios
acoplamiento molecular multiple y que a los acoplamientos dirigidos presentaron los mejores

valores en energia de afinidad.

Los resultados permiten discriminar entre compuestos con alto riesgo toxicoldgico y aquellos
con mejor perfil de seguridad, contribuyendo asi a una seleccion més racional y

fundamentada de posibles agentes terapéuticos frente al cancer de mama.

A continuacidn, se resumen los resultados individuales para cada compuesto evaluado.

Lupeol
Tipo de toxicidad Probabilidad
Neurotoxicidad -3.33% a 7.43% de probabilidad
Toxicidad hepatica DILI 0.00% de probabilidad de causar dafio hepatico

1uM: 0% de probabilidad

10 uM: 76.9% de probabilidad

Toxicidad cardiaca hERG 30 uM: 86.5% de probabilidad

1-10 uM: 45.4% de probabilidad

10-30uM: 81.69 % de probabilidad

Toxicidad respiratoria Valor de 1. 57.9% de probabilidad

Nefrotoxicidad Valor de 0, 40.89% de probabilidad

Corrosion ocular: Valor de 1, 61 - 3% de probabilidad
Irritacion ocular: Valor de 1 - 79.3% de probabilidad
Corrosion dérmica: Valor de 0,31 - 7% de probabilidad
Irritaciéon dérmica: Valor de 1 - 66% de probabilidad
Toxicidad dérmica aguda: Valor de 1 - 57.6% de
probabilidad

Toxicidad ocular

Toxicidad dérmica/cutanea
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Sensibilizacion dérmica: Valor de 1 - 73 % de
probabilidad

Tabla 13. Resultados del analisis en ADMET para Lupeol.

Los resultados obtenidos para el compuesto Lupeol, segun el analisis realizado en ADMETIab 2.0,
indican un bajo riesgo de neurotoxicidad y hepatotoxicidad, lo cual resulta favorable en términos
de seguridad para estos 6rganos blanco. Sin embargo, se evidencié un riesgo moderado a alto en

otros sistemas, particularmente en:

e Toxicidad cardiaca, con una probabilidad estimada de hasta 86.5% a concentraciones
elevadas.

e Toxicidad respiratoria (57.9%).
e Nefrotoxicidad (40.89%).
e Corrosion e irritacion ocular, con probabilidades de 61.3% y 79.3%, respectivamente.

e Toxicidad dérmica, con una probabilidad de hasta 73% para sensibilizacién cutanea.

Estos hallazgos sugieren que, si bien Lupeol muestra un perfil prometedor en términos de
seguridad neurologica y hepatica, requiere una evaluacion mas detallada frente a su posible
impacto sobre el sistema cardiovascular, renal, respiratorio, y la piel, especialmente en contextos

clinicos donde la concentracion del compuesto pueda variar significativamente.

La tabla 15 presenta el andlisis para el principio activo de quercetina, el cual exhibe un perfil
toxicologico mixto con implicaciones relevantes para su viabilidad farmacolégica. La
prediccion indica un riesgo moderado de neurotoxicidad (36.8%) y un riesgo bajo de
hepatotoxicidad inducida por farmacos (30%). En relacidn con la toxicidad cardiaca mediada
por hERG, se evidencid una probabilidad variable que va del 1.9% al 86.9%, dependiendo
de la concentracion, lo que sugiere un riesgo creciente a dosis elevadas. Asimismo, se reporta
un alto riesgo de toxicidad respiratoria (81.2%) y un riesgo moderado de nefrotoxicidad

(21.2%).

Quercetina
Tipo de toxicidad Probabilidad
Neurotoxicidad 36.8% de probabilidad de presentar neurotoxicidad
Toxicidad hepética DILI 30% fie probabilidad de causar dafo hepatico inducido
por farmacos
1.9% a 86.9% de probabilidad de presentar toxicidad
cardiaca, dependiendo de la concentracion

Toxicidad cardiaca hERG

Toxicidad respiratoria 81.2% de probabilidad de causar toxicidad respiratoria
Nefrotoxicidad 21.2% de probabilidad de causar nefrotoxicidad
Toxicidad ocular 0.70% de probabilidad de causar corrosion ocular
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6.7% de probabilidad de causar irritacion ocular

5.9% de probabilidad de causar corrosion cutanea

8.4% de probabilidad de causar sensibilizacion cutanea

Toxicidad dérmica/cutinea 35.3% de probabilidad de causar irritacién cutanea

67.4% de probabilidad de causar toxicidad dérmica
aguda
Tabla 14. Resultados del andlisis en ADMET para Quercetina.

A nivel ocular, la probabilidad de corrosion es baja (0.7%), mientras que la irritacion ocular
presenta un riesgo ligeramente superior (6.7%). En cuanto a la toxicidad dérmica, se
identifican niveles moderados de riesgo: corrosion cutanea (5.9%), irritacidon dérmica
(35.3%) y toxicidad dérmica aguda (67.4%). Adicionalmente, la sensibilizacién cutdnea

muestra un riesgo bajo (8.4%).

Estos hallazgos sugieren la necesidad de una evaluacion experimental detallada para validar
los riesgos toxicos anticipados, especialmente en lo referente a la toxicidad respiratoria y
cardiaca, que podrian comprometer el desarrollo clinico de este compuesto, a pesar de su

afinidad observada en los estudios de acoplamiento molecular.

Taraxerol
Tipo de toxicidad Probabilidad

Neurotoxicidad 36.8% - Riesgo moderado
Toxicidad hepatica DILI 30% - Riesgo bajo

1.9% - Bajo riesgo a bajas concentraciones
Toxicidad cardiaca hRERG 60.9% - Riesgo moderado a concentraciones mas altas

86.9% - Alto riesgo a altas concentraciones
Toxicidad respiratoria 81.2% - Alto riesgo
Nefrotoxicidad 21.2% - Riesgo moderado
Irritacion y corrosion ocular 0.7% - 6.7% - Bajo a moderado riesgo
Irritacion y corrosion cutinea 5.9% - 35.3% - Bajo a moderado riesgo
Sensibilizacién cutdnea 8.4% - Bajo riesgo

Tabla 15.Resultados del analisis en ADMET para Taraxerol.

El compuesto Taraxerol exhibe un perfil toxicolégico mixto, caracterizado por un riesgo
moderado de neurotoxicidad y nefrotoxicidad, asi como un riesgo bajo de hepatotoxicidad
inducida por farmacos. No obstante, se observa un alto riesgo de cardiotoxicidad asociada a
la inhibicion del canal hERG, especialmente a concentraciones elevadas, lo cual representa

una limitacidon importante para su aplicacion farmacoldgica.

Adicionalmente, los resultados in silico revelan un riesgo elevado de toxicidad respiratoria
y dérmica, asi como niveles de riesgo entre bajos y moderados de corrosion e irritacion tanto
ocular como cutanea. Estos hallazgos subrayan la necesidad de realizar estudios

experimentales més profundos que validen estos riesgos predichos, priorizando la evaluacion
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de los efectos adversos sobre el sistema cardiovascular, el aparato respiratorio y la integridad
de tejidos epiteliales, antes de considerar el uso clinico de estos compuestos como candidatos

terapéuticos

Flavona
Tipo de toxicidad Probabilidad
-2.31 - Riesgo moderado, puede causar efectos adversos
en el sistema nervioso.
Toxicidad hepatica DILI 1 - Riesgo moderado, puede causar dafio hepatico).
1 uM: 4.7% - Riesgo bajo.
1-10 uM: 8% - Riesgo bajo.
10 uM: 44.6% - Riesgo moderado.
Toxicidad cardiaca hERG 10-30 uM: 75.7% - Riesgo alto. Probabilidad de afectar
la actividad cardiaca.
30 uM: 85.2% - Riesgo alto. Probabilidad de afectar la
actividad cardiaca.
20.7% - Riesgo bajo, poco probable que cause efectos
adversos respiratorios.
87.1% - Riesgo alto, alta probabilidad de causar dafio
renal.
46.4% - Riesgo moderado, puede causar irritacion y
dafio ocular.
93.8% - Riesgo alto, alta probabilidad de causar
irritacion ocular.
15.7% - Riesgo bajo, poco probable que cause corrosion
en la piel.
41.9% - Riesgo moderado, puede causar irritacion en la
piel.
46.2% - Riesgo moderado, puede causar efectos
adversos en la piel tras exposicidon aguda.
62.3% - Riesgo alto, alta probabilidad de causar
sensibilizacién en la piel.

Neurotoxicidad

Toxicidad respiratoria

Nefrotoxicidad

Toxicidad ocular

Toxicidad dérmica/cutanea

Tabla 16.Resultados del analisis en ADMET para Flavona.

El compuesto Flavona, exhibe un perfil toxicoldégico mixto, con niveles de riesgo que varian
de bajos a altos segun el sistema biologico evaluado. Se identificd un riesgo moderado de
neurotoxicidad y hepatotoxicidad, mientras que la cardiotoxicidad asociada al canal hERG
presentd una probabilidad dependiente de la concentracion, oscilando entre riesgo bajo a
concentraciones menores y riesgo alto a concentraciones elevadas. Esta variabilidad sugiere
la necesidad de una monitorizacion rigurosa y estudios adicionales que aclaren su seguridad

cardiovascular.

Asimismo, se evidencio un riesgo alto de nefrotoxicidad, irritacion ocular y sensibilizacion
dérmica, asi como riesgos moderados de toxicidad respiratoria, corrosion cutanea y toxicidad
dérmica aguda. Estos hallazgos subrayan la relevancia de una evaluacidon toxicoldgica
complementaria, que permita validar y delimitar los efectos adversos predichos, con el fin

de determinar la viabilidad farmacoldgica del compuesto como agente terapéutico potencial.
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Chalinesterol/ Stigmasterol/ Campesterol

Tipo de toxicidad Probabilidad
Neurotoxicidad 5.81% - Riesgo moderado de neurotoxicidad
Toxicidad hepatica DILI 22.6% - Riesgo moderado de toxicidad hepdatica
Toxicidad cardiaca hERG Riesgo Vari.a,lble del 33.1% al 90.6% dependiendo de la
concentracion
Toxicidad respiratoria 54.8% - Riesgo moderado de toxicidad respiratoria
Nefrotoxicidad 37.9% - Alto riesgo de nefrotoxicidad

36.5% - Riesgo moderado de corrosion ocular

79.5% - Alto riesgo de irritacidon ocular

18% - Bajo riesgo de corrosion dérmica

35.2% - Riesgo moderado de toxicidad dérmica aguda
63% - Alto riesgo de irritacién dérmica

81.1% - Alto riesgo de sensibilizacién dérmica

Tabla 17. Resultados del andlisis en ADMET para Chalinesterol.

Toxicidad ocular

Toxicidad dérmica/cutanea

Este principio activo presentd un perfil de toxicidad mixto con algunos riesgos moderados y
otros altos. Los principales hallazgos indican un riesgo moderado de neurotoxicidad,
toxicidad hepatica, toxicidad respiratoria y toxicidad dérmica aguda. Ademas, existen altos
riesgos de nefrotoxicidad, irritacion ocular, irritacidn y sensibilizacion dérmicas. Ademas, el
riesgo de toxicidad cardiaca (hERG) varia de bajo a alto dependiendo de la concentracion.
Estos resultados sugieren la necesidad de una evaluaciéon mas exhaustiva de la seguridad de
este compuesto antes de su posible uso, con el fin de identificar y mitigar los riesgos

potenciales.

5. DISCUSION

La seleccion de los principios activos se fundamentd en evidencia previa que define rangos
de energia de afinidad considerados Optimos para las interacciones proteina-ligando(57). A
partir de los resultados mediante acoplamiento molecular, se identificaron interacciones
clave entre principios activos de origen vegetal y regiones funcionales de estas proteinas.
Entre los hallazgos mas relevantes, se encuentran aquellos relacionados con proteinas
proapoptoéticas, reguladoras del ciclo celular, y otras como las chaperonas y reguladores

estructurales.

Uno de los principales hallazgos se relaciona con la Caspasa 3 (PDB: 2J30), una proteina
proapoptotica que mostrd una afinidad significativa con el principio activo taraxerol de
Malachra alceifolia. De acuerdo con los resultados, el ligando presentd interacciones con
residuos localizados en el sitio activo de la proteina, destacandose enlaces de hidrogeno con
los aminoédcidos Thr62 y Arg207, asi como interacciones electrostaticas con los residuos

His121 y Glul23. Los enlaces de hidrogeno son fuertes y estables debido a su direccionalidad
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y la base electrostatica generada por la interacciéon con atomos electronegativos (58). Este
tipo de unidén favorece la estabilidad del complejo proteina-ligando. Por otro lado, las
interacciones electrostaticas observadas pueden contribuir tanto a la estabilizacion del
complejo como a la facilitacién de posibles reacciones cataliticas, debido a la participacion

de grupos cargados en los residuos implicados

En concordancia con estos hallazgos, un estudio previo realizado por Lerma et al. empled
técnicas de docking molecular para evaluar interacciones entre diversas proteinas implicadas
en procesos oncogénicos y la lactoferrina. En dicho estudio, se utiliz6 como modelo la
proteina Caspasa 3, y se identificaron los residuos Glul23 y His121 como puntos clave de
interaccion mediante la formacidén de puentes salinos, los cuales resultaron determinantes
para la compatibilidad energética del complejo. Estos mismos residuos han sido destacados
en el presente estudio, lo que refuerza su relevancia estructural y funcional en la unién del

ligando con la Caspasa 3 (59).

Otro resultado de interés se relaciona con la proteina RB (PDB: 609QG), que, si bien mostrd
interacciones con aminoacidos relevantes, su actividad plantea dos posibles escenarios: la
inhibicion o reduccién de la unidn con el factor de transcripcion E2F, o bien, un posible
aumento en dicha afinidad. Estas posibilidades surgen debido a que los residuos involucrados
se encuentran préximos al dominio funcional o sitio activo donde se lleva a cabo la

interaccion con E2F, lo cual podria modificar su conformacion o estabilidad estructural

En un estudio realizado por Elengoe et al. (60) se evaluaron mediante docking molecular tres
ligandos frente a tres proteinas asociadas al desarrollo del cancer, entre ellas la proteina RB.
Dos de los compuestos analizados en dicho estudio corresponden a ligandos también
incluidos en el presente trabajo. En sus resultados, Elengoe et al. reportaron una energia de
afinidad de -7.2 kcal/mol para la quercetina, acompanada de interacciones tipo H (puentes
de hidrogeno) que fortalecieron significativamente la unién con RB. No obstante, en el
presente estudio, la quercetina mostré una afinidad menor, con un valor de -4.5 kcal/mol.
Esta discrepancia puede deberse principalmente a las diferencias en la conformacion
estructural de la proteina utilizada, ya que se emplearon distintos modelos obtenidos de la
base de datos PDB. Adicionalmente, el compuesto taraxerol evaluado en este trabajo

evidencid mejores puntuaciones de afinidad, lo que sugiere que ciertos compuestos vegetales
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podrian ofrecer una mayor capacidad de interaccion con los residuos activos de la proteina

RB.

En condiciones fisioldgicas, la proteina P53 se activa en respuesta a senales de estrés celular,
promoviendo la transcripcion de genes implicados en la detencidon del ciclo celular y la
apoptosis. Sin embargo, cuando P53 presenta mutaciones, como ocurre comunmente en
diversos tipos de cancer, pierde su capacidad de activar genes supresores y puede adquirir

funciones oncogénicas, convirtiéndose en una oncoproteina.

En el presente estudio, se evidenci6 la unién del compuesto lupeol con residuos clave de la
proteina P53, especificamente Glu285 y Glu346, localizados en el sitio de unién al ADN.
Esta interaccion sugiere un posible mecanismo de inactivacion de la forma mutada de P53,

lo cual podria permitir su reactivacion funcional y restaurar su actividad supresora.

El analisis de P53 como blanco terapéutico ha sido ampliamente abordado en la investigacion
oncologica, debido a su papel central en el control del ciclo celular. En este contexto, Kurmi
et al. (61) evaluaron la interaccion de principios activos derivados de Curcuma longa con el
complejo P53-MDM2, ya que la uniéon de MDM2 conduce a la inhibicién y posterior
degradacion de P53. Sus resultados demostraron que interferir en este sitio de unidn

representa una estrategia prometedora para preservar la funcion de la proteina.

En contraste, en el presente estudio se identificd que el ligando se une a regiones distintas
de la proteina, asociadas a su sitio de union a ATP. Este hallazgo permite proponer un
enfoque complementario, en el cual distintas regiones funcionales de la misma proteina
puedan ser dirigidas simultdneamente, ampliando asi las posibilidades terapéuticas y

mejorando la eficacia del tratamiento.

En este contexto, es importante destacar que la sola presencia de interacciones en sitios
activos no garantiza un efecto funcional relevante. Es necesario considerar si dichas
interacciones inducen modificaciones estructurales o funcionales que favorezcan o
perjudiquen la actividad bioldgica de la proteina. Por tanto, se recomienda complementar los
hallazgos con andlisis en laboratorio, que permitan validar el comportamiento real del
complejo proteina-ligando y detectar interacciones no contempladas en el modelo

computacional.
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En lo que respecta a proteinas estructurales, se observo que taraxerol presentd afinidad por
residuos clave de la chaperona HSP90, especificamente Tyrl51 y Asp227, los cuales se
localizan en el dominio N-terminal de la proteina. Este dominio es responsable de la union
al ATP, un proceso esencial para la funcién chaperona de HSP90. La unién al ATP permite
que la proteina adopte su conformacion activa, pasando del estado abierto al cerrado, lo que
a su vez facilita la estabilizacion y el mantenimiento funcional de las oncoproteinas
asociadas. Por lo tanto, la interaccion del ligando en esta region representa un hallazgo
relevante, ya que podria interferir con la actividad bioquimica de HSP90, y ser de utilidad
en estudios posteriores orientados al desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas a su

inhibicidn (55) (56).

Otra proteina de relevancia en el presente estudio fue la interleucina-6 (IL-6) quien forma
parte de la clasificacion de las citocinas inflamatorias, su estructura se analiz6 bajo el modelo
PDB: 1ALU. Se observé afinidad del ligando hacia los aminoacidos Lys94 y Asn91, los
cuales, segun estudios previos, forman parte del sitio de interaccioén con el receptor gp130.
Esta union sugiere una posible interferencia en la formacién del complejo IL-6/gp130, que

resulta esencial para la activacion de su cascada de sefalizacion.

La IL-6 desempefia un papel fundamental en la progresioén del cancer de mama, dado que
promueve procesos como la inflamacion y la angiogénesis tumoral. Su unién al receptor
gp130 activa la via JAK/STAT, particularmente la fosforilacion de STAT3, que a su vez
induce la transcripcion de genes asociados con proliferacion celular, angiogénesis y
metastasis (62). En este contexto, Masjedi et al. destacan en su revision que IL-6 constituye
uno de los mecanismos clave en la promocion de la tumorogénesis y la resistencia a terapias
convencionales, subrayando la importancia de desarrollar agentes que modulen esta via. En
estudios preclinicos y clinicos se ha evaluado el uso de anticuerpos monoclonales (mAb)
dirigidos contra IL-6 o su receptor, evidenciando su potencial terapéutico en el control de

neoplasias con fenotipo invasivo (63).

De igual manera, se analizaron otras citoquinas inflamatorias y su modulacién, especificamente la
interleucina-1 beta (IL-1f), modelo PDB: 9ILB, y el compuesto quercetina. En este caso, se
identificaron interacciones con los residuos Trp108 y Tyr113, ubicados en el sitio de unién

con su receptor, IL-1R1. Estas uniones podrian interferir en la estabilizacion del complejo
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receptor-ligando, asi como en el posterior reclutamiento de cofactores necesarios para la
sefializacion. La inhibicidon de esta interaccion podria representar un mecanismo efectivo
para reducir la inflamaciéon promotora de la tumorogénesis, como ha sido sugerido en

estudios previos (64).

En cuanto a los receptores inmunomoduladores, se estudié la proteina IFNGR1 (PDB: 1FG9),
destaca por su papel clave en la respuesta inmunitaria antitumoral en el contexto del cancer.
Al unirse a su ligando, el interferon gamma (IFN-y), activa la via de sefializacion
JAK/STATI1. En condiciones fisioldgicas, STAT1 se fosforila, forma dimeros y se transloca
al nucleo, donde induce la transcripcion de genes implicados en la apoptosis de células
tumorales y la regulacion del ciclo celular. Esta via ha sido ampliamente asociada con

mecanismos de proteccion frente al desarrollo del cancer

Sin embargo, diversos estudios han reportado que la actividad bioldégica de IFNGR1 puede
ser dual y depender del tipo de cancer y del contexto tumoral. Por ejemplo, en casos de cancer
de mama con receptores hormonales positivos, se ha observado una respuesta desfavorable
asociada a la activacion de IFN-y, ya que esta citoquina puede inducir la expresion de PD-
L1, un mecanismo que reduce la actividad citotoxica de los linfocitos T y favorece la evasion
inmunitaria (65). En contraste, en subtipos HER2+, la activacion de IFN-y se ha relacionado
con un aumento en la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II
(MHC-II), lo que mejora la respuesta inmunoldgica antitumoral y potencia la eficacia del

tratamiento con trastuzumab (66).

En los resultados en el analisis, se observa que el ligando con mayor afinidad fue quercetina,
se une a los aminoacidos o residuos Asnl153, [le169, Thr189, Phel51, Tyr168. Teniendo en
cuenta que Phel51 y Tyr168 se encuentran en el sitio activo de union a IFN-y se podria
considerar que la union del ligando en esta zona podria presentar una reduccion de la union
de IFNGRI1 a IFN-y y por ende inhibir la via JAK/STAT]1, lo que a su vez podria determinarse
en un efecto positivo y negativo teniendo en cuenta el estadio clinico y el comportamiento

de la neoplasia con el aumento o reduccion de la proteina.

Este hallazgo debe interpretarse con precaucidon, ya que una posible inhibicion de la
seflalizacion mediada por IFNGR1 podria tener efectos duales. Dependiendo del tipo de

tumor, su estadio clinico y las caracteristicas inmunolédgicas del microambiente tumoral,
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dicha inhibicion podria representar tanto un beneficio (al bloquear mecanismos
inmunosupresores como la expresion de PD-L1), como un riesgo (al comprometer la
respuesta inmune antitumoral mediada por STATI). Por lo tanto, se sugiere que este tipo de
interacciones debe ser validado experimentalmente para determinar su relevancia terapéutica

segun el contexto clinico especifico.

Finalmente, respecto a las enzimas del metabolismo tumoral, se consider6 relevante destacar la
participacion de la enzima Fosfofructoquinasa 1 (PFK1), modelo estructural PDB: 6GNG,
debido a su papel fundamental en la regulacion metabdlica del cancer de mama. Aunque se
trata de una enzima clasica de la glucolisis, su implicacion en la progresion tumoral es critica.
En condiciones neoplésicas, como el cancer de mama, PFK1 se encuentra frecuentemente
sobreexpresada, lo que permite a las células tumorales aumentar la velocidad del
metabolismo glucolitico para satisfacer la demanda energética acelerada que requiere su

proliferacion.

Este fendmeno estd relacionado con el denominado efecto Warburg, en el cual las células
tumorales priorizan la conversion de glucosa en lactato, incluso en presencia de oxigeno,
favoreciendo una répida generacion de energia y metabolitos necesarios para la biosintesis

celular. La alta actividad de PFK1 contribuye significativamente a este proceso.

En los resultados obtenidos en el presente estudio, se observd que el complejo proteina-
ligando mostr6 interacciones en el sitio activo de PFK1, particularmente con los residuos
Asp52 y Lysl91. Estos aminoacidos se encuentran en regiones cataliticas claves
involucradas en la transferencia de grupos fosfato, un paso esencial en la conversion de
fructosa-6-fosfato en fructosa-1,6-bisfosfato. La union del ligando en esta zona podria
interferir con la actividad catalitica de la enzima, lo que hipotéticamente afectaria la
eficiencia de la glucolisis en las células tumorales del microambiente tumoral (TME). Este
hallazgo sugiere que compuestos capaces de modular la actividad de PFKI1 podrian
representar una estrategia terapéutica potencial para interrumpir el metabolismo energético
aberrante caracteristico de células cancerosas (54) y merece ser explorado en estudios

posteriores, incluyendo ensayos funcionales in vitro.
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Correlacion con evidencia fitoquimica y estudios previos

Los hallazgos obtenidos mediante estudios de acoplamiento molecular con compuestos como
la quercetina destacan la importancia de integrar resultados in silico con la evidencia
experimental previamente reportada. Estudios fitoquimicos en especies del género
Heliotropium, como H. ramosissimum, realizados por Fayed y colaboradores (2022) (67),
identificaron metabolitos secundarios con actividad citotoxica sobre lineas celulares
tumorales, entre los cuales la quercetina se encuentra como uno de los principales
compuestos bioactivos. Lo anterior sugiere que compuestos como la quercetina pueden
actuar como moduladores del microambiente tumoral, e incluso revertir funciones alteradas
de proteinas relevantes en el cancer de mama. Estos hallazgos fortalecen la hipdtesis del
potencial terapéutico de metabolitos derivados de plantas medicinales y refuerzan la
necesidad de validar estas interacciones mediante estudios in vitro. Adicionalmente, los
resultados del presente analisis in silico se ven respaldados por estudios previos que
demuestran la actividad anticancerigena de extractos de Heliotropium indicum. Paul y Kundu
et al. evaluaron extractos metanolicos de H. indicum en células de cancer cervical,
observando induccion de dafio en el ADN mediado por especies reactivas de oxigeno (ROS)
y activacion de la apoptosis. Aunque dicho estudio se centrd en otra neoplasia, los
mecanismos implicados —estrés oxidativo y activacion de la via apoptotica— son
compartidos con el cancer de mama, lo que permite extrapolar su relevancia a este tipo

tumoral (68).

Esta evidencia experimental se correlaciona con los resultados obtenidos en este estudio,
donde la quercetina mostré una fuerte afinidad por proteinas clave como IL-6 e IFNGRI,
ambas relacionadas con procesos de inflamacidén tumoral, evasion inmune y proliferacion
celular. La capacidad de este compuesto para inducir apoptosis y modular vias de
sefializacion criticas sugiere un potencial terapéutico relevante para el tratamiento del cancer
de mama. En cuanto a Malachra alceifolia, aunque la literatura especifica sobre su efecto
anticancerigeno es aun limitada, estudios recientes han reportado actividades farmacologicas
prometedoras. Rodriguez-Cornejo et al. evaluaron su actividad antileishmanial, encontrando
una inhibicion significativa de Leishmania mexicana en su forma amastigota intracelular. A

travées de GC-MS se identificaron compuestos como episwertenol, a-amyrina y metil
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commato A, los cuales presentaron buena afinidad frente a dianas en estudios de
acoplamiento molecular, lo que evidencia la presencia de metabolitos bioactivos con

potencial farmacologico (69).

Aunque estos estudios no se enfocan directamente en modelos oncoldgicos, resaltan el
potencial de los metabolitos presentes en M. alceifolia. En el presente trabajo, dichos
compuestos, particularmente principios activos derivados de los triterpenos, mostraron
afinidad destacada frente a proteinas clave del cancer de mama, como Caspasa-3 y HSP90,

lo que justifica su inclusion como candidatos en estrategias terapéuticas potenciales.

Con base en los resultados obtenidos en los andlisis in silico y respaldados por estudios
previos, se recomienda considerar a la quercetina como el compuesto con mejor perfil
beneficio-riesgo. Este compuesto, aislado de Malachra alceifolia, mostr6é una alta afinidad
por multiples dianas terapéuticas relevantes en cancer de mama, incluyendo IL-6, IFNGRI,
IL-1B y proteinas reguladoras del ciclo celular, lo cual sugiere un potencial efecto
multitarget, modulando procesos clave como proliferacion celular, inflamaciéon tumoral,
angiogénesis y apoptosis. No obstante, es necesario analizar desde diferentes perspectivas
algunas de estas interacciones, especialmente en el caso de proteinas como IL-10 y RBI1, que
presentan una funcion dual en el contexto tumoral. En el caso de IL-10, si bien se reconoce
su papel inmunosupresor capaz de limitar la inflamacidn crénica que favorece el desarrollo
tumoral también puede suprimir la respuesta inmune antitumoral, facilitando el escape
inmunoldgico de las células cancerosas. Asi, su efecto puede variar entre ser protector o pro-
tumoral dependiendo del microambiente, la etapa del tumor y el equilibrio de citoquinas

presentes.

Por su parte, RB1, conocido por su papel como supresor del ciclo celular mediante la
inhibicion del factor E2F, puede en ciertos contextos tumorales conservar funciones que
favorecen la diferenciacion celular sin inducir apoptosis, permitiendo asi la supervivencia de
clones tumorales estables. Ademas, en células con alta plasticidad fenotipica, su pérdida

puede activar vias compensatorias que no necesariamente detienen la progresion tumoral.
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Esta ambigiiedad funcional dificulta su abordaje terapéutico directo, ya que modular su
actividad podria tener efectos opuestos dependiendo del contexto tumoral. Adicionalmente,
aunque el docking molecular permitié predecir interacciones promisorias, esta técnica
representa un modelo estdtico que no contempla la flexibilidad conformacional de las
proteinas ni las condiciones dinamicas del entorno bioldgico. Por tanto, los hallazgos
obtenidos deben considerarse aproximaciones iniciales que requieren ser complementadas
con estudios de dindmica molecular y validaciones experimentales especificas para
confirmar su relevancia terapéutica. Finalmente se recomienda priorizar a quercetina como
el compuesto con mejor perfil beneficio-riesgo para estudios posteriores en cancer de mama.
Este compuesto, no solo evidencié una alta afinidad frente a proteinas clave como IL-6,
IFNGRI1, IL-1B, y P53, sino que ademés mostré un buen perfil farmacocinético segin el

analisis ADMET.

6. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Todos los resultados se basan en andlisis computacionales. Aunque el docking molecular
permite identificar interacciones potenciales entre compuestos y proteinas, no garantiza que
dichas interacciones se traduzcan en efectos bioldgicos reales. La ausencia de validaciones
experimentales limita la posibilidad de confirmar la actividad funcional y la selectividad de

los complejos identificados.

Las afinidades predichas por los algoritmos de acoplamiento molecular son estimaciones que
no siempre se correlacionan con la actividad bioldgica. La interpretacion excesivamente
concluyente de estos valores sin respaldo experimental puede inducir a sobreestimar el

potencial terapéutico de los compuestos analizados.

Varias de las proteinas empleadas fueron modeladas con predicciones generadas por
AlphaFold. Aunque esta herramienta representa un avance importante en la prediccion
estructural, sigue siendo un modelo teérico y puede no reflejar con total concordancia la

conformacion real en condiciones fisiologicas.

El estudio no incluy6 andlisis de dindmica molecular para evaluar la estabilidad de los

complejos proteina-ligando. Esta técnica permite comprender como varian las interacciones
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bajo condiciones simuladas mas cercanas al entorno celular, lo que afiade incertidumbre

sobre la estabilidad real de los complejos.

Se recomienda realizar estudios in vitro en lineas celulares de cancer de mama (MCF-7,
MDA-MB-231) y células normales (MCF-10A4), con el fin de evaluar citotoxicidad, apoptosis
y selectividad. Estas validaciones permitirdn confirmar el potencial terapéutico observado y
avanzar hacia futuras aplicaciones clinicas. Adicionalmente se recomienda realizar un

analisis de viabilidad celular por medio de ensayos MTT.

7. CONCLUSIONES

Durante este estudio se emplearon herramientas bioinformaticas que permitieron analizar las
proteinas asociadas al cancer de mama con los principios activos presentes en Malachra
alceifolia y Heliotropium indicum. Desde la seleccion y validacidn estructural de proteinas
hasta los estudios de acoplamiento molecular, se aplicaron filtros y estrategias que

garantizaron la confiabilidad de los resultados obtenidos.

Los acoplamientos dirigidos mostraron afinidad significativa de compuestos como taraxerol
y quercetina por proteinas clave del cdncer de mama, entre las cuales se destacan PFK1 y
HSP90 como blancos terapéuticos prometedores, mientras que proteinas como IL-10 y RB1

requieren validacion experimental por su funcion dual en el contexto tumoral.

Se sugiere la implementaciéon de simulaciones de dindmica molecular como etapa
complementaria al docking molecular, con el fin de reforzar la validez estructural y funcional
de los complejos identificados, y avanzar en su posible aplicaciéon como candidatos para

terapias dirigidas contra el cancer de mama.
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9. ANEXOS
ANEXOS
1. Consulta en PubChem Tablas con los datos consultados en la base
de datos de PubChem.
2. Tabla 22. Resultados de Tabla con resultados obtenidos de los
acoplamientos dirigidos acoples dirigidos realizados en Autodock
Vina.

Tabla 18. Consulta de principios activos en PubChem para H. indicum.

Consulta de principios activos en PubChem para H. indicum
PRINCIPIO ACTIVO ESTRUCTURA 2D FORMULAR MOLECULAR

Heliotrina C16H27NOS5

Indicina CI15H25NOS5
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!
Lasiocarpina %}%ﬁ C21H33NO7
Heleurina \}%&} C16H27NO4
Heliotridina L%ﬁ. CSHI13NO2
Espermidina MV\':' C7HI19N3
Chalinasterol = C28H460
Raponona C19H3004

Tabla 19. Consulta de principios activos en PubChem para M. alceifolia.

Consulta de principios activos en PubChem para M. alceifolia

PRINCIPIO ACTIVO

ESTRUCTURA 2D

FORMULAR MOLECULAR
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Saponina

C58H94027

Antocianinas

C15H110.
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Tabla 20. Resultados de los acoplamientos dirigidos a las catorce proteinas, cada uno con los cuatro ligandos

seleccionados por el multiscreening de PyRx.

PROTEINA GEN Ligandos obtenidos por AG lnteracclones. porlares Interacciones electrostacticas
PyRx Puentes de hidrégeno
Lupeol -6,9 Ser51 Phe49 - Glul35 - Phel38 - Vall42 - Tyr180 - His184
) Quercitina -6,8 Aspl0 - Trp30 Argl2 - Metl6 - His20 - Ala32 - Lys17 - Glul3
1 Apopto;lslrggulator BCL-2
£2 Taraxerol -7 Asn192; Leu209 Asnl143 - Tril44 - Ala197 - Leu201 - Phe 212
Lys22 - Arg26 - GIn25 - Asp102 - Ser105 - Argl06 - Argl09 -
Flavona -7 N-A Glul52 - Glyl55 - Vall56 - Vall59 -
Glul24 - Gly125 - Leul36 - Lys137 - Thr140 - Tyr195 -
Lupeol -6,8 N.A Tyrl97 - Val266
Quercitina -6,7 Asng0 - Phe275 - His277 Met44 - Leu81 -Lys82 - Lys224 - Tyr276
2 Caspase - 3 CASP3 Met61 - His121 - Glu123 - Phel28 - Tyr204 - Trp206
Taraxerol 3 Thr62 - Arg207 (2) Cton - Histol - Dl oo - Fhelos = yrel - 1palo -
Phe256
Flavona -7 N.A Tyr204 - Ser205 - Trp206 - Phe256
Lupeol -6,5 N.A Leul8 - Asn173 - Trp176 - Leul 77
Tt o Bt Quercitina 3 HisI51 - Glul68 Thr147 - Asnl62 - Thr16(3; l;l ?6}/75 164 - Cys165 - Lys166 -
3 | receptor superfamily | FAS
member 6 Taraxerol -8,5 Tle184 - Tle187 Leu$ - Valll - Leul2 - Vall15 - Leul77 - Leul80 - Leul81 -
Stigmasterol -7 His151 - Cis165 - Glu168 Thr147 - Glul50 - Asn162 - Thr163 - Lys164 - Lys166 -
Lupeol 21 NA GIn26 - Arg34 - Asp38 - His42 - Leu47 - Pro49 - TrpS1 -
Glu52
. . Quercitina -6,4 Asn124 - Lys144 -GIn180 (2) Glul21 - Argl25 - Alal28 - Glul32- Met148 - Asn181
BH3-interacting
4 . . BID
domain death agonist .
Taraxerol -6,3 Arg88 - GIn92 Glu77 - Asn85 - His89 - Gly193 - Met194 - Asp195
Flavona -6,6 N.A Phe22 - Gly41 - His42 - Leud7 - GIn50 - Trp51 - Glu52
Asp507 - Pro515 -arg556 - Ser560 - His699 - Val735 -
Lupeol 7,4 Gly509 Glu737 - Thr738
Leu546 - Ser560 - Asp697 - Arg698 - His699 - Glu737 -
Taraxerol -7,5 GIn702
s Retinoblastoma- RBI Arg741 - Thr738 - Tyr749
associated protein Asp394 - GIn395 - Leu416 - Vald19 - Lys420 - Gly423 -
Flavona 7.6 N.A Tyr424 - Lys427 - Serd43 - Tyr446 -
. Ala496 - GIn504 - Serd99 - Ser513 - Phe514 - Lys548 -
Stigmasterol -1,5 Arg500 - Asp507 - Glu545 His549 - Args52 -ArgS66 - His733
Asn91 - Pro93 - Lys94 - Lys98 - Asp99 - Thr110 - Vall13 -
Taraxerol -1,5 Leu92 - Thrl117 - Thr165 Lys14 Glul21 - Alal63
Asp99 - Glul09 - Thr110 - Vall13 - Lys114 - Thr117 -
. Lupeol -6,8 Glul21 Alal63 - Thrl65
6 Interleukin-6 IL6
Campesterol -6,3 Ser104 Met95 - Phel02 -GIn203 - Glu200 -Ser204 - Arg207
Quercitina 68 Lys98 - Lys1 14 Asp99 - Glul09 - Thr110 - Vall13 - THr117 - Thrl65 -
Alal63
Phel51 - Thr165 - Cys167 -Tyr161 - Tyr168 - GIn190 -
Lupeol -89 NA Thr189 Cys195 - Aspl96 - Glu197
Stigmasterol 84 NA His147 - Phel51 - Thr165 - Cys167 -Tyr168 -ILe169 -Thr189
7 Interferon gamma IFNGRI - GIn190 - Asp196 -Glu197
receptor 1 i - - - - - -
P Quercitina 9.1 Asn153 - Tlel 69 - Thri89 His147 - Phel51 - Tyr161 - Pro163 - Tyr168 - Asp196
Glul97
Vall50 - Phel51 - Asn153 -Tyr161 - Thr165 - Tyr168 -
Taraxerol -9 Thr189 - Glul92 - Cys195 GIn190 - Aspl96
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Glulll - Tyrl13 - Vall 14 - His1 15 - GIn164 - Lys208 -

Lupeol -8,2 Trpl08 Lys209 - Lys210
Quercetina 83 08 -Tyrl 13 - Asn205 - Pro207 - Lyl Aspl109 - Asn110 - Glul11 -Vall14 - His115 - GIn164 -
. Lys208 - Lys209
§ Interleukin-1 beta IL1B Ile103 - Phel05 - Trp108 - Vall19 - Phel62 - Vall63
e : CAro e103 - Phel05 - Trp108 - Val - Phel62 - Val -
Stigmasterol 7,5 Pro118 - Argl20 Glul67 - Lys209
Glulll - Vall14 - His115 - Lys204 - Asn205 - Lys208 -
Taraxerol -7,7 Trp108 - Tyr113 - GIn164 - Pro207 Lys209 - Lys210
Campesterol 85 NA Leu44 -Phe48 -Phe55 - Tyr90 - Val94 - Met95 - Ala98 -
Leull2
Lupeol 9 NA Leu44 - Phe48 -Arg45 - Leu66 - Leu70 - Phe74 - Tyr90 -
Leull6
’ Interleulin-10 IL10 Leu41 - Leud4 - Arg45 - Phe48 - Phe55 - Tyr90 - Val94
. eu4l - Leud4 - Arg45 - Phe48 - Phe55 - Tyr90 - Valo4 -
Stigmasterol 85 N-A Met95 - Leul12 - Leul 16 -
Quercetina -7,9 Leull2 -Leull6 Leud44 - Arg45 - Phe48 - Leu83 -ILe87 -Tyr90 -Met95
Campesterol -8,3 Asp52 Ala42 - Pro45 - Phe49 - Phel88 - Leul89 - Lys191 -Lys192
Lupeol -7,1 Asnl195 Pro45 - Phe49 - Phel88 - Lys191 - Lys192
Phosphoglycerate
10 . PGK1
kinase 1
Quercetina -1,7 Asp52(2) Pro45 - Lys48 - Phe49 - Phel88 - Lys191 - Lys192
. GIn38 - Lys41 - Ala42 - Pro45 - Phel188 -Leul89 - Lys191 -
Stigmasterol -7,9 N.A Lys192
Taraxerol -8,5 79 -Asn153 - GIn156 - Thr228 Leu4 Asp82 - Pro83 - Tyrl51 - Asp227
Quercetina I Tryl7 (2) - Lyss8 - Glu270 - Asn36¢ Asn37 - Arg38 - Thr39 - AspS5 - Arg274 - Arg344 - Asp368 -
1 Heat shock 90 kDa HSPAIL Glu369
protein 1-like . Aspl62 - Vall65 - GIn158 -Thr506 - Leu512 - Lys514 -
Chalinesterol 73 ArgsH ILe517 - Glus18 - Vals21
Arg78 - Lys79 - Asp82 - Tyrl51 - Asnl153 - Vall84 - Thr228
Lupeol 7.8 Asp227 - Asnd55 - Asn456
Lupeol 25 N.A Glu285 - Asn288 - Lys292 - Glu346 - Glu349 - Leu350 -
Ala353
. Quercitina -6,4 Lys164 - Glu271 - Glu346 Leul30 - Glu285 - Asn288 - Leu289 - Glu349 - Leu350
Cellular tumor antigen
12 53 P53
s Taraxerol -6,8 Argl74 - His214 Trp91 - Pro92 - Glul80 -Argl81 - GIn192- Asp207 -Phe212
. Pro89 - Ser90 - Leu93 - Trp91 - Tyr163 - Glul71 - Vall72 -
Stigmasterol -6,4 Argl75 Arg174- Gly244 - Gly245 - Arg249
Quercetina -8,3 Ser106 - Thr109 Lys20 - Asp95 - Glu98 - Leu99 - Argl02 - Phel05 - Alal49
Taraxerol -7,2 Aspll - Arg91 Argb - Glu7 - VallO - Serl4 - Trp24
13 | Bel-2-like protein 1 |2L1; BC
L ) 77 NA Lys20 - Glu98 - Argl02 - Phel05 - Ser106 - Thr109 - Ala149
upeo ’ : -Vall52 - Glul53 - Asp156
Ala93 - Phe97 - Argl00 - Tyr101 - Gly138 - Vall41 - Tyr195
Flavona 86 NA Ser203 - Gly206 - Phe210
Glu98 - Glul00 - Alal01 - Leu271 - GIn272 - Arg277 -
Lupeol 6.2 N-A Ala279 - Thr282
. Glul00 - Thr263 - Ala268 - Leu271 - GIn272 - Ser274 -
Transforming growth Flavona -6.8 N.A His276
14 factor beta-1 | TGFBI Pro99 - Glu100 - Tyrl03 - Arg277- Cys294 - Trp330
g 1059 - Glull0 - Tyrl05 - Args//- Cys294 - T1p530 -
roprotein R - -
prop: Taraxerol 9 Thr282(2) - Cys293 - Asp333 Leu332 - Cys 387 -Lys388 - Cys389
Stigmasterol 87 Cys293 - Cys398 Arg277 - Thr282 - Trp330 - Leu332 - Asp333 - GIn359 -

Lys388
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