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) RESUMEN

El cancer es upanenfermedad en el que algunas células del cuerpo crecen sin control y
se propagan a otrasvpartes del cuerpo. Los canceres se agrupan segun el drgano o tejido
de origen, mas tambien; segun las caracteristicas moleculares de las respectivas células
cancerosas. En la actualidad existen diferentes tratamientos para combatir el cancer, sin
embargo, solo en algunes*casos son efectivos, ademas provocan considerables efectos
secundarios en la persona‘gue lo recibe; es por ello que a la fecha no se cuenta con un

tratamiento efectivo.

Existen alrededor de 10 millones.de personas en el mundo que padecen cancer y, de
acuerdo a los avances tecnoldgicos de, los ultimos afos, ahora es posible analizar a
detalle la composicion molecular de diferentes tipos de cancer en cortos periodos de
tiempo. Sabemos que nuestro pais posee gran cantidad de plantas y frutas con efectos
curativos (medicinales) y en la mayaria- de l0s/tasos no todas han sido estudiadas; es
por ello que en el presente trabajo se“investigosa partir del extracto de la semilla de
Manilkara zapota y de los metabolitos secundarios presentes, mediante la cromatografia
liquida de alta resolucion acoplada a espectfometria de masas, las moléculas obtenidas
de este procedimiento fueron seleccionadas ¥y sometidas_a_estudios moleculares como
el acoplamiento molecular (docking) las cuales fueron”enfrentadas, con los datos
cristalograficos de los factores de transcripcion p53 y p21tiimplicado en la division y
destruccion de las células cancerosas. En un futuro, estos €studios de interaccion
podrian permitir el disefio de un farmaco que se adapte de forma (©Optima al tratamiento

de un cancer en particular.
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1)) ABSTRACT

Cancer is‘adisease in which some cells in the body grow uncontrollably and spread to
other parts of-the body. Cancers are grouped according to the organ or tissue of origin,
but also according, to the molecular characteristics of the respective cancer cells.
Currently there aré different treatments to combat cancer, however, only in some cases
are they effective, and they also cause considerable side effects in the person who

receives them; That is why to date there is no adequate treatment that is effective.

There are around 10 million"people in the world who suffer from cancer and, according to
technological advances in recent years, it is now possible to analyze in detail the
molecular composition of differenttypes of cancer in short periods of time. We know that
our country has a large number of plants and fruits with healing (medicinal) effects and in
most cases not all have been studied; That is why in the present work it was investigated
from the Manilkara zapota seed-extract and the secondary metabolites present, using
high-resolution liquid chromatography_coupled. to mass spectrometry, the molecules
obtained from this procedure were selected and subjected to molecular studies such as
molecular docking (docking), which were confronted with crystallographic data of the
transcription factors p53 and p21 involved-insthe division and destruction of cancer cells.
In the future, these interaction studies could allow the'‘design of a drug that is optimally
adapted to the treatment of a particular cancer.

KEYWORDS:

Biomolecule, Docking, Manilkara zapota, P53, P21, Metabolites, Molecules, LC-MS.



1) INTRODUCCION

El cancer€ssuna enfermedad que se caracteriza por una proliferacion descontrolada de
las células, lascuales invaden los tejidos y 6rganos del cuerpo humano (Roy et al.,2016;
Saiki et al., 2016)..El indice de mortalidad a nivel mundial es 10 millones de muertes por
cancer en el afol 2020 (Sung et al.,, 2021; Ferlay et al., 2021; Siegel et al., 2021,
Laversanne et al., 2021),.mientras que en México se registraron 683 823 defunciones
(estadisticas a propositadel dia mundial contra el cancer, Instituto nacional de estadistica
y geografia, 2022), para el caso del estado de Tabasco el indice se encuentra en 50.93
a 62.44. En el presente trabajo”se abordara el cancer debido a la alta mortalidad que
nuestro pais presenta. Los tipos-@dé cancer a estudiar son colorrectal y de prostata porque
estadisticamente se encuentran ¢om: mayor incidencia (Organizacion Mundial de la
Salud., 2022). De igual manera se estudiaran los factores de transcripcion p53 y p21
porque son los genes con mutacién mas frecuente en personas con cancer (National

cancer institute., 2017).

La necesidad del hombre de conoecer/nuevas”opciones terapéuticas ha permitido el
desarrollo tecnologico de mejores técnicas analiticas en el avance y descubrimiento de
plantas, que poseen propiedades benéfieas~para 1a salud. En este estudio se utilizo
diferentes técnicas, entre ellas la cromatografia de liquidos de alta resolucién acoplada
a espectrometria de masas (LC/MS), que nos permitié obtener e identificar las moléculas
presentes en el extracto hidroalcohdlico de la semilla de Manilkara zapota. (Allar et
al.,2018; Bisson et al.,2018; Azzollini et al.,2018).

En cada parte de nuestro pais como Veracruz, Oaxaca y la peninsula de Yucatan
podemos encontrar diversidad de plantas medicinales, tal es el caso.de. la Manilkara
zapota que por las propiedades medicinales que posee tanto en hojas{ fruto, cascara,
semilla, y flores, es la indicada para ser participe de este estudio (Lopez et al., 2008,
Garcia et al.,2012, Ling et al.,2019).

En el presente proyecto se utilizd extractos de la semilla de Manilkara zapota para
determinar sus metabolitos secundarios presentes mediante la cromatografia liquidade

alta resolucién acoplada a espectrometria de masas; las moléculas obtenidas de la
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espectrometria de masas, seran seleccionadas y posteriormente sometidas a interaccion
por acoplamiento molecular (docking), con la estructura cristalogréfica de los factores de
transcripciéngp53 y p21, lo que permitié evaluar si estos factores de transcripcion son
afectados por—el efecto de la presencia de estos metabolitos en la actividad
antiproliferativa. La identificacion de una molécula con efecto antiproliferativo permitira a

futuro el disefio de un farmaco que pueda ser utilizado en la terapia contra el cancer.



V) MARCO TEORICO

4.1 Antecedentes del cancer

El cancer es una‘enfermedad que se caracteriza por una proliferacion descontrolada de
las células, las cuales_invaden los tejidos y 6rganos del cuerpo humano (Fayek et
al.,2012; Monem et“als2012; Mossa et al.,2012), puede iniciar en cualquier célula del
cuerpo debido a dafios~gue presentan los genes encargados de la division celular
(Mackay et al.,2006; Jemal et.al.,2006; Lee et al.,2006; Parkin et al.,2006). La forma de
almacenar la informacion de las.€élulas es a través de las cadenas de ADN, sitio critico
de la génesis tumoral, asi coma_blanco especifico de los farmacos (Chacén et al.,2009).

4.1.2 Como se produce

El cancer surge de cualquier 6érgano o estructura corporal y estd compuestos por células
diminutas que tienen un crecimiento_descontrolado. Ocasionalmente, el cancer puede
detectarse “incidentalmente” mediante una-.prueba de laboratorio o una prueba
radiolégica de rutina o por una razon‘completamente diferente. En general, el cancer
debe alcanzar un tamafio de 1 cm o estar compuesto por 1 millon de células antes de
ser detectado. En este punto, puede denominarse("masa", "crecimiento”, "tumor",
"nodulo”, "bulto” o "lesion”. Las excepciones a esta regla general incluyen los canceres
de la sangre y la médula ésea (leucemias y linfomas), que‘cenyfrecuencia no producen

una “masa”, pero seran evidentes en las pruebas de laboratorio. (Sanchez et al.,2013).

4.2 Tipos de cancer

Los tipos de cancer mas comunes son: Cancer de prostata, pulmén, colorrectal, piel,
gastrico y en mayor proporcion cancer de mama. (Organizacion Mundial de ‘la’Salud.,
2022). Aunque existen diferentes tipos de cancer, unos con mayor incidencia que.otros,
el colorrectal y el de préostata son los de interés para esta investigacion, por lo que a

continuacion se estudiaran brevemente.



4.2.1 Cancer de préstata

El cancer de prostata es el cancer mas comun y la segunda causa principal de muerte
por cancer para“hombres en los Estados Unidos de América. En general, el cancer de
préstata crece de“forma muy lenta (Fig. 1); (Cancer de prostata version para pacientes,
Instituto Nacional ‘delsCancer., 2019). Numerosos estudios indican que el cancer de
prostata es impulsada_por el receptor de andrégenos (AR, por sus siglas en inglés), un
factor de transcripciéon depéendiente de ligandos que pertenece a la familia de receptores
nucleares. En ausencia de'ligando (p. €j., los principales androgenos dihidrotestosterona
(DHT) y testosterona, u otros esteroides androgénicos), el AR se localiza en el citoplasma
celular, formando complejos cop-proteinas chaperonas (Nevedomskaya et al.,2018;
Baumagart et al.,2018; Haendler et al?;2018).

El cancer de prostata todavia esta confinado al 6rgano o solo esta localmente avanzado
en el momento del diagndsticoDependiendozde multiples parametros que incluyen el
estadio clinico y los niveles de antigena prostatico especifico (PSA), se toman decisiones
sobre si optar por vigilancia activa, radioterapia_local o prostatectomia. Una vez que la
enfermedad se ha diseminado fuera de.a, préstata, a menudo se usa la terapia de
privacion de androgenos (ADT) mediante castracion guirurgica o quimica para disminuir
los niveles de testosterona circulante (Sumanasuriya et-al.s2018; De Bono et al.,2018).

— Prostata normal

—Cancer de prostata

Figura 1. llustracion de la prostata normal y con cancer. Tomado de (National Cancer Institute, 2019).



4.2.2 Céancer de colon

El cancersdercolon es un tumor del intestino grueso, y es la tercera causa de muerte
relacionada €on_el cancer en los Estados Unidos y en México (Gobierno de México.,
2023). Sin embarge, la mayoria de las personas con cancer de colon mejoran si el cancer

se detecta a tiempo.

El cancer de recto eszun.tipo de cancer de colon que comienza al final del intestino
grueso, que se llama recto~El término cancer colorrectal se usa para el cancer de colon

o recto (Fig.2) (American Family Physician., 2018).

Figura 2. llustracion de céncer colorrectal. Tomada=de (Arias et al:,2013; Garcia et al.,2013; Uribe et
al.,2013).

El cancer colorrectal se presenta de manera esporadica en €l 80 - 90 % de los casos
analizados y por la secuencia de manifestaciones comienza con‘la’presencia de polipos
adenomatosos que progresan a carcinoma. La deteccion tempraha de,estas lesiones
permite realizar un tratamiento oportuno, mediante la reseccién (endoscoépica y en
ocasiones por cirugia) para evitar la progresion hacia cancer. El otro 10 - 20°%del cancer
colorrectal aparece en pacientes con antecedentes familiares de enfermedades
polipdsicas y no polipédsicas del colon y aquellos con enfermedad inflamatoria intestinal
(Arias et al.,2013; Garcia et al.,2013; Uribe et al.,2013).



El diagnostico del cancer de colon se hace en sujetos sospechosos por uno 0 mas
sintomas .o signos clinicos que presenten, y puede ser diagnosticado mediante el
tamizaje de rutina en los sujetos que tienen moderado a alto riesgo. Una vez que hay
sospecha del-eancer colorrectal, se puede decidir entre hacer estudios que visualicen la
lesion directamente, o estudios de laboratorio que son mas conservadores. (Granados
et al.,2014).

4.3 Antecedentes de Manilkara zapota

El chicozapote (Manilkara zapota)ses una planta originaria de México, que se encuentra
distribuido en Tamaulipas, Nayaut, Colima y Michoacan, asi como en Campeche,
Chiapas, Tabasco, Quintana Roo y Yucatan. Su nombre comdn proviene del nahuatl
“chictli", debido a que posee un aromary-un sabor dulce por naturaleza (Hernandez et
al.,2019; Quinto et al.,2019; Aguilar et al.,2019).

El arbol de chicozapote puede alcanzar una‘altura de 25 a 30 metros y en ocasiones
hasta 45 metros; es un arbol sencillo de crecimientorlento, y de hojas simples con flores
aglomeradas en las puntas de las ramas de color verdoso, las semillas son rigidas en un
tono de color café, este arbol posee un aroma y un sabor dulce por naturaleza que no
solo se utiliza para producir goma de mascar sino también'se’requiere por los abundantes
efectos farmacoldgicos que se pueden obtener de sus diferentes partes tanto como de
las hojas, las semillas, o el fruto (Abu et al.,2011; Fayek et al.,2012; Faican et al.,2019).



Figura 3. Caracterizacion del fruto'de~estudio Manilkara zapota. Tomada de (Basto et al.,2019)

4.3.1 Uso de Manilkara zapota en la medicina tradicional (fruto, semillas, corteza,
tallo)

Manilkara zapota se ha utilizado en'la medicina_tradicional mexicana a lo largo de los
afos debido a que se le atribuyen propledades eurativas, contra la disenteria y diarrea,
para lo que se recomienda tomar la cocciényo el macerado de la corteza como agua de

uso. Las semillas, contienen resinas y grasas, )y son utilizadas como diuréticos.

En algunas zonas del norte las hojas se hierven y se toman_tres veces al dia como té
para normalizar la presion alta. Asimismo, la infusion preparada con varias semillas se
ingiere una taza al dia para mitigar el dolor causado por piquete.de alacran (Pravin et
al.,2018; Shashikant et al.,2018). Estudios indican que las hojas,.semillas y fruto del
chicozapote puede actuar también como agentes antidiabéticos, antiinflamatorios,
antialérgicos, antiplaquetarios, antimutagénicos, antioxidante, anticancerigeno y para

reducir las complicaciones cardiovasculares (Argueta et al.,1994; Gallardo et‘al.,1994).



a) b)

Figura 4. Frutos de Manilkara zapotd,.a) flores, frutos y hojas b) Corte transversal del fruto. Tomado de
(Hernandez et al.,2019; Quinto et al.,2019)

4.3.2 Estudios fitoquimicos de Manilkara zapota

En las investigaciones fitoquimicas de Manilkara zapota se han identificado los
compuestos fenilicos anisol, benzaldehido,benceno, alcohol bencilico, acido
clorogénico, éter-metilico de eugenol, acide‘galico,3-fenil-propanol, proprofenona, ester-
metilico del acido salicilico tolueno; los monoterpenos car-3-ene y oxido de linalol; el
sesquiterpeno cariofileno; los triterpenoides” taraxeral y su acetato; los flavonoides
leucodefinidin: y el componente azufrado sulfoxido dé dimetilo. La pulpa del fruto
contiene los triterpenos, hederagenin y acido oleandlico (Blacpma et al.,2022). Mientras
gue en la semilla podemos encontrar saponina, sapotina, saponinas acras, alcaloides,
aceites fijos y la sapotinina. En la hoja se han identificado los triterpenos acidos alfa y
beta- amirina, y ursodlico; los esteroles daucosterol y beta-sitosterol; y«l componente

fenilico acido gentisico (Blacpma et al.,2022).

4.3.3 Antecedentes farmacoldgicos de Manilkara zapota

Manilkara zapota posee diferentes efectos farmacolégicos debido a las propiedades

curativas que posee. Uno de ellos es su actividad antinociceptiva, la cual implica la
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liberacién de mediadores enddgenos del dolor en el sitio afectado. Esta actividad la
podemes encontrar en las hojas, y la corteza de esta planta. (Fernandez et al.,2009; Vela
et al.,2009; lbarra et al.,2009).

También se hasdemostrado que varias partes de la planta (tallo, corteza, hojas, fruto y
semillas) poseen”efectos antiinflamatorios y antipiréticos, los cuales producen una
supresion significativasde la inflamacion. (Fernandez et al.,2009; Vela et al.,2009; Ibarra
et al.,2009).

En el extracto de M. zapota (hojas) podemos encontrar efectos metabdlicos los cuales
incluyen los antihiperglucémicos y antihipercolesterolémicos; en cada uno de los efectos
se probo6 que causan una reduccion de niveles normales en ambos casos, por ejemplo;
para la antihiperglucemia bajan los niveles de glucosa y para la antihipercolesterolemia
baja los niveles de colesterol (Fernandez et al.,2009; Vela et al.,2009; Ibarra et al.,2009).

Las investigaciones cientificas de las hojas y la corteza de M. zapota han reivindicado su
tradicionalmente reconocida eficaetaen la diarrea, reduciendo este efecto en un 53,57%
(Fernandez et al.,2009; Vela et al.,2009; Ibarra et-al.,2009).

En las hojas, semillas flores y corteza _de M.(zapota se ha encontrado actividad
antibacteriana y antifungica, contra bacterias,gram-positivas y gram-negativas, en las
cuales se comprueba que existe una disminucion de_estas al ser comparados con

extractos de acetato de etilo, etanol, y acetona (Villegas et-al, 2016).

El extracto etanolico de la corteza de M. zapota ha demostrado actividad citotoxica y
antitumoral sobre varias lineas celulares cancerosas, incluidas‘HL<60 (lineas celulares
de leucemia humana), HT-29 (lineas celulares de cancer de colon humano), MCF-7
(lineas celulares de cancer de mama humano), A 431 (Lineas celulares.de eancer de piel
humano) y A 549 (Lineas celulares de cancer de pulmon humano) (Roy/et.al., 2016;
Saikia et al.,2016).

Hasta ahora, la actividad antioxidante de la planta ha sido ampliamente estudiada, pero
a pesar de que se han encontrado efectos anti proliferativos en extractos de‘tallo,y
corteza, la evaluacion del extracto de la semilla en lineas celulares de cancer, no ha'sido
reportada. (Fernandez et al.,2009; Vela et al.,2009; Ibarra et al.,2009).
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4.4 Farmacognosia en la actualidad

La farmacognaosia ha sido utilizada durante casi 200 afios y esta enfocada al estudio de
medicamentos dé forma natural, ha adquirido relevancia, debido al uso de remedios
herbales a nivel mundial. Las areas de investigacion en farmacognosia incluyen aspectos
de biologia celular y.molecular en relaciébn con productos naturales, etnobotanica y
fitoterapia (Douglas et al;;2001).

La farmacognosia se enfoca al estudio de sustancias con efectos terapéuticos, asi como
también al estudio de moléculas que sirvan como modelo estructural para la sintesis de
nuevos compuestos mas potentes;.y la obtencion de sustancias activas como hormonas
esteroides, anestésicos locales y antibioticos; ademas de enfocarse también a la
bdsqueda de sustancias naturales quetpueden ser aplicadas en la industria en general
(Cortez et al.,2004; Macedo et al.;2004; Herndndez et al.,2004).

4.5 Cromatografia de liquidos acoplada a masas (LC-MS).

La cromatografia liquida de alta resolucion.o highperformance liquid chromatography
(LC-MS) es un principio de medida que permité separar/los componentes de una muestra
(analitos) en funcion de su distribucion entre dos fases inmiscibles entre si: una fase
estacionaria (un sélido o un liquido adsorbido sobre un soporte,sélido) y una fase movil
(un liquido) (Rigo et al.,2018; Canalias et al.,2018; Esteve et al.,2018). En este tipo de
cromatografia, para que tenga lugar el proceso fisico-quimico deseparacion, la muestra
es inyectada en el seno de la fase movil, en la que es soluble, e impulsada a una elevada
presion a través de una columna que contiene la fase estacionaria. Una vez separados
los diferentes analitos en el sistema cromatogréafico (eluatos), y en funeion de sus
propiedades fisico-quimicas, estos pueden ser identificados o cuantificados empleando
alguno de los mdltiples sistemas de deteccion existentes. Debido a la elevada capacidad
para separar, aislar, identificar y cuantificar que presenta el LC-MS. Los procedimientos
de medida basados en esta tecnologia (de ahora en adelante, procedimientos

cromatograficos) llevan afios aplicAndose en los centros de investigacion, en la industria
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farmacéutica, en las empresas del diagndstico in vitro o en los laboratorios clinicos para
el desarrollo de nuevos farmacos o para la identificacion o la medicibn de nuevas

propiedades.biologicas (Rigo et al.,2018; Canalias et al.,2018; Esteve et al.,2018).

4.5.1 Componentes del espectrometro de masas

El principio de la espectrometria de masas se basa en el comportamiento diverso que
presentan los iones que _se,forman por las diferentes técnicas de ionizacion, al atravesar
campos eléctricos y magnéticos (Romero et al.,2007; Fernandez et al.,2007; Plaza et
al.,2007). Los iones generados son separados en funcibn de su relacion

masa/carga (m/z) y detectados{posteriormente.

La tecnologia Q-TOF de ultra alta<definicion utilizada en este trabajo, permite buscar
rapidamente las diferencias en los niveles,de expresion entre los grupos de muestras e

identificar los posibles biomarcaderes en los datos de LC/MS de masa exacta.

Un espectrometro de masas consta de variosicomponentes basicos:

— Dispositivo de introduccion de la muestra

— Camara de ionizacion o fuente, donde se generan lgs.iones a partir de las sustancias

quimicas a analizar

— Analizador, que diferencia los iones generados en funcién de su relacion m/z

— Detector que produce una sefal eléctrica amplificada para cada uno de los iones
generados (Romero et al.,2007; Fernandez et al.,2007; Plaza et al42007). Existen

principalmente tres tipos de detectores:

1. Caja de Faraday. Consiste en una caja dentro de la cual se tiene Wna placa,
ligeramente inclinada para evitar la reflexion de iones; al chocar con la placa, los iones

toman de estos electrones para neutralizar su carga, y midiendo la corriente electronica
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necesaria para neutralizar a todos los iones, se puede tener una idea bastante exacta

del nimere de iones que han alcanzado la placa.

2. Multiplicador de electrones. Es esencialmente igual a los tubos fotomultiplicadores
utilizados paralla deteccion de radiacion. Este tipo de detector, utiliza la energia cinética
de los iones que‘inciden sobre una placa que tiene su superficie recubierta por 6xidos de
tierras raras; al chocar los iones contra la placa, esta emite una corriente de electrones
gue son acelerados hacia.una segunda placa, de la que vuelven a arrancar electrones

gue son acelerados hacia una tercera placa y asi sucesivamente.

3. Deteccion fotografica. Se“utiliza en muy pocos equipos y Unicamente cuando es

necesaria una altisima sensibilidad e una extraordinaria resolucion.

Bomba Inyector

Fase movil
= | -~ Columna
Horno de. - “ Registrador
termostatizacion
s
5 l .[
Detector |7 ‘{
been
Integrador

Figura 5. Esquema de un cromatdgrafo de liquidos. Tomado de (Romeroet al42007; Fernandez et
al.,2007; Plaza et al.,2007).

4.5.2 Inyeccién de la muestra en LC-MS

Los métodos que se han utilizado en LC-MS utilizan fuentes de ionizaeion por
termopulverizacion (TSP). Asi también las técnicas de ionizacidén en la espectrometria
de masas acoplada a la cromatografia de liquidos, el TSP ha sido desplazado por_las

técnicas de ionizacion a presion atmosférica (API), entre las que destacanla
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electroputlverizacion o electrospray (ESI) y la ionizacion quimica a presion atmosférica
(APCI)«(Santisteban et al.,2003).

La fuente<ESI, se utiliza para introducir la muestra liquida a través de un capilar al que
se aplica un elevado potencial (+ 3-5 kV), lo que permite producir un spray de microgotas
cargadas, las cuales debido a repulsiones electrostaticas se dividen hasta provocar la
desolvatacion y evaporacion de los iones. La fuente ESI trabaja a flujos entre 0,5y 10 uL
min-1, aunque se pueden,aumentar hasta 300-400 uL min-1 utilizando el denominado
ionspray (ISP), una varante del electrospray en la cual la formacion del aerosol y la
desolvatacion estan facilitadas’por una corriente coaxial de gas. La electropulverizacion
es una técnica de ionizacion” suave, de manera que los iones producidos son
principalmente los derivados de.a‘incorporacion o cesion de uno o varios protones a las
moléculas, aunque también se pueden originar iones correspondientes a aductos con
otras especies presentes en la fase (mavil (Santisteban et al.,2003). En las fuentes de
APCI, la fase movil se introduce a.travésde una camara de vaporizacion cilindrica que
se encuentra a elevada temperatura, loQue provoca la evaporacion del efluente
cromatografico. La ionizacion se induce aplicando un elevado voltaje (£ 3-5 kV) a un
electrodo en forma de aguja, lo que produce unacorriente de hasta 10 yA. Esta corriente
eléctrica origina un plasma de iones de la fase“mévil que provoca un proceso de
ionizacion quimica. La ionizacion quimica_a’ presionatmosférica es una técnica de
ionizacion suave, aunque en algunos casos ademas de lesyiones correspondientes a la
molécula protonada o desprotonada pueden aparecer fragmentos en el espectro
(Santisteban et al.,2003).

Los avances en espectrometria de masas (MS) han permitido ‘eL.analisis de proteinas
celulares y metabolitos (proteoma y metaboloma respectivamente) en una escala

inimaginable (Santisteban et al.,2003).

4.6Factores de transcripcion

Los factores de transcripcion son proteinas capaces de unirse especificamente a
secuencias cortas de ADN (elementos en cis) localizados en los promotores de genes, y

de interactuar con el complejo de pre-iniciacion de la transcripcién para inducir o inhibir

la actividad de la enzima ARN polimerasa Il. De esta manera, los factores de
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transcripcion modulan la tasa de transcripcion de sus genes blanco a través de un

sistemadenominado reguldén (Garcia et al.,2013; Goémez et al.,2013; Trejo et al.,2013).

Estos facteres son proteinas que se unen a elementos especificos presentes en el
promotor de upcgen blanco. La estructura proteica de un factor de transcripcion tipico
consiste de dos”dominios: el dominio de unién al ADN, responsable de unirse a
elementos especificos que actian en cis en las regiones del promotor, y el dominio
regulatorio responsable_de la regulacién transcripcional de los genes blanco, el cual se
une a la maquinaria de-transcripcion. De esta manera, los factores de transcripcion
inducen (activadores) o inhiben (represores) la actividad de la ARN polimerasa I, y asi
regulan la expresion genética_«En las plantas hay diferentes familias de factores de
transcripcion, clasificadas con fupdamento en su dominio de unién al ADN (Garcia et
al.,2013; Gémez et al.,2013; Trejo et'al.,2013).

Existen dos tipos de factores de transeripcion o elementos reguladores en trans, los
factores de transcripcion generales, que seunen a secuencias de ADN en la region de
control tipo promotora, permitiendo gue-la ARN"pol Il forme el complejo de iniciacion. El
otro tipo de factores de transcripcion-activadores o represores se unen a regiones de
control tipo enhancer o silenciadora (que no, permiten_la expresion del gen mediante un
mecanismo de represion), respectivamente; modulando_la formacién de un complejo de
iniciacion (Gutiérrez et al.,2019; Calixto et al.;,2019; Gomez:et al.,2019).

Los factores de transcripcion generales (TFIIA, TFIIB, TFIID¢TRIIE, TFIIF, TFIIH, por sus
siglas en inglés) se unen a la secuencia promotora en un orden especifico y permiten
posicionar la ARN polimerasa Il en la ubicacién correcta. Ademas;.estos factores separan
las dos hebras de ADN para que inicie la transcripcion y liberen la*ARNqpolimerasa del
promotor y se pueda llevar a cabo la elongacion, una vez iniciada lastranscripcion. La
eficiencia de este proceso puede ser baja, por lo cual la cantidad de ARNM.Sintetizado

no es muy alta (Gutiérrez et al.,2019; Calixto et al.,2019; Gomez et al.,2019):
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46.1 P53

P53 es un.facter de transcripcion muy a menudo mutado en tumores malignos. Funciona
hacia la regulaciébn de importantes actividades celulares, como el ciclo celular, la
senescencia Y. la apoptosis. Dado que la inflamacion y el cancer estan fuertemente
asociados a través(de vias comunes, P53 puede suprimir la inflamacion en una gran
cantidad de tejidos”humanos (Barabutis et al.,2018; Schally et al.,2018; Siejka et
al.,2018).

El p53 mutante es muy abundante en los canceres y los promueve al inhabilitar la funcién
del P53 de tipo nativo o natural; asi como mediante procedimientos de "ganancia de
funcion”. Este ultimo término sewrefiere a la acumulacion de esas mutaciones P53, que
aumentan la capacidad oncogénica«del P53 mutado y brindan una resistencia tumoral
mas fuerte en los tratamientos contra el'¢ancer (Barabutis et al.,2018; Schally et al.,2018;
Siejka et al.,2018).

El gen supresor de tumores TP53 €S.uno de Jossgenes mas importantes y estudiados en
la genética del cancer, ya que se encuentra mutado en mas del 50% de todos los tipos
de cancer humano y codifica para una preteina multifuncional cuya deficiencia contribuye
a la inestabilidad gendmica que conduce~a la acumulacion de mutaciones y a la
aceleracion en el desarrollo del tumor (Rangel et al.,2006;, Pifia et al.,2006; Salcedo et
al.,2006). Este gen da origen a una proteina que se encuentrayen el nucleo de las células
y cumple una funcién importante en el control de la divisién y destruccion de las células.
Es posible que las mutaciones (cambios) en el gen p53 hagan que las células
cancerosas se multipliquen y se diseminen por el cuerpo. Estos cambios se han
encontrado en una afeccion genética llamada sindrome de Li-Fraumeni\y en muchos
tipos de cancer. El gen p53 es un tipo de gen supresor de tumores. Tamibién se llama
gen de la proteina tumoral p53 y gen TP53 (Instituto Nacional del Cancer.72022).

La proteina humana p53 esta involucrada en un amplio espectro de eventos’celulares
que van desde la regulacion de la glicdlisis y autofagia, reparacion del dafio del ADN,
supervivencia celular y regulacién del estrés oxidativo, angiogénesis, diferenciacion,

proliferacion, muerte y senescencia celular, hasta la remodelacion 6sea. Para ello,
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interactda directamente con el ADN (como factor de transcripcion) y con un conjunto de
proteinas,.ademas de ser el blanco de variadas vias de sefializacion, a través de las

cuales se«egula su actividad.

4.6.1.1 Estructura de la proteina p53

P53 es una fosfoproteina homotetramérica, formada por 393 aminoacidos y cuatro
dominios funcionales: Dominio de transactivacion, este dominio, entre los aminoéacidos 1

y 42 del extremo amino-terminal,,a través del cual interactda con la proteina mdmz2.

Dominio rico en prolina: conservado en la mayoria de las especies. Localizado entre los

aminoacidos 40 y 92, contiene a su'vez un segundo dominio de transactivacion.

Dominio de union al ADN, se encuentra entre los aminoacidos 101 y 306. Comprende
las regiones de alta disociacion inducida*por colision de alta energia (HCD) 11, 1ll, IVy V,
lo que explica similaridad de funcion€és entreeéspecies, es el sitio de ocurrencia del 90%

de las mutaciones halladas en los tumores cancerosos humanos.

Dominio de oligomerizacién, entre los“aminoacidos 307 y 355. Contiene una region
translocacion Ten-Eleven de 2-oxoglutarato)y di oxigenasa dependiente de hierro
llamada TET, con secuencias de aminoacidos sefializadores de la localizacion nuclear
(NLS) o citosélica (NES) de la proteina. Su estructura sécundaria corresponde a una

lamina 3, seguido por una a-hélice, necesaria para la dimerizagion de p53.

Dominio carboxi-terminal, extendido entre los aminoacidos 356 y,393. Con tres sefales
NLS y un dominio que reconoce sitios de dafio del ADN, este deminio también esta
implicado en la actividad de regulacion negativa del dominio de union'con el ADN
localizado entre los amino&cidos 101 y 306 (Chuaire et al.,2008; Sanchez_ et al.,2008;
Ramirez et al.,2008).
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Figura 6. Las cuatro interfases proteina-ADN/ Tomado de<(Chuaire et al.,2008; Sanchez et al.,2008;
Ramirez et al.,2008).

El tetramero del dominio central de p53 y cada.uno de los dos dimeros del dominio central
de p53 (denominados tetramero central y dimero central, respectivamente) muestran una
simetria que coincide con la del ADN: una diada central, par de crométidas unidas por el
centromero, (Glosarios especializados., 2015), posicionada entredos semi sitios del ADN
y una diada dentro de cada medio sitio. En esta configuracion; |a distancia entre los
dimeros del nicleo es de ~35 A, y se giran entre si 33° en el sentido dejlas agujas del
reloj, lo que da lugar a una imagen similar a una hélice del tetramero del.nucleo cuando
se ve desde el eje de la hélice del ADN (Fig. 6C). Esta geometria particular'de mterdimero
se adapta a la deformacion del ADN y permite interacciones proteina-proteina.entre los
dimeros centrales a lo largo de la hélice del ADN (Fig. 6). Aunque los complejos.actuales
entre tetrameros p53 y diferentes objetivos de ADN muestran una arquitectura general

comun, es probable que se produzcan variaciones en el ensamblaje de dimeros .en
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tetrameros cuando los semi sitios de ADN son contiguos o0 estan separados por un
namero-diferente de pares de bases (Kitayner et al.,2006; Rozenberg et al.,2006; Kessler
et al.,2006).

4.6.2 P21

La proteina reguladora de“la progresion del ciclo celular p21 es un inhibidor de cinasas
dependientes de ciclina (CDK)scompuesta por 591 aminoacidos. P21 funciona como un
inhibidor del ciclo celular y un“efector antiproliferativo en células normales, y esta
desregulado en algunos canceres. Esta proteina se localiza exclusivamente en la
superficie interna de la membrana celular; actuando como un interruptor molecular
binario que, al enviar una sefializaciéna la célula, influencia la apoptosis y su crecimiento
celular (Shamloo et al.,2019; Usluer et al;2019).

El desequilibrio entre la proliferacién-celular y/la muerte celular (apoptosis) conduce a la
tumorigénesis. Se descubrio que p21)Yun inhibider de la quinasa dependiente de ciclina
(cdk) bien establecido, desempefia un papel importante en el control de la progresion del
ciclo celular. En 1994, se introdujo p21 (también conocido como factor de activacion de
tipo 1 / proteina inhibidora de quinasa dependiente de ciclina-1 o WAF1 / CIP1) como
supresor de tumor en células de cancer de cerebro, pulmén_y colon; Se demostré que
p21 induce la supresion del crecimiento tumoral a través de la~actividad de p53. Si bien
no se encontrd que la alteracion de p21 sea responsable del‘'desarrollo en ciertos tipos
de cancer, como en el de ovario o de mama, que hubo evidencia que respalda el
escenario inverso en otros tipos de tumores como el carcinoma de tiroides, o endometrial.
Un estudio preliminar sobre el carcinoma de pulmon de células no pegtiefias mostré que
p21 se sobre expresa en tumores bien diferenciados (Shamloo et al.,2019; Usluer et
al.,2019).

Los aspectos controvertidos de p21 se deciden por la ubicacion de p21 y la condicion de
este en la proteina p53, la cual es la mas mutada en el cancer pediatrico y adulto,)e

induce la expresion de p21, en respuesta al estrés celular, como el dafio del ADN o el
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estrés oxidativo. Ademas de la detencion del ciclo celular, p21 juega un papel importante
en la senescencia a través de vias dependientes de p53 e independientes de p53.

También p21 regula varios programas celulares como la apoptosis, la respuesta al dafio
del ADN y la remodelacion del citoesqueleto de actina. Dicho esto, el efecto de p21 sobre
la evolucién de 40S tumores cancerosos depende en gran medida del estado de la
proteina p53 en las‘células cancerosas. Aunque la induccion de p21 es dependiente de
p53 en determinadas‘condiciones, como el dafio del ADN, existen varios escenarios en
los que el patron de expresion de p21 es independiente de p53, como el desarrollo normal
de tejidos, la diferenciacionsCelular o la estimulacion sérica posterior. En respuesta a la
actividad del factor de transcripcion de p53, la induccion de p21 podria conducir a la
detencion del crecimiento tumoralsnediante la inhibicion del complejo ciclina-quinasa, el
antigeno nuclear de proliferacion eelular (PCNA), los factores de transcripcion y los
coactivadores. Por otro lado, p21 puededirigir la evolucion del tumor hacia el crecimiento
del cancer al ralentizar la acumulacion de dafio en el ADN. Se ha demostrado que la
induccién de p21 es crucial para premover la/imotilidad y la tumorigénesis de las células
cancerosas. Por tanto, p21 puede-ser una‘“proteina oncogénica o un supresor de
tumores, dependiendo de su localizacion en ‘el citoplasma o en el ndcleo,
respectivamente. Esta controversia en torng.a las fanciones de p21 en la evolucién del
cancer hace que sea mas dificil encontrar el"'equilibrio @decuado en el que la funcion de
p21 impediria selectivamente la progresion del cancer (Shamloo et al.,2019; Usluer et
al.,2019).

4.6.2.1 Actividad de P21 en el nlcleo y citoplasma

La figura 7 a través de la fase G1 muestra las actividades de p21 en ‘el nucleo y el
citoplasma. A) bajo ciertas condiciones, p21 promueve la actividad quinasade‘la quinasa
dependiente de ciclina 4 (CDK4) o CDK6 en complejo con ciclina D, promoviende, asi la
progresion a través de G1. p21 inhibe CDK2-ciclina E, con la consiguiente inhibigion de

la fosforilacion de RB (gen supresor de tumores) (Rangel et al.,2006; Pifia et al.,2006;
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Salcedo’et al., 2006) dependiente de CDK2 y el secuestro de E2F1, inhibiendo asi la
transcripcion del gen dependiente de E2F1 y la progresion hacia y a través de la fase S.

P21 tambiéninhibe la actividad quinasa de CDK2-ciclina A y CDK1-ciclina A, que son
necesarias parala progresion a través de la fase S y hacia G2 respectivamente. Ademas,
p21 inhibe la actividad quinasa de CDK1-ciclina B1, inhibiendo asi la progresion a través
de G2 y G2 / M. B)/A través de su dominio carboxilo-terminal, p21 se une e inhibe el
antigeno nuclear de células proliferativas (PCNA), inhibiendo asi la sintesis de ADN
procesivo y modulando las*vias de reparacion del ADN dependiente de PCNA. C) p21
puede inhibir la actividad transcripcional de los factores de transcripcion E2F1, STAT3
(transductor de sefial y activader de la transcripcion 3) y MYC mediante la union directa
y la inhibicion de su sitio de transactivacién. Esto explica algunos de los efectos
antiapoptoticos de p21, que pueden~contribuir a su actividad oncogénica. D) La
fosforilacion de p21 en Thr145 mediante.,AKT1 activada (también conocida como PKB)
aguas abajo de ERBB2 (un miembro de la familia de receptores del factor de crecimiento
epidérmico de receptores tirosina quinasas).o IKKB (inhibidor del factor nuclear-kB
quinasa-B) previene la translocacion..nuclear"de®p21. La p21 citoplasmatica exhibe
actividad antiapoptotica debido a la inhibicion de'proteinas implicadas en la apoptosis.
No esta claro si la fosforilacion de p21 porsAKT1 solo‘funciona para retener p21 en el
citoplasma o también es necesaria para sus actividades citoplasmaticas. (Abbas et
al.,2009; Dutta et al.,2009).
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Figura 7. Actividades de p21 en el nicleo y€l citoplasma. Tomada de (Abbas et al.,2009; Dutta et al.,2009).

P21 se destacé como mediador de la-actividad supresora de tumores de p53 y como
inhibidor de la progresion del ciclo celular debido asu capacidad para inhibir la actividad
de los complejos de quinasa dependiente_de ciclina (CDK) y del antigeno nuclear de

células proliferantes (PCNA).

La actividad supresora de tumores de p21 se deriva de“su’papel en la induccién de la
detencion del crecimiento, la diferenciacion o la senescencia. Recientemente, se ha

hecho evidente que p21 es estimulado por muchas vias que son independientes de p53.

e p21 regula directamente la expresion génica y otros eventos celulares a través de
interacciones proteina-proteina que son independientes de las CDK«y RCNA.

o Multiples factores de transcripcion, ligasas y proteina quinasas..regulan la
transcripcion, estabilidad y localizacion celular de p21 regulando asi su actividad.
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o Los«datos recientes sugieren un papel tumorigénico de p21 en ciertos contextos que
se basan en su capacidad para suprimir la apoptosis y promover el ensamblaje de
ciclinas’de tipo D con CDK4 y CDKG6.

« Dado que p21_es un supresor de tumores, pero que se comporta como un oncogén
en ciertos contextos celulares, apuntar a p21 o factores que regulan su actividad para
la intervencion terapéutica es una tarea prometedora pero desafiante (Abbas et
al.,2009; Dutta et al.;2009).

4.7 Estudios in silico.

El acoplamiento molecular (por sus'siglas en ingles docking) es una técnica de mecéanica
molecular ampliamente utilizada para‘predecir energias y modos de enlace entre ligando
y proteinas, esta informacion es de gran utilidad en el estudio de nuevos compuestos
con efectos terapéuticos. No obstante, |0S resultados obtenidos mediante esta técnica
tienden a la subjetividad, debido a _que los programas utilizados para llevarla a cabo
proporcionan mas de un criterio de seleccién de la-mejor pose. (Velasquez et al.,2013;
Pinzi et al.,2019; Rastelli et al.,2019).

El acoplamiento molecular cominmente emplea dos algoritmos por separado. Un primer
algoritmo de muestreo que predice todas las configuraciones o conformaciones
estructurales (pose) que el ligando puede asumir dentro de un_dominio o sitio activo en
el blanco proteico, y un segundo algoritmo con una funcion de puntuacion que predice
las energias de unién entre el ligando y el receptor para cada una'de las configuraciones
establecidas por el primer algoritmo. Posteriormente, con base en la funcion de estos
dos algoritmos, todas las configuraciones de union del ligando y su-receptor son
clasificadas (o jerarquizadas) de acuerdo a sus energias de union. Peorytanto, las
funciones de puntuacion son capaces de filtrar compuestos a partir de grandeS\bases de
datos en una busqueda virtual, donde la configuracién de un compuesto con el\mas alto
puntaje deberia corresponder a la configuracion con una energia de unidbn mas favorable,

para que este compuesto pueda ser considerado como un potencial cabeza de serie
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o lead (Ball6n et al.,2019; Grados et al.,2019) (Ferreira et al.,2015; Dos Santos et
al.,2015; Qliva et al.,2015).

El docking melecular puede ser aplicado con dos enfoques distintos. El primero de ellos
describe la prateina y el ligando como superficies complementarias. El segundo intenta
recrear las enérgias de interaccion entre ambas moléculas en su proceso de
acoplamiento. Ambas‘enfoques tienen ventajas y limitantes que mejoran la union ligando-

receptor aumentando su actividad biologica (Rojas et al.,2018).
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V. JUSTIFICACION

Se conoce_actualmente que los farmacos utilizados en el tratamiento del cancer
producen efeetos secundarios severos en la salud del paciente (Organizacion mundial
de la salud., 2022); ademas de que no son 100% efectivos, son también inespecificos,
debido a que tienen efecto sobre células sanas, por lo que se requiere la basqueda e
identificacion de moléculas que presenten propiedades antiproliferativas que no posean
tantos efectos adversos: Debido a lo anterior y considerando el contenido rico de
metabolitos como fenoles y moléculas antioxidantes presentes en Manilkara zapota y por
resultados preliminares que gmuestran actividad antiproliferativa en la semilla, es de
nuestro interés identificar a“Ja .0. las moléculas responsables de la actividad
antiproliferativa presentada en lar'semilla de Manilkara zapota, mediante el uso de
técnicas analiticas como cromatografiatdPLC, LC/MS. La interaccién entre las moléculas
identificadas y los factores de transcripcion p53 y p21 se evaluara mediante ensayos de
docking molecular, consideranda-les* datos\cristalograficos obtenidos de Protein Data
Bank (PDB) para las proteinas. Estos,ensayas nos permitirdn identificar a una o varias
moléculas candidatas y proponerlas como un potencial farmaco contra el cancer de colon

y/o prostata, entre otros (Medina et al.,2018; George.et al.,2018; Medina et al.,2018).

VI. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Los compuestos presentes en el extracto de Manilkara zapota podrian tener la
capacidad de unirse a factores de transcripcion como las proteinas*P53 y/o P21 y

representar una fuente de moléculas con potencial actividad anticancerigeno?
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VIl. HIPOTESIS O SUPUESTO

La semilla’de*Manilkara zapota contiene metabolitos secundarios capaces de interactuar
con factores‘etranscripcion como p53 y p21 involucrados en el desarrollo del cancer.

VIIl. OBJETIVOI(GENERAL

Realizar un andlisis cualitativo de los metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de Manilkara zapota mediante LC/MS, determinar la interaccién
molecular con los factores de_trascripcion P53 y P21, involucrados en el desarrollo del

cancer, utilizando el acoplamiento_melecular (docking).

IX.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Obtener el extracto hidroalcohdlico dellasemilla de"Manilkara zapota

-Inyectar, procesar y obtener datos del extracto hidroalcohdlico de Manilkara zapota
utilizando LC/MS.

-Seleccionar las moléculas (metabolitos secundarios) que' estan presentes en los

extractos de la semilla de Manilkara zapota.

-Buscar la estructura y datos cristalograficos de los factores de transcripcion p53 y p21

del protein data bank.

-Realizar las fragmentaciones adecuadas de las moléculas que se seleccionaron,para la

evaluacion de su estructura quimica en el programa chemdraw.

27



-Realizar el docking molecular, de las moléculas que se seleccionaron de la semilla de
Manilkara.zapota, frente los datos cristalograficos de los factores de transcripcion P53 y

P21, utilizando los programas open babel, maestro software, y auto dock vina.
-Obtener la informacion del genoma humano, de los factores de transcripcion p53 y p21

para determinar el'sitio de unién al que pertenecen con respecto a los residuos de

aminoacidos de los metabolitos seleccionados.
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Figura 8. Esquema de la metodologia general.
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10.1 _Colecta del fruto

Los frutos<de *Manilkara zapota fueron recolectados en la localidad de Cacahoatan,
Chiapas, el 29.de mayo del 2019, y caracterizados por el herbario de la Division
Académica de'Ciencias Biolégicas (DACBIOL), con No. de Herbario UJAT 36495 para
su estudio. Este se(proceso para ser lavado con extran-agua al 0.1%, y posteriormente
se lavo con abundante-agua corriente y después con agua destilada.

10.2 Procesamiento.de la semilla

La cascara, la pulpa y la semilla del chicozapote se separaron, posteriormente las
semillas fueron lavadas con abundante agua corriente y agua destilada, para eliminar
por completo residuos de la pulpa, paesteriormente se realiz6 la deshidratacion de las
semillas en una estufa a temperatura constante de 60°C durante 4 dias, pasado el tiempo
indicado se pulverizaron estas en un mortero hasta obtener un polvo fino del cual se pesé
50g de lo obtenido en la balanza“analitica V204 marca Velab, seguidamente se coloco

en un frasco para macerarlas con unasmezcla hidroalcohdlica de metanol al 80%.

10.3 Obtencion de los extractos

El extracto del cual partimos para la realizacion de este prayecto se obtuvo como lo indica
(Basto et al.,2019).

Se empled el método de extraccidon discontinua por maceracion descrito por Kuklinski en
2003, la técnica indica que se debe emplear agua, glicerina o mezelas hidroalcohdlicas,
por lo que se realizaron modificaciones al proceso, y solo algunos extractos fueron
hidroalcohdlicos y se realizaron en metanol absoluto. En un mortero se coleco la materia
prima, 50 g de las semillas con 200 mL de la mezcla hidroalcohdlica (metanol 80%)
respectivamente, dejandose en contacto hasta lograr la maxima @xtraccion.
Seguidamente se colocaron en matraces Erlenmeyer, se dejaron a temperatura ambiente
agitando durante 30 minutos en una parrilla eléctrica Ms-H280-pro marca DEAB.y

posteriormente se dejo reposar durante 24 horas, concluido ese tiempo se decantd
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solamente el metanol en otro matraz Erlenmeyer. El residuo o marco de cada extracto
se le afiadi6 nuevamente 200 mL de la mezcla hidroalcohdlica a las semillas. Este
proceso se'repitié durante cuatro dias para mejorar el rendimiento de la extraccion, todos
los disolventes-recolectados se mezclaron. Los extractos metandlicos e hidroalcohdlicos
se llevaron al ‘rotavapor marca LabTech, el cual, mediante una destilacion al vacio,
permiti6 la evaporacién rapida del disolvente presente en nuestros extractos,

recuperando el extractoliquido concentrado (Fig. 9).

Figura 9. Extracto de la semilla=de”Manilkara’zapota. Tomado de (Basto et al.,2019).

Finalmente, para eliminar el exceso-de-agua“de cada extracto, se liofilizaron con un
equipo Alpha 2-4 LSC basic Martin Christ(Fig. 10).

Figura 10. Liofilizacion del extracto hidroalcohdlico de Manilkara zapota. Tomado de (Basto et al.,2019).
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10.4 Determinacion del perfil metabolomico mediante LC-MS de Manilkara
zapota

Para realizar /el estudio metabdlico vamos a utilizar el sistema de cromatografia de
liquidos de altaresolucion serie 1210 Agilent acoplado a un detector que posee una alta

resolucion Agilent' 6545 qTOF, y este se utiliza por su potente capacidad analitica.

Después de conocer el equipo a utilizar se procedio a la separacion de los compuestos
de la muestra, en este-caso se filtro el extracto de la semilla de Manilkara zapota
obtenido, en un filtro de 0.22u el filtrado se inyecto en el equipo utilizando como fase
estacionaria una columna (O0OB<4622-AN, Kinetex 0.2 um Biphenyl 1002 50x2.1mm) y
como fase moévil metanol al 0.1%; (v/v). Se modifico lo que tenia las condiciones
adecuadas para obtener una alta resolucion y precision de los compuestos usando un
método isocratico o de gradiente. La aetividad del detector del equipo Agilent 6545 qTOF
se oper0 bajo las condiciones_siguientes: Para identificar los componentes que se
analizaron se realizo una busqueda‘mediante espectros de masas, usando un software
de andlisis donde se adquieren datos de alta” calidad y convertirlos en respuestas
definitivas: Agilent MassHunder Workstation. fSe seleccionaron los metabolitos
secundarios de forma cualitativa, obtenidos del €LC-MS, de la especie vegetal de

Manilkara zapota.

10.5 Obtencidn de los datos cristalograficos del protein-gdata bank para p53y p21.

Para la obtencién de los datos cristalograficos de las proteinas, se realizé una busqueda
en la plataforma protein-data bank, en el cual se coloc6 el nombre‘de cada una de las
proteinas (p53 y p21) de humano en el buscador y se descargo un archivo en PDF con
la informacion requerida y la estructura de cada una de ellas para ser utilizadas mas
adelante en el acoplamiento molecular (docking). Las estructuras descargadas fueron
para p53 (1TUP) y para p21 (4NJD).
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10.6 Obtenciéon de las moléculas identificadas en el LC-MS

Para identificar las moléculas utilizadas se realizé una tabla que contiene la evaluacion
de las fragmentaciones de los compuestos seleccionados a través del programa

Chemdraw, al igual que su relacion m/z, su ion molecular y su tiempo de retencion.

10. 7 Docking moleCular

Se procedio a realizar el acoplamiento molecular de las estructuras de los metabolitos
secundarios obtenidos de Manilkara zapota versus la estructura molecular de los factores
de transcripcion p21 y p53. Se'utilizé equipo de computo de la marca hp, utilizando los
programas maestro software, Autedoek vina y open babel los cuales fueron instalados

en el equipo de cémputo mencionado‘anteriormente.

Los factores de transcripcion se madelan en un software para modelado de compuestos,
y se optimiza su geometria molecularen un campo de fuerza de estudios biomoleculares,
las macromoléculas p21 y p53. El'acoplamiento molecular in silico se realizé con los
datos obtenidos del programa Chemdrawsy con los datos de la estructura cristalografica
de los factores de transcripcion p53 . p21, usando un algoritmo de busqueda
conformacional de tipo genético (AutodockVina). (Melasquez et al.,2013; Drosos et
al.,2013; Gueto et al.,2013).

10.8 Obtencidén de la informacion del genoma humano para’lTUP (p53) y 4NJD
(p21).

Se realiz6 una busqueda en la plataforma NCBI sobre el genoma humano (homo
sapiens), para cada proteina. En la plataforma se coloco el nombre de la proteina (p53
0 p21) con la palabra homo sapiens, seleccionando la opcién correspondiente y se
descargd un archivo con la secuencia del mismo para identificar en primerylugar la
secuencia de la proteina, y en segundo lugar para identificar a los aminoacidos que
constituian los diferentes sitios de unién importantes en la proteina, como por ejemplo.su
sitio de union al ADN, su sitio de transactivacion, el sitio NLS o de localizacion nuclear si

era el caso, entre otros sitios importantes en las proteinas p53 y p21.
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XI. RESULTADOS

11.1 Moléculas de interés presentes en la semilla de Manilkara zapota

En el siguientesCromatograma podemos observar la presencia de las moléculas
presentadas por elequipo de LC-MS. Los picos més definidos de este grafico dan como
resultado las moléculas”presentes en el extracto hidroalcohdlico de la semilla de

Manilkara zapota.
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Figura 11. Cromatograma general del extracto-hidroalcohélico'de la semilla de Manilkara zapota.

11.2 Moléculas identificadas en el LC-MS

Para tener conocimiento de algunas de las propiedades_de los compuestos
seleccionados, primero se analizaron una serie de cromatogramas los cuales se
muestran a continuacion, en estos cromatogramas identificamos las moléculas que se
analizaron obteniendo como resultado el nombre de cada una de ellas_y la relacion
posible que pueden tener estas moléculas con el extracto de la semilla’de Manilkara
zapota. Cabe mencionar que las 9 moléculas identificadas se evaluaron a-través de

archivos que el equipo de Hplc masas nos proporcioné para su comparacion.

A continuacion, mostramos los cromatogramas de las 9 moléculas seleccionadas.
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Figura 12. Crematograma del 4cido pentanoico, 4-amino.
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Figura 13. Cromatograma del &cido (5E,8E,10Z)-12-oxododecatriendico
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MFE MS Zoomed Spectrum
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Figura 14. €romatograma del acido dodecanodioico.
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Figura 15. Cromatograma de la molécula 3,4',5-trihidroxistilbeno (resveratrol).
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MFE MS Zoomed Spectrum
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Figura 16, Cromatograma de la molécula curmadiona.
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Figura 17. Cromatograma de la molécula 16:4(4Z,72,10Z,13Z) acido hexadeca-tetraenoico.
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MFE MS Zoomed Spectrum
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Figura 18. Cromatograma de la molécula 92,127,15Z7-octadecatrienal.
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Figura 19. Cromatograma de la molécula dihidrocodeina:

38




MFE MS Zoomed Spectrum
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Figura 20. Cromatograma de la molécula 9E,12E,15E-octadecatrien-1-ol.

Posteriormente se procedidé a lavaluacion de estas moléculas para identificar, su
nombre, tiempo de retencién, formula‘molecular, tipo de ion, relacion masa/carga y la
fragmentacion de cada uno de los,compuestos. Las fragmentaciones se elaboraron en
el programa Chemdraw con apoyo-de las diferentes herramientas que se utilizan como
son el enlace solido, enlaces mdltiples, benceno, herramientas de fragmentacion,
elementos de dibujo y borrador, para obtener cada una de las propiedades antes
mencionadas. A continuacion, se muestran las<estructuras de las moléculas

seleccionadas y sus fragmentaciones realizadas.

s ) ©)
1)
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Figura 21. Estructuras quimicas de las moléculas fragmentadas seleccionadas.

Nota: De acuerdo a las fragmentaciones de las moléculas seleccionadas, lasmolécula (1) se fragmento6 en
los carbonos 2,3, y 4, mientras que la (2) fue fragmentada en los carbonos 1,2 y.7. Para la molécula (3)
los carbonos fueron 5y 12. La molécula (4) se fragmento en el carbono 3. La moléeula (5) fue fragmentada
en el carbono 2. La molécula (6) se fragmenté en el carbono 5. La molécula (7) fue fragmentada en los
carbonos 7,8,9,10,11,13,14 y 15. Mientras que la molécula (8) se fragmenté en el carbono 1, y finalmente

la molécula (9) fue fragmentada en los carbonos 5,6,7,8 y 9.
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Los resultados obtenidos de la fragmentacion de las 9 moléculas se muestran en la tabla

1, donde abservamos que cada molécula posee valores diferentes en cuanto a pesos

moleculares. y tiempo de retencion.

Tabla 1. Moléculas seleccionadas obtenidas en el LC-MS.

Numero TR Identificacigon Formula Tipo de Experimental Tedrico (MS/MS)
de pico (min) molecular ion (masa-carga) (masa- Fragmentos de las
(m/z) carga) moléculas
(m/z)
1 0.728 Acido pentanoico, 4= C5H11 N (M+H) + 118.08645 117.08 101.08, 102.07,
amino-, (1) 02 103.06
2 17.591 Acido (5E,8E,102)- C12 H18 (M+H) + 209.11761 208.11 111.04,125.06,
12- 03 153.09,
oxododecatriendico 163.11,191.11
3 19.707 Acido Cl2:H22 (M+Na) + 253.14177 230.15 101.06, 214.16
dodecanodioico 04
4 20.474 3,4'5- C14 H12 (M+H)# 229.08639 228.08 122.04
trihidroxistilbeno 03
5 21.886 Curmadiona C15 H22 (M+H) + 235.16986 234.16 193.12
02
6 21.896 16:4 (42,72,102,13Z) Cl1l6 H24 (M+H) + 249.18553 248.18 149.13, 193.12
acido hexadeca- 02
tetraenoico.
7 23.914 97,127,15Z- C18H300 (M+NHs) + 280.26423 262.23 113.10, 135.07,
octadecatrienal 153.13, 140.12,
167.14, 193.16,
207.17, 219.21
8 25.238 Dihidrocodeina C20 H22 (M+H) + 311.1648 310.16 177.09
03
9 25.575 9E,12E,15E- C18 H320 (M+NHJ) + 282.27987 264.25 125.13,

octadecatrien-1-ol

185.12,149.13,
163.15,
177.16,247.24
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11.3 Datos cristalograficos del protein-data bank para p53 (1TUP)

Los datos ebtenidos de la estructura cristalogréafica de p53 se obtuvieron de la plataforma
protein data bank consultando el siguiente enlace: https://www.rcsb.org/search.

Se consulté el articulo siguiente, del cual se obtuvo la informacion necesaria sobre los
datos  cristalogréaficos, para abordar a p53 en esta investigacion:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/8023157/.

Los datos cristalograficos y~la_estructura de la proteina p53 fueron consultados en el
siguiente enlace: https://www.rcsb.org/structure/ITUP. Obteniendo a continuacion su

estructura en tercera dimension:

Figura 22. Estructura de p53 (1TUP) en tercera dimensiéon. Tomado de (Che et al.,1995; Gorina et
al.,1995; Jeffrey et al.,1995).

11.4 Datos cristalograficos del protein-data bank para p21 (4NJD)

Los datos obtenidos de la estructura cristalografica de p21 se obtuvieron de_la_ misma
manera que se obtuvieron para p53 solo que para este factor de transcripcion se‘eonsultd

el enlace siguiente: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/31416295/.
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Los datos cristalograficos de p21, abordados en esta investigacion fueron consultados
en el enlage siguiente: https://www.rcsb.org/structure/4ANJD, donde observamos al final

Su estructurasen tercera dimension de la proteina p21 (4NJD).

L = -

Figura 23. Estructura en tercera dimension de p21(4NJD). Tomado de (Park et al.,2014)

11.5 Secuencia del genoma humano para-2TUP (p53) y 4NJD (p21).

Para evaluar e identificar, si las moléculas se unian a algln.sitio de unién en especifico,
y poder seleccionar de los docking realizados, las mas cercanas al sitio de union del
ADN; se descargo en la plataforma NCBI la secuencia humaha del homo sapiens para
la proteina p53 y para la proteina p21 como se muestra en la figura23 y para p21 figura
26. Estas secuencias fueron analizadas, basandose en los residuos de aminoacidos
presentes, en cada modelo de las moléculas seleccionadas obtenidos del docking. Cada
color de la secuencia indica los residuos de aminoéacidos presentes en_.el mapa de
interacciones obtenidos del docking, y basandose en ello y en el nimero de aminoacidos
de la secuencia humana para cada proteina, se definié el sitio de las moléculas' en la

proteina p53 y/o p21.
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A contintiacion, se presentan algunos ejemplos de lo realizado anteriormente para p53 y
para p2%.

Secuencia de p53 humana

1 meepgsdpsv epplsgetfs dlwkllpenn vilisplpsgam ddlmlspddi
egwitedpgp
61 deaprmpead prvapapaap tpaapapaps wplsssvpsg ktyggsygfir
lgflhsgtak
121 svtetyspal nkmfeglakt cpvglwvdst pppgtrvram aivkgsghmt
evvrrcphhe
181 rcsdsdglap pghlidrvegn lrveylddrn tfrhsvvvpy eppevgsdct
tihynymcns
241 scmggmnrrp iltiitdeds sgnllgrnsf evrvcacpgr drrteeenlr
kkgephhelp
301 pgstkralpn ntssEpgpkk kpldgeviftl girgrerfem frelnealel
kdagagkepg
36l gsrahsshlk skkggstsrh kklmfktegp dsd

Figura 24. Secuencia de p53 humana. Tomado de (Rozemtulller et al., 2001; Kropveld et al.,2001; Kreyveld
et al.,2001).
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Figura 25. Region o sitio comun de la secuencia de p53 con los modelos de los metabolitos seleccionados.
Tomado de (Rozemuller et al., 2001; Kropveld et al.,2001; Kreyveld et al.,2001).
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Figura 26. Ejemplo de la secuencia humana de p53 para el acido pentanoico, 4-amino-, (1).
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Figura 27. Secuencia de p21 humana. Tomado de Salzberg et al., 2022; Puiu et al., 2022;.Sherman et al.,

2022).
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Figura 28. Region o(sitio mas comun de la secuencia de p21 con los modelos de los metabolitos

seleccionados. Tomado.de (Salzberg et al., 2022; Puiu et al., 2022; Sherman et al., 2022).
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Figura 29. Ejemplo de la secuencia humana de p21 para el acido’pentanoico, 4-amino-, (1).

11.6 Determinacién de los sitios de union de la proteina P53yP21

El siguiente resultado obtenido, una vez conocidas las propiedades de“las 9 moléculas
se determind sus sitios de unidon en este caso, primero se tomarenos datos
cristalograficos de la proteina P53 (1TUP) y de la proteina P21 (4NJD); las cuales fueron
sometidas a los programas Maestro software y después al Autodock vina con l&intencion
de obtener a cuantos sitios de union se pegaban dichas moléculas dentro de! las
proteinas, para ello se hizo una correlacion de 10 modelos en el programas Autodoek,

para cada molécula, derivando asi un total de 90 modelos para la proteina P53 y P21.
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Realizado esto se procedio a correr cada una de las moléculas a partir de cada proteina
en el programa Autodock vina en el cual se obtuvo resultados precisos para cada una de

ellas.

Los modelos dgreada proteina, se plasmaron en la tabla 4 y 5 donde se pueden apreciar
los que estan mas cercanos al sitio de unién de cada proteina y la interaccion que tienen
con cada una de ellasgposteriormente se pudieron observar los compuestos a los cuales
su sitio de union que estan cercanos dentro de la secuencia del sitio de unién al ADN de
la proteina P53 y para-los.modelos P21. También se consideraron los modelos de
moléculas-proteina que mastraban unién al dominio catalitico de la serina, treonina y
guinasa, estos tipos de sitios"o.uniones se verificaron mediante la secuencia del P53 y
P21 humana, buscados en NCBIDe"igual manera en la tabla 2 y 3 podemos observar
las interacciones que cada compuesto'tuvo en cada modelo, podemos ver que no todos
los modelos interactuaron con la proteina y que a excepcion de algunos no mostraron
ningun tipo de interaccion con ninguna‘de las dos proteinas, cabe mencionar que en
dichas tablas también se puede observar los' residuos de los aminoacidos con los que

los modelos se relacionaron para cada proteinas

11.6.1 Factor de transcripcion P53 (tabla<2)

En el compuesto 1 de la tabla 2, se encontraron 7 interacciones de las cuales en el
modelo 7 y 9 se observan més de 1 aminoacido con el que‘interactia el compuesto con
la proteina, en cuanto a los compuestos 2 y 4 se aprecia que(solo tienen 4 interacciones
para dicha proteina, también en los compuestos 3 y 8 se observan_interacciones, pero
estas solamente con 3 interacciones y el restante de los compuestos ho mencionados

no obtuvieron ninguna interaccién con la proteina.

11.6.2 Factor de transcripcion P21 (tabla 3)

Ahora en la tabla 3 que es de P21 se muestra que para el modelo 1 y 4thay 6
interacciones de las cuales alguno de los modelos posee mas de 1 residuo~de

aminoéacido que esta interactuando con la proteina; en el compuesto numero 2 solo se
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obtuvo.dna interaccion. En el modelo 3 se observan 4 interacciones y en los compuestos
8 y 9 se“aprecian solo 2 interacciones, y en cuanto a los demas compuestos que no se

mencionan es porque no presentan interaccion alguna con la proteina.

A continuacionssse muestran en las tablas 2 y 3 los tipos de interacciones obtenidos de
las moléculas seleccionadas para la proteina P53y P21.
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Tabla 2. Residuos de la proteina p53 que interactdan con la molécula de interés seleccionada, en los
diferentes modelos de interaccion.

Compyeﬁo
*Acido'pentafioico,
4-amino-(1)

* Acido (5E,8E,102)-
12-oxododecatriendico

*Acido
dodecanodioico

*3,4',5-
trihidroxistilbeno
(resveratrol)

Curmadiona

Modelo 2
Ser 99, Pro
98, Arg
267, Arg
158, Met
160, Thr
256, Glu
258

Modelo 2
Val 172,
Arg 174,
His 214,
Arg 213,
Phe 212,
Asp 207,
Asp 208

Modelo 2

Tyr 126,
His 115,
Phe 113,
Gly 112,
Leu 111,
Arg 110,
Asn 268,
Ser 269,
Asn 131
Modelo 2
Ala 138,
Met 237,
Asn 235,
Asp 184,
Asp 186,
Leu 188,
Arg 196,
Val 197,
Glu 198

Modelo 5

Leu 111,
Phe 113,
His 115,
Tyr 126,
Pro 128,
Asn 131,
Asn 268,
Ser 269

Modelo 3 Modelo 4 Modelo 5
Arg 202, Met 160, Thr 102,
Pro 219, Ala 159, Asn 268,
Tyr 220, Arg 158, Ser 269,
Glu 221, lle 254, Phe 270,
Pro 222, Thr 256, Leu 111,
Thr 155, Arg 267, Asn 131
Gly 154, Ser 99 Phe 113,
Pro 153, Tyr 126
Pro 152

Modelo 4 Modelo 7 Modelo 9
Met 160, Val 122, Tyr 126,
Arg 158, Thr 123, Asn 131,
Thr 211, Cys 124, Asn 268,
Asp 208, Ser 116, Ser 269,
L'eu 206, Leu 114, Leu 111,
Ser 245, Thr 140, Arg 110,
lle254, Thr = Pro 142, Trp 146
256, Glu His 233,

2589 w - Thr231

Modelo %4 Modelo 9

Pro 98, " His 115,

Ser 99, \Phe 113,

Arg 267, = Gly,112,

Thr 211, Leu111,

Asp 208, Arg 110,

Leu 206, Tyr«126,

Thr 256, Trp 146,

Arg 158, ; Gln 144 |

Met 160 J 7 | 3
Modelo 3 “"7Medelo 4 ¢ Modelo 8
Asn 131, Glu171, Pro 128,
Leu 111, Val'172, Tyr 126,
Gly 112 Arg<174, His 115,
Phe 113, Gln 192, Phe™13;
Leu 114, Asp 207, Gly 112,
His 115, Phe 212, Leu 111,
Tyr 126, His 214 Asn 268,
Thr 102, Ser 269
Asn 268,

Ser 269

Modelo 7 Modelo 10

Val 172, Arg 110,

Arg 174, Leu 111,

His 214, Gly 112,

Phe 212, Phe 113,

Arg 209, His 115,

Asp 207 Trp 146
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Modelo 6
Thr 155,
Gly 154,
Pro 153,
Pro 152,
Pro 151,
Pro 222,
Tyr 220

Modelo 7
Phe 113,
Leu 111,
Arg 110,
Phe 109,
GIn 104,
Asn 268,
Ser 269,
Phe 270,
Tyr 126,
Asn 131

Modelo 9
Tyr 126,
Asn 131,
Asn 268,
Ser 269,
Leu 111, Arg
110, Trp 146



Modelo 5 Modelo 6 Modelo 7 Modelo 9

16:4(4Z2,72,107,137) Trp 146, Asn 268, Tyr 126, Leu 252,
acido hexadeca- Tyr 126, Arg 110, Asn 268, Ser 269,
tetraenoic@. Asn 131, Leu 111, Arg 110, Phe 270,
Asn 268, Gly 1112, Leu 111, Glu 271,
Ser 269, Phe 113, Gly 112 Asn 131,
| Phe 113, His 115, Phe 113, Leu 130,
| Leu 111, Tyr 126 His 115, Lys 164,
Arg 110 Trp 146 Thr 102
Medelo 1 Modelo 3 Modelo 5 Modelo 6
97,127,152~ His 145, Tyr 126, His 115, Ser 269,
octadecatrienal Phe 148, His 115, Tyr 126, Leu 111,
Gly 112 Phe 113, Phe 113, Gly 112,
Leu 111, Gly 112, Gly 112, Phe 113
Tyr 126, ‘ Leu 111, Leu 111, His 115,
Asn 131, Arg 110, Arg 110, Tyr 126,
Trp 146 ”Asn 268, Trp 146 Pro 128,
Trp 146 Asn 131
Modelo 4 Mogdelo 8 Modelo 9
*Dihidrocodeina Asn 268, Tyr426, Arg 174,
Ser 269, Pro 128; Val 172,
Asn 131, Asn 131, = Thr 170,
Phe 270, Leu 252, _Hlis 214,
Glu 271, Thr 102, Phe 212,
Lys 164, Asn 268, _Thrii,
Leu 252, Ser 269; GIn 192,
GIn 100, Leud1d, Arg 209,
Lys 101, Phe 113 Asp 208
Thr 102, ‘
Leu 111, | I
Phe 113, |
Tyr 126

Modelo 1 Modelo 2 Modelo' 7 Modelo 8

9E,12E,15E- Tyr 126, His 115, Glu 271, Asp 208,
octadecatrien-1-ol | Asn 268, Tyr 126, Val 272, Arg 209, .
Arg 110, Asn 131, Arg 273, Phe 212, I
Leu 111, Phe 113, Pro 250, Glu 171,
Gly 112, Gly 112, Arg 249, val172,
Phe 113, Leu 111, Arg 248, Arg 174,
His 115, Arg 110, Ser 240, Gly 245,
Trp 146 Ser 269, Lys 132, Gly 244
Asn 268, Glu 285 Tyr 163,
Trp 146 Arg 249

Nota: En negrita se resaltan los residuos que interactian con las moléculas, formando puentes de
hidrégeno y con un asterisco se identifican las moléculas que estan interactuando con p53.
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Tabla 3. Residuos que interactian con la proteina P21 a través de diferentes moléculas.

Compuesto Modelo 3 Modelo 4 Modelo5 Modelo 7 Modelo 9 Modelo 10
*Acido pentanoico, 4- Lys 350, Pro 578, Glu 396, lle 327, Ala 348, lle 327, Val
amino-, (1) Asp 458, Pro 577, Met 395, Leu 398, Lys 350, 379, Ser
Gly 460, Gly 576, @ Ala 348, Phe 397, Ser 457, 457, Asp
Phe 461, Ala 575, Val 379, Ala 348, Asp 458, 458, Met
Asp 440, Leu 422, Leu 447, Val 379, lle 327, 395, val
Gly 330, Ala 419, Asp 458 Glu 396, Met 395, 335, Glu
Ser 331, Asn 377, | Ser 457, Met 395, Glu 396, 396, Phe
¥ Thr 332 Val 454, Val 335 Ser 457, Phe 397, 397, Leu
| Arg 453, Asp 458, Leu 398, 398, Ala
Gly 452 Val 335, Leu 447 348, Leu
‘ Leu 447 447

Modelo 2  Modelo 3

* Acido (5E,8E,10Z)-12- Ala“348, Leu 398,
oxododecatriendico Met 395, Phe 397,
Leu 447; Glu 396,
val 379, " Val 335,
Ser 457, (NGly 333,

Asp 458, {Thr332,
lle 327, Gly = Ser331,
330, Ser Gly 330,
331, Thr Asp 458

332, Gly ‘

333, val \

335 s N\ /

Modelo 2 +#Medelo 4 Modelo 7 Modelo 10
*Acido dodecanodioico Val 335, Val33s;, _ Val 335, Met 399,

Gly 333, Ala 348; Ala 348, \ ™ Ser 300,

Thr 332, Leu 39847 Leu 398+ Hid 301,

Ser 331, Phe 397,. _Phe 397; Glu 302,

Gly 330, lle 327, e 327, #Gln 303,

Glu 329, Leu 447, ™Leu 447, Phe 304,

lle 327, Asp 444, Asp 444, Arg.305,

Lys 350, Ala 402, Ala 402, Arg 360

Ala 348, Asp 458,  Asp 458,

Glu 396, Ser 457 Ser 457 |

Phe 397,

Leu 398,

Leu 447, |

Asp 458
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*3,4' 5-Trihidroxistilbeno
(Resveratrol)

Curmadiona

16:4(42,72,102,1327)
acido hexadeca-
tetraenoico.

97,127,15Z-
Octadecatrienal

Modelo 3

Leu 447,
Met 395,
Val 335,
Gly 333,
Thr 332,
Ser 331,
Gly 330, lle
327, Asp
» 458

|
(Modelo 1

Met 395,
Glu 396,
Phe 3974
Leu 398
Leu 447,
lle 327, Ala
402, Asp
458, Ser
457, Val
335, Lys
350, Ala
348, Val
379
Modelo 2

Val 335, lle
327, Leu
447, Gly
401, Leu
398, Phe
397, Ala
348, Ser
457, Asp
458

Modelo 1

lle 327,

Leu 447,
Asp 444,
Asp 458,
Ser 457,
Val 335,
Ala 348

Leu 398,
Phe 397,
Ala 402

Modelo 4

Gly 330,
Glu 329,
Asp 458,
lle 327,
Leu 447,
Leu 398,
Phe 397,
Glu 396,
Met 395,
Val 379,
Ala 348,
Val 335,
Modelo 5

Val 335,
Glu 329,
Gly 328,
lle 327,

keu 447,

“Ala 348,

Ser457,
Asp#é58

Modelo 3
Thr 332,
Val 335,
Leu 398,
Phe 397,
Leu 447,
lle 327,
Asp 444,
Asp 458,
Asp 440

Modelo 4

lle 327,

Glu 329,
Gly 330,
Thr 332,
Val 335,
Gly 460,
Phe 459,
Asp 458,
Ser 457,
Leu 447,
Leu 398
Phe 397,
Glu 396,

Modelo 5 Modelo 7

Val 335,
Asp 458,
Gly 330,
Glu 329,
Gly 328,
lle 327,
Leu 447,
Met 395,
Glu 396,
Leu 398,
Ala 348,
Val 379,
Modelo
10

Gly 328,
Val 335,
lle 327,
Leu 398,
Gly 401,
Ala 402,
Leu 447,
Asp 444,
Asp 458

Gly 330,
Glu 329,
lle 327,

Leu 447,
Leu 398,
Phe 397,
Glu 396,
Met 395,
Val 379,
Ala 348.

Medelo 6

Gly328;
. lle 327,
Glu 396,
Phe 3977 4
leu 398,
Gly 401, ¢
Ala 402,
Asp 458,
Leu 447,
Asp 444,
Val 335,
Ala 348

Modelo 8

lle 327,

Leu 447,
Asp 444,
Val 335,
Ala 348,
Glu 396,
Phe 397,
Leu 398,
Gly 401,
Ala 402,
Thr 404,
Asp 405
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Modelo 8

Leu 447,
Val 335, lle
334, Gly
333, Thr
332, Ser
331, Gly
330, lle
327, Asp
458

Modelo 10

Val 347,
Leu 346,
Lys 345,
Val 340,
Tyr 320,
Val 394,
Tyr 385,
Asn 383,
Tyr 382,



Met, 395,

Ala 348,

Lys 350
Modelo 5 Modelo 7

*Dihidrocordoina Ser 457, Val 335,
Asp 458, Thr 332,
lle 327, Val = Ser 331,
335, Met Gly 330,
395, Lys lle 327,
350, Ala Leu 447,
348, val Ala 348,
379, Leu Lys 350,
447, Asp Ser 457,
444 Asp 458,
Gly 460,
Phe 461,
Asp 440,
Phe 397,
, Leu 398

Modelo ¥ 4/ Modelo 9

*9E,12E, 15E- Ser457, | Ala 348,
Octadecatrien-1-ol Asp 458, Met 395,
Gly 460, Gly328:
Phe 461, lle 327;
Val 335, Asp 4444 |
Thr 332, Leu 447,

Asp 440, Val 335, !
Lys 350, Asp 458,

Asp 444, Ser 457,

Leu 447, Ala 402,

lle 327, Ala = Gly 401

402, Met

395

Nota: En negrita se resaltan los residuos que interactian con las moléculas, formando puentes de
hidrégeno y con un asterisco se identifican las moléculas que estan interactuando con p21.
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Tabla 4#Modelos de interaccién con los residuos especificos de P53

Compuesto Modelo 3 Modelo 7 Modelo 9

Acido pentanoico, 4*
amino

Interaccién El tipo de.interaccién de cada una fueron puentes de hidrégeno, y las que
presentabansmas de dos interacciones fueron el modelo 3 con la Tyr 220, el
modelo 7 congEl Asn 268 y la Ser 269 y por ultimo el modelo 9 con el la Asn
131, la Asn 268 ysla Ser 269. Los deméas modelos como el modelo 2 que
interactuo con el Thr'256, el 4 con la lle 254, el 5, con la Ser 269 y el 6 con el
Thr 155 solo estabanrinteractuando con un solo aminoacido. Unidos al sitio de
union del ADN.

Modelo 2 Modelo 4 Modelo 7

Acido (5E,8E,102)-12-
oxododecatriendico

Interaccion Las interacciones fueron de tipo puente de hidrégenoe’y el aminoacido Phe
212 interactud en el modelo 2, en el 4 fue Asp 208, en.el 7 Ser 116 y en el 9
Ser 269. Unidas al sitio de unién del ADN.
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Modelo 2 Modelo 4

Modelo 9

Acido dodecanodioico

Interaccién Interaccion.de tipo puente de hidrégeno; en el modelo 2, la Phe 113y Ser
269 son‘las’que interacttan, en el modelo 4 Ser 99 y en el 9 GIn 144. Unidos
los 3 modelos al sitio del ADN.

Modelo 2
3,4',5-

Trihidroxistilbeno
(Resveratrol)

Interaccién

Interacciones de tipo puente de hidrégeno y.6s_aminoacidos que interactdan
son en el modelo 2 la Val 197, en el 3 Phe 113)en el 4 Asp 207, en el 8 Asn

268. Todas con unién al ADN.

Modelo 5 Modelo 7

Modelo 10

Curmadiona
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Interaccién En este compuesto no se encontraron interacciones.

Modelo 5 Modelo 6 Modelo 7

16:4(4Z2,7Z,102,13Z)
acido hexadeca-
tetraenoicos

Interaccion En este compuesto no se encontraron interacciones.

Modelo L Modelo 3

97,127,157-
Octadecatrienal

Interaccion En este compuesto na, se encontrardminteracciones.

Modelo 4 Modelo 8 Modelo 9

Dihidrocodeina

Interaccién Interacciones de tipo puentes de hidrégeno. En el modelo 4 el amineacido
gue interactda es Thr 102, en el 8 Ser 269 y en el 9 Phe 212. Unidas @l sitio
del AND.
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Modelo 1 Modelo 2 Modelo 7

9E/12E,15E-
Octadecatrien-1-ol

Interaccion En éste.compuesto no se encontraron interacciones.

Tabla 5. Modelos que interactlian con P21«

Compuesto Modelo 4 Modelo 5

Acido pentanoico, 4-
amino

Interaccién Interacciones de tipo puentes de hidrégeno, en €l modelo 3 el Asp 440
fue el que interactud con el compuesto, en el modelo 4 fue Gly 576, en el
5 Asp 458 y Ser 457, en el 7 fue la Ser 457, en el 9a Ser 457 y por ultimo
en el modelo 10 el Asp 458.
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Modelo 2 Modelo 3

Acido (5E,8E,102)-
12-
oxododecatriendico

Interaccién Las interacciones en este compuesto son de tipo puente de hidrégeno, en
el modelo 2 interactta Gly 333, mientras que en el modelo 3 no hubo
ninguna interaccion.

Modelo 2 Modelo 4 Modelo 7

Acido

dodecanodioico

Interaccién Las interacciones de este compuesto son de tipo puente de hidrégeno,

en el modelo 2 interactdan los aminoacidos,Gly 33, en el modelo 4 Asp
458, en el modelo 7 Asp 458 y en el modelo 10-Ser 300. Unidos al
dominio catalitico de la serina, treonina y quinasa.
Modelo 3 Modelo 4 Modelo 5

"_ v

)
.
3,4',5-

Trihidroxistilbeno
(Resveratrol)

Interaccién

Las interacciones de este compuesto son de tipo puente de hidrégeno, en
el modelo 3 interacttan los aminoacidos, Gly 333, en el modelo 4 Glu
396, en el modelo 5 Glu 329, en el modelo 7 Glu 396, en el modelo 8 Gly
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333y en el modelo 10 Asn 383. Unidos al sitio de union catalitico de la

serina treonina y quinasa.

Modelo 1

Modelo 10

Curmadiona

Interaccion

En este compuesto no se encontraron interaccion

Modelo 2

Modelo 3

16:4(42,7Z2,10Z,132)
acido hexadeca-
tetraenoico.

Interaccién

En este compuesto no se encontraron ifnteraccion

Modelo 1

Modelo 4

97,127,15Z-
Octadecatrienal

Interaccién

En este compuesto no se encontraron interacciones.
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Modelo 7

Dihidrocodeina

Interaccion Interaceiones de tipo puente de hidrégeno, los aminoacidos que
interactéan son: en el modelo 5 el Asp 444 y en el 7 el Asp 458. unidos al
dominio catalitico de la serina, treonina y quinasa.

Modelo 1 Modelo 9
9E,12E,15E-

Octadecatrien-1-ol

Interaccién

Las interacciones en este tompuesto son'de tipo puente de hidrégeno, en
el modelo 1 interactla Ser 457 y en el modelo 9 Asp 458. Unidos all
dominio catalitico de la serina; treonina y gquinasa.
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11.7 Andlisis de los modelos que interactian con la proteina

Para congcer+méas a detalle las interacciones de las proteinas p53 y p21 con las
moléculas seleccionadas, se realiz6 un analisis con imagenes detalladas de los modelos
obtenidos, las ‘cuales se dividieron en 3 partes, para poder determinar el sitio de unién

mas probable.

En la primera imagen estan incluidos todos los modelos de la interaccion de las
moléculas de interés con‘la proteina o factor de transcripcion; cabe mencionar que se
eligieron los que tienen una’interaccion con la proteina. En la segunda imagen se
muestran los modelos (de las-meoléculas con diferentes colores), que estan realizando
una interaccion mas estrecha con el sitio de unién en p53 y P21 (mostrado mas abajo).
al final de las imagenes se muestran-<os modelos en los cuales se observa el sitio de

union mas recurrente o sea el sitio en el'que mas se unen los modelos (de las moléculas).

11.7.1 Modelos de las interaeciones de _las moléculas obtenidas de Manilkara
zapota con la proteina P53 en el sitio de union al ADN.

a) b)

Figura 30. Modelo del acido pentanoico, 4-amino-, (1). a) En esta figura se muestra,p53 unida al acido
pentanoico, 4-amino-, (1) en un solo sitio de p53 visto en 3 modelos diferentes 2,4 y 8 unidos. b) En esta
figura se muestra el modelo en el que p53 esta interactuando en su sitio de unién al ADN‘estrechamente
con al acido pentanoico, 4-amino-, (1) en tres angulos diferentes color azul, naranja y morado (modelos
57y9).
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Figura 31. Mapa de interacciones de los'madelos 5, 7 y 9, seleccionados de la molécula 4cido pentanoico,
4-amino-, (1), con p53.

a) Se muestra la interaccion del residuo serina (Ser) 269 con un OH de la molécula o modelo 5. b)
interaccion de la serina (Ser) 269 con un residuo.OH y de la asparagina (Asn) 268 con un grupo amino del
modelo 7. ¢) interaccion de la asparagina (Asn) 131 y la serina (Ser) 269 con una amina y la serina 269

con un OH del modelo 9.

Figura 32. a) Interaccién de p53 con el acido (5E,8E,102)-12-oxododecatriendico con los,modelos 4,6 y 10
y b) Se muestra la interaccién de p53 en el sitio de unién al ADN con el acideys(5E;8E,10Z)-12-
oxododecatriendico en color rojo en una relacibn mas estrecha. (modelo 2).
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Figura 33. Mapa de interacciétde los residuos presentes en el sitio de uniéon al ADN de la proteina p53
con la molécula de acido (5E,8E,10Z)-12-oxododecatriendico (modelo 2). En la figura se observa la
interaccion de la serina 269 (SER),con un OH de la molécula, y de la fenilalanina 113 (PHE) con un OH
de la molécula de acido 12-oxo-5E,8E,10Z-dodecatrienoico (modelo 2).

Figura 34. Interaccién de p53 con el &cido dodecangdioico a) Sesmuestra la interaccion del sitio de unién
de p53 con el acido dodecanodioico en los modelos 2 y 9. B) Se muestra la interaccion del acido
dodecanodioico en dos angulos distintos uno en color azul (modelo 2)*y.en color rojo (modelo 9).

a) b)

174
& & e
OH oH ) \
: 2
HID HID
OH 214 115
ARG ’ OH
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Figura 35¢Mapa de interaccion de p53 con los modelos 2 y 9. En a) Se muestra la interaccion del residuo
de fenilalanina 212 (PHE) del sitio de union al ADN de p53 con un grupo OH del acido dodecanodioico
(modelo 2)«#h) Se muestra la interaccién del residuo de glutamina 144 (GLN) con un OH del acido

dodecanodiaico (modelo 9).

Figura 36. Interaccion de p53 con los madeles 3 y 8 del 3,4',5-trihidroxistilbeno. En a) Se muestra la
insercion de los modelos 1,3,7 y 8 del 3,4',5<Tuihidroxistilbeno en p53. b) Muestra la interaccion estrecha
de los modelos 3 (verde), y 8 (amarillo claro) del 3,4, 5-trihidroxistilbeno en el pocket (sitio de union al ADN)

de la proteina p53.
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Figura 37. Mapa de interaccion de los modelos 3 y 8 de la molécula 3,4',5-trihidroxistilbeno en el pocket
(sitio de unién) del ADN de p53. a) Muestra la interaccion del residuo de fenilalanina 113 (PHE) con un OH
de la molécula (modelo 3). b) Se muestra el residuo de asparagina 268 (ASN) que interactia con un OH

de la molécula (modelo 8).
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Figura 38. Interacciones de laproteina p53 con la molécula de dihidrocodeina. a) Se muestra a la proteina
p53 interaccionando con los modelos 2,4,5,7,8 y 10 de la dihidrocodeina. b) Muestra la interaccién estrecha
de p53 en el sitio de union al ADN conJa dihidrocodeina en los modelos 4 (color azul) y 8 (color amarillo
claro).

a) b)

TH
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Figura 39. Mapa de interaccién del sitio de unién (pocket) al ADN con los modelos 4 y 8 de la molécula
Dihidrocodeina.

Figura a) se muestra la interaccion de la treonina 102 (THR) del sitio de@nion al ADN con un OH de la
molécula de dihidrocodeina (modelo 4). b) se muestra la interaccion del residéo\serina 269 (SER) con un
OH de la molécula de dihidrocodeina (modelo 8).

65



11.7.2 @tros sitios de unién de la proteina P53

Figura 40. Otros sitios de unién de'la proteina P53. En estas imagenes observamos los diferentes sitios
de unién a los que los modelos se unen a la proteina en este caso se colocaron los que son mas frecuentes
y donde hay mas modelos de cada-compuesto unido en un solo sitio en especifico. En la figura a) Se
observa el del &cido pentanoico, 4-amino=; (1), en la figura b) Se observa el de la curmadionay en la figura
¢) La interaccién con el 16:4(42,7Z,10Z,232) 4cido hexadeca-tetraenoico.

*P21.

11.7.3 Modelos e interacciones de la/proteinaP2l

a) b)

Figura 41. Interaccién de p21 con el &cido pentanoico, 4-amino-, (1). a) Se muestra la‘interaecion de P21
con el &cido pentanoico, 4-amino-, (1), interaccionando en los modelos 2,4,6, y 8. b)'Se muestra la
interaccién de p21 con el acido pentanoico, 4-amino-, (1), en los modelos 3,4,5,7,9 y 10 en coleres naranja,
azul, rojo, amarillo y verde respectivamente.
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Figura 42. Mapa de interaccién de P21¢Conla-molécula de &cido pentanoico, 4-amino-, (1) en los modelos
3,5y 7,y con los modelos 4, 9y 10.

a) Se muestra la interaccidon de un grup6 amino de la proteina p21 con el aspartato (ASP) 440 de la
molécula de interés. b) Se muestra la interaccién del aspartato (ASP) 458 y de la serina (SER) 457 de la
proteina p21 con la molécula de interés. ¢) Muestraila interaccién de la serina (SER) 457 con un grupo OH
de la molécula de interés.
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d) Muestra la interaccién de la serina (SER) 457 de p21 con un grupo OH, del acido pentanoico, 4-amino-
, (1), e) Interaccion del aspartato (ASP) 458 de la proteina p21 con un grupo amino del acido mencionado
anteriormente f) Interaccion de la glicina (GLY) 576 de la proteina p21 con un grupo aming; igualmente del
acido mencionado anteriormente.
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Figura 43. Interaccién de la proteiha p21 con el acido (5E,8E,10Z)-12-oxododecatriendico. a) Interaccion
de la proteina p21(azul), en el sitio catalitico de union de la serina, treonina, quinasa con el &cido 12-oxo-
5E,8E,10Z-dodecatrienoico en los medelos 1,2,3,4,5,6,7,8,9 y 10. b) Se muestra la interaccién del acido
(5E,8E,10Z)-12-oxododecatrienoico ens€l sitio catalitico de unién de la serina, treonina, quinasa en p21
(modelo 2 en rojo).
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Figura 44. Mapa de interaccion de p21 con la molécula de é&cido (5E,8E,10Z)-12-oxododecatriendico
(modelo 2).

Interaccion de la glicina (GLY) 333 del sitio catalitico de union de p21 con una moléculaxde OH del acido
(5E,8E,102)-12-oxododecatriendico (modelo 2).
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Figura 45. Interaccion de(la proteina p21 en el sitio catalitico de unién con el acido dodecanodioico. a)
Muestra la interaccion protéinasp21 con el acido dodecanodioco con los modelos 1,2,3,4,5,6,7,8 y 9. b)
Muestra la interaccion de los'modelos 2,4, y 7 en colores azul, morado, amarillo respectivamente.
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Figura 46. Mapa de interaccion de p21 con la molécula de acido dodecanodioico en los modelos 2,4y 7.
a) Interaccién de la glicina (GLY) 333 del sitio catalitico de interaccién de p21, con un residuo OH del &cido
dodecanodioico. b) interaccion del aspartato (ASP) 458 de p21 con un residdo QH del acido mencionado

anteriormente c¢) Se representa la misma interaccion del inciso b en un nicho diferefite de interaccion dentro
del mismo sitio catalitico.
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Figura 47. Interaccion en el sitio catalitico de p21 con el 3,4',5-trihidroxistilbeno (resveratrol). a) Se
muestran los modelos 3,4,5,7,8(y 10+b) Interaccién del sitio catalitico de p21 con el 3,4',5-trihidroxistilbeno
(resveratrol), en los modelos 3,4,5,7,8 y. 10.
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Figura 48. Mapa.de interaccion de los residuos del sitio catalitico de p21 con la molécula 3,4',5-
trihidroxistilbeno en les modelos 3,4,5y 7,8, 10. a) Interaccion del residuo glicina (GLY) 333 con un OH
(modelo 3) b) Interaccién glutdmico (GLU) 396 con un residuo OH (modelo 4), ¢) Interaccion del glutdmico
(GLU) 329 con un residue OH (modelo 5), d) Interaccién glutdmico (GLU) 396 con un residuo OH (modelo
7), e) Interaccién glicina (GLY) 333 con un residuo OH (modelo 8), f) Interaccién asparagina (ASN) 383
con un residuo OH (modelotQ).

Figura 49. Interaccién del sitio cataliticode la proteina p21 con la molécula de dihidrocodeina. a)
Interaccion en el sitio catalitico de p21 con [6s modelos de la dihidrocodeina (1,2,3,4,5,6,7,8,9 y 10). b)
Interaccion de p21 con la molécula de interés (dihidrocodeina) en los modelos 5 (morado) y 7 (rosa).
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Figura 50. Mapa de interaccion de los residuos de aminoacidos del sitio catalitico de P21 en la molécula
dihidrocodeina. a) Interaccion del residuo de asparagina (ASP) 444 con un grupo (OH) (modelo'5)./b)
Interaccion de la asparagina (ASP) 458 con un alcohol (OH) (modelo 7).
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Figura 51. Interaccion del sitio catalitico de la proteina p21 con la molécula 9E,12E,15E-octadecatrien-1-
ol. a) Se muestran los modelos 1,2,3,475,6,7,8,9 y 10 con la molécula de interés 9E,12E,15E-octadecatrien-
1-ol. b) Interaccién del modelo 1 (verde)sy naranja (9) de la proteina p21 con la molécula 9E,12E,15E-

Octadecatrien-1-ol.
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Figura 52. Mapa de interaccion de los residuos de aminoacidos del sitio catalitico de p21 en molécula
9E,12E,15E-octadecatrien-1-ol. a) Interaccién del residuo serina (SER) 457 con un OH3b) Interaccion de

la asparagina (ASP) 458 con un alcohol (OH).
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11.7.4 Sitiose«de union de la proteina P21

Figura 53. Otros sitios de unién de la-proteina P21. En estas imagenes observamos el sitio de union al
gue mas se une la proteina en este caso,se colocd un solo sitio, pero con diferentes moléculas. a) Se
observa acido pentanoico, 4-amino-, (1),“en’la figura b) Se observa la molécula dihidrocodeina, y en la
figura c) Se observa el acido dodecanodioicostinidos a la proteina p21.
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Xll. _PISCUSION

El cancer’es*una enfermedad caracterizada por la proliferacion descontrolada de las
células, que invaden a los tejidos y como consecuencia a los érganos del cuerpo humano,
México y el munde.actualmente presenta un incremento en la problematica respecto al
cancer dado que dia con dia son mas las personas que padecen esta enfermedad (Roy
et al.,2016; Saiki et al¢g; 2016).

La evaluacion cualitativade.LC-MS nos permitié obtener cromatogramas que muestran,
moléculas presentes en el*extracto hidroalcohdlico de la semilla de Manilkara zapota,
determinandose la presencia de"9 moléculas, que se mencionan a continuacién: acido
pentanoico, 4-amino (1), e@cido (5E,8E,10Z)-12-oxododecatriendico, acido
dodecanodioico, 3,4',5-trihidroxistifbeno, curmadiona, 16:4 (4Z,7Z,10Z,13Z) acido
hexadeca-tetraenoico., 9Z,12Z,15Z-octadecatrienal, dihidrocodeina y 9E,12E,15E-
octadecatrien-1-ol indicadas en-la (tabla 1). Lo cual coincide con (Rigo et al.,2018;
Canalias et al.,2018) que menciona@ala cromatografia liquida de alta resolucion acoplada
a masas como un principio de medida que permite separar los componentes de una
muestra en dos fases inmiscibles una fase estacionaria y una fase mévil. Y de acuerdo
con (Santisteban et al.,2003), los avances~en espectrometria de masas (MS) han
permitido el andlisis de proteinas celulares, y metabglitos (proteoma y metaboloma
respectivamente) en una escala inimaginable. Los+ metabolitos determinados
anteriormente, en este andlisis seran favorables a futuro parael desarrollo de nuevos
farmacos evaluados y cuantificados a través de las propiedades.existentes como lo son
su m/z, sus tipos de iones, el tiempo de retencion, su formulay molecular y sus

fragmentaciones.

Para realizar el docking molecular entre los factores de transcripcién p53+y_p21 con las
9 moléculas obtenidas de Manilkara zapota se seleccionaron las moléculas meneionadas
anteriormente obtenidas en el LC-MS, los resultados obtenidos evidencian ‘quelen la
semilla de Manilkara zapota existen metabolitos que tiene la capacidad de interactuar
con el sitio de unién al ADN en p53y con el sitio catalitico de union de la serina, treonina

y quinasa, obteniéndose como resultado que existe interaccién de cinco moléculas con
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p53 que’son: acido pentanoico, 4-amino-, (1), &cido (5E,8E,10Z)-12-oxododecatriendico,
acido ‘dodecanodioico, 3,4',5-trihidroxistilbeno (Resveratrol), dihidrocodeina y seis
moléculas”Con p21, que fueron acido pentanoico, 4-amino-, (1), acido (5E,8E,102)-12-
oxododecatrienéico, &cido dodecanodioico, 3,4',5-trihidroxistilbeno (Resveratrol),
dihidrocodeinawy’ 9E,12E,15E-octadecatrien-1-ol, de las cuales cinco coinciden para
ambas proteinas. (Yalque se encuentran estudios nulos para la interaccion de lo antes
mencionado se concuerda con lo que dice (Velasquez et al.,2013; Drosos et al.,2013;).
El acoplamiento moleculares una técnica de mecanica molecular ampliamente utilizada

para predecir energias y modes de enlace entre ligando y proteinas.

El docking molecular puede ser'aplicado con dos enfoques distintos. El primero de ellos
describe la proteina y el ligando como superficies complementarias. El segundo intenta
recrear las energias de interaccion~entre ambas moléculas en su proceso de
acoplamiento. Ambos enfoques tienen ventajas y limitantes que mejoran la unién ligando-
receptor aumentando su actividad’biolégica.(Rojas et al.,2018), esta informacion es de

gran utilidad en el estudio de nuevosccompuestos con efectos terapéuticos.

El 3,4',5-trihidroxistilbeno (Resveratrol) presenta‘interaccion con ambas proteinas por lo
gue es un indicativo que contiene propiedades para) el desarrollo de farmacos que
contrarresten el cancer, y concuerda con lo“que dice((Ren et al.,2021; Xin-Yi-Kwah et
al.,2021). El resveratrol tiene una lista inagotable de beneficios para la salud, desde
reforzar la inmunidad, retardar los procesos de envejecimientg e imitar los efectos de la
restriccion caldrica, lo que conduce a sus efectos anti obesidad, hasta acciones
especificas que previenen o alivian enfermedades como l|a” diabetes, asi como
enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares. Lo mas importante es que una
amplia investigacion ha reiterado su papel supresor sobre el cancer. El resveratrol actia
como un agente quimiopreventivo en las cuatro etapas principales de la careinogénesis,
a saber, iniciacion, promocion, progresion y metastasis, y también ha demostrado
eficacia para el tratamiento del céncerin vitroein vivo. Con sus propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y antitumorales directas, el resveratrol tiene un- gran
potencial como agente complementario a la quimioterapia convencional. Por otra parte,

la dihidrocodeina es un derivado semisintético de la codeina formado por la
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hidrogenacion del doble enlace de la cadena principal de la molécula de codeina y es
utilizada'frecuentemente para el tratamiento del cancer y el dolor crénico no maligno de
intensidad'mederada como lo indica (Wojciech et al.,2011, Przemysaw et al.,2011). Esto
concuerda, que-ta dihidrocodeina ademas de presentar interaccion con ambas proteinas,
también presenta _efectos terapéuticos que pondrian evaluar su afinidad predominante
en pacientes con ¢ancer que presenten dolor. De las otras cuatro moléculas identificadas
en la interaccion con-las, factores de transcripcion p53 y p21, que son factores de
transcripcion frecuentemente implicados en el cancer, no existen estudios que ayuden a
identificar sus beneficios en coentra del cancer, por lo tanto, quedan abiertas las brechas,
para futuras investigaciones gue ayuden a complementar lo obtenido en los resultados

de este trabajo.
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X, . €ONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

e El extracto hidroalcohdlico de la semilla de Manilkara zapota contiene actividad
antioxidante.y antiproliferativa.

e EILC/MS permiti6 obtener cromatogramas que muestran moléculas presentes en el
extracto hidroalcohdlico de la semilla de Manilkara zapota. Las moléculas
identificadas en fos~cromatogramas fueron las siguientes: el acido pentanoico, 4-
amino, el acido (5E;8E,102)-12-oxododecatriendico, el acido dodecanodioico, el
3,4',5-trihidroxistilbeno( (Resveratrol), la curmadiona, 16:4(4Z,7Z,10Z,13Z) acido
hexadeca-tetraenoico, el 97Z,127,15Z-Octadecatrienal, la dihidrocodeina vy
9E,12E,15E-octadecatrien-1-ok

e Las estructuras quimicas y las fragmentaciones de las moléculas obtenidas se
realizaron en el programa chemdraw con ayuda de las siguientes herramientas que
este maneja, como lo son: el enlace'solido, enlaces multiples, benceno, herramientas
de fragmentacion, elementos de-dibujo-ycborrador.

e De la pagina protein data bank se,0obtuvo |a estructura cristalografica de los factores
de transcripcion p53 y p2l1 en; tercera¢dimension al igual que sus datos
cristalograficos.

e Las moléculas seleccionadas para realizar el “decking tienen afinidad con las
proteinas (P53 y P21), el acido pentanoico, 4-amin@, el acido 12-oxo-5E,8E,10Z-
dodecatrienoico, el acido dodecanodioico, el 3,4',5-trihidroxistilbeno (Resveratrol), la
dihidrocodeina y el 9,12,15-octadecatrien-1-ol, indican interacciones de tipo puente
de hidrégeno, unidas al sitio de unién al ADN para p53 y al sitio.€atalitico de la serina
treonina y quinasa (con respecto a p21).

e Las moléculas seleccionadas: acido pentanoico, 4-amino, el &cide”(5E,8E,10Z)-12-
oxododecatriendico, el acido dodecanodioico, el 3,4',5-trihidroxistilbeno/resveratrol),
la curmadiona, 16:4(4Z,7Z,10Z,13Z) &cido hexadeca-tetraenoico, el“9Z;127,15Z-
Octadecatrienal, la dihidrocodeina y 9E,12E,15E-octadecatrien-1-0l ("\estan
interactuando con los aminoacidos como la Thr, Tyr, Pro, lle, Asn, Ser, Phe, Asp, GIn,
Val, Gly y el Glu.
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e Lasemilla de Manilkara zapota presenta 9 metabolitos secundarios, que interactidan
conlos«factores de transcripcion p53 y p21, a través de las moléculas seleccionadas,
las cuales hos permitiran en un futuro proponerlas como posibles candidatas, en la

elaboracién-de un farmaco que actie contra el cancer.
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Resumen de la Tesis:

El cancer es una enfermedad en el que algunas
células del cuerpo crecen sin control y se
propagan a otras partes del cuerpo. Los
canceres se agrupan segun el érgano o tejido
de origen, mas también, segun las
caracteristicas moleculares de las respectivas
celulas cancerosas. En la actualidad existen
diferentes tratamientos para combatir el cancer,
sin ‘'embargo, solo en algunos casos son
efectivosy~-ademas provocan considerables
efectos ‘secundarios en la persona que lo
recibe; espor ello que a la fecha no se cuenta|
con.n tratamiento efectivo.

Existen alrededor.de 10 millones de personas
en el mundo que padecen cancery, de

acuerdo a los avances tecnologicos de los
ultimos afos, ahora-gs posible analizar a
detalle la composiciongsmolecular de diferentes
tipos de cancer en cores_periodos de tiempo.
Sabemos que nuestro pais\posee gran cantidad
de plantas y frutas con efectos

curativos (medicinales) y ensla mayoria de los
casos no todas han sido estudiadas; es por ello
que en el presente trabajo se inyestigo a partir,
del extracto de la semilla de Maniikara zapota V|
de los metabolitos secundarios ypresentes,
mediante la cromatografia liquida_de alta
resolucion acoplada a espectrometria de
masas, las moléculas obtenidas de{ este
procedimiento  fueron seleccionadas, vy
sometidas a estudios moleculares como el
acoplamiento molecular (docking) las cuales
fueron enfrentadas, con los datos
cristalograficos de los factores de transcripcion
p53 y p21 implicado en la divisién y destruccion
de las células cancerosas. En un futuro, estos
estudios de interaccion podrian permitir el
disefio de un farmaco que se adapte de formal
Optima al tratamiento de un céncer en
particular.




Cancer is a disease in which some cells in the
body grow uncontrollably and spread to other
parts of the body. Cancers are grouped
according to the organ or tissue of origin, but
also according to the molecular characteristics
of the respective cancer cells.

Currently there are different treatments to
combat cancer, however, only in some cases
are they effective, and they also cause
considerable side effects in the person who
receives them; That is why to date there is no
adequate treatment that is effective.

There are around 10 million people in the world
who suffer from cancer and, according to
technological advances in recent years, it is
now possible to analyze in detail the molecular
composition of different types of cancer in short
periods of time. We know that our country has a
large number of plants and fruits with healing
(medicinal) effects and in most cases not all
have been studied; That is why in the present
work it was investigated from the Manilkara
zapota seed extract and the secondary
metabolites present, using high-resolution liquid
chromatography coupled to mass spectrometry,
the molecules obtained from this procedure
were selected and subjected to molecular
studies such as molecular docking (docking),
which were confronted with crystallographic
data of the transcription factors p53 and p21
invelved in the division and destruction of
cancer cells.

In the_future, these interaction studies could
allow" the: design of a drug that is optimally,
adapted(to the treatment of a particular cancer.

Palabras claves de la Tesis:

Biomolécula,Dacking, Manilkara zapota, P53,
P21, Metabolites, Moléculas, LC-MS.
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P21, Metabolites, Melecules, LC-MS.
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