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Carmen Rasquini Grassioto Filha?, Thiago Mesquita Vieira®™
*Universidad Peruana Union, Escuela de Medicina Humana, Lima, Pera

Resumen

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente y una de las principales causas de mortalidad en mujeres
a nivel mundial. La resistencia a la quimioterapia representa un desafio terapéutico importante y se ha
relacionado con la sobreexpresion de la enzima glutation S-transferasa pi (GST=), implicada en la
detoxificacion de farmacos y en la supervivencia celular tumoral. El objetivo de este estudio fue
identificar metabolitos naturales de plantas peruanas con potencial inhibidor sobre la GSTr mediante
cribado virtual. Se realizé un estudio de simulacion computacional utilizando simulacion de acoplamiento
molecular con AutoDock Vina, evaluando 300 compuestos naturales frente a la estructura cristalografica
de la enzima (PDB: 6GSS). Se analizaron energias libres de union (AG), constantes de disociacion e
interacciones moleculares en el sitio activo. Seis metabolitos mostraron mayor afinidad que el control
(GSH), destacando el 4cido quindvico y el acido ursélico (AG = —9.3 kcal/mol). Estos resultados sugieren
que metabolitos naturales podrian actuar como inhibidores potenciales de GSTn y contribuir al desarrollo
de estrategias terapéuticas complementarias en cancer de mama resistente.

Palabras clave: Neoplasias de la mama, glutation transferasa, resistencia a medicamentos
antineopldsico, acoplamiento molecular, productos naturales

1. INTRODUCCION

El cancer de mama representa una de las principales causas de mortalidad en mujeres a nivel global, lo que
destaca la urgencia de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas que puedan mejorar los resultados clinicos
(1).

En Latinoamérica, el cancer de mama es la neoplasia mas comun y la principal causa de muerte por cancer
en mujeres, representando el 25 % de los casos nuevos y aproximadamente 32 % de los diagnosticos en
mujeres menores de 50 afios, en comparacion con 19 % en Norteamérica. En 2020 se estimaron mas de
210 000 casos nuevos y cerca de 68 000 muertes en la region (2).

En el Perd, las tasas de mortalidad presentan tendencia creciente de cerca del 4 % anual entre 2013 y 2022,
con proyecciones que indican un aumento continuo hasta 2027, especialmente en la Amazonia (+8 %
anual). EI 50% de los casos peruanos se diagnostican en etapas avanzadas (III/IV) y sélo el 4.3 %
corresponden a estadios in situ, dejando en evidencia las deficiencias en el tamizaje y diagnostico temprano
(3-9).

La complejidad de esta enfermedad se debe a su heterogeneidad bioldgica, que se manifiesta en diferentes
subtipos tumorales, cada uno con caracteristicas moleculares, histologicas y clinicas (6,7)Histologicamente,
los mas frecuentemente diagnosticados son el carcinoma ductal invasivo y el carcinoma lobulillar invasivo,
mientras que variantes como los carcinomas mucinoso, tubular y medular representan una menor
proporcion de casos. Desde una perspectiva molecular, la clasificacion basada en la expresion de receptores
hormonales y del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2) distingue los subtipos
luminal A, luminal B, HER2 enriquecido y triple negativo, los cuales exhiben diferencias importantes en
comportamiento clinico, agresividad tumoral y respuesta al tratamiento antineoplasico (6,7)

Esta heterogenicidad presenta un desafio considerable en el tratamiento, dado que la resistencia a la
quimioterapia es un fenémeno comun. En este contexto, las glutation-S-transferasas (GSTs) han emergido
como un foco de interés en la investigacion oncologica, debido a su rol en la detoxificacion de farmacos y
en la resistencia a tratamientos quimioterapicos (8—12).

En algunos subtipos de cancer de mama, la resistencia al tratamiento est4 asociada a la expresion de ciertas
enzimas celulares (11,13,14). Estudios clinicos demuestran que, en los pacientes con cancer de mama
que no presentan receptores dependientes de estrdégeno, la tasa de respuesta completa al tratamiento
neoadyuvante es significativamente menor en comparacion a tumores que expresa esta enzima en exceso
(11,15,16). En particular, el cancer de mama triple negativo presenta niveles elevados de GSTr, los cuales
se relacionan con mecanismos de detoxificacion de farmacos, disminucion del estrés oxidativo inducido
por agentes citotoxicos y activacion de vias celulares de supervivencia tumoral, contribuyendo a la
quimiorresistencia y a un mal prondstico (11,16). Similarmente, el subtipo HER2 enriquecido ha mostrado
una participacion relevante de GSTr en procesos de resistencia terapéutica, especialmente cuando coexisten
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tratamientos citotoxicos y terapias dirigidas (17). En contraste, en los subtipos luminales, la respuesta
terapéutica depende fundamentalmente de la hormonoterapia, por lo tanto, la implicancia funcional de
GSTn es comparativamente menor. Estes hallazgos sugieren mayor relevancia de esta enzima en tumores
con fenotipo agresivo y limitada disponibilidad de blancos moleculares (17,18).

Las GSTs son una familia de enzimas multigénicas que desempefian un papel fundamental en el
metabolismo celular y se clasifican en varias isoformas, incluidas las clases: alfa (A), mu (M), pi (P), omega
(O), sigma (S), theta (T) y zeta (Z) (19,20). Estas enzimas se localizan en diversas partes de la célula,
incluyendo el citoplasma, las mitocondrias y las membranas celulares, lo que les permite participar en
multiples procesos biolégicos (21-23) La principal funcién de las GSTs es catalizar la conjugacién del
glutation reducido (GSH) con productos de la oxidacion celular, carcindgenos y farmacos. Este proceso de
conjugacion no solo facilita la eliminacion de sustancias toxicas del organismo, sino también incrementa la
solubilidad en agua de compuestos lipofilicos, permitiendo su excrecion por la via hepatica (bilis) y/o renal
(orina). Ademas, estan involucradas en procesos de sefializacion celular y en la modulacion de la apoptosis
(24). La isoforma GST= (P) ha sido objeto de numerosos estudios debido a su elevada expresion en células
tumorales y su papel en la resistencia a la quimioterapia (25,26) La GSTr participa en la detoxificacion de
farmacos quimioterapéuticos al formar complejos GSH-farmaco que son expulsados de la célula y también
actiia como un inhibidor de la via de sefializacion de proteinas activadas por mitdogenos (MAPK), lo que
puede prevenir la apoptosis en células tumorales. Estudios indican que la GST=n puede influir en la via
MAPK tanto a través de la modulacion de JNK como de TRAF2 (27,28). De todos los miembros de TRAF,
TRAF2 es el que se expresa en mayor abundancia y ha sido objeto de estudio en diversas investigaciones.
Tras la activacion del receptor TNFR mediante la union de TNFa, TRAF2 es reclutado a la membrana
plasmatica, lo que resulta en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (29). La generacion de
ROS conduce a la oxidacion del inhibidor de ASKI1, la tioredoxina, separando y activando ASK1 del
complejo inactivo ASKI-tioredoxina y que al unirse a TRAF2, activa a cascadas de sefalizacion,
incluyendo las vias de sefializacion MKK3/4/6—p38 y MKK4/7-JNK (29-32). En células tumorales, la
GSTr puede suprimir la actividad de JNK y bloquear la interaccion entre TRAF2 y ASK1, inhibiendo asi
la apoptosis de las células tumorales.

Esta diversidad de funciones de GSTr sugiere que su inhibicion podria ser una estrategia efectiva para
aumentar la eficacia de los tratamientos contra el cancer de mama (13). Otro aspecto critico de las GSTs es
su papel en la regulacion del estrés oxidativo, un factor que contribuye a la progresion del cancer. Las GSTs
actian como antioxidantes, ayudando a mantener el equilibrio redox dentro de las células y protegiéndolas
de los efectos dafiinos de los radicales libres generados durante el metabolismo celular. Este equilibrio es
crucial para la homeostasis celular y la supervivencia de las células tumorales, lo que resalta la importancia
de las GSTs en la carcinogénesis y en la resistencia a los tratamientos (33,34).

La rica biodiversidad de Peru ofrece una amplia gama de compuestos naturales que podrian tener un efecto
inhibidor sobre las GSTs, lo que representa una oportunidad significativa para el desarrollo de nuevas
terapias (35) Sin embargo, existen evidencias limitadas que evaliien sistematicamente el potencial de estos
compuestos de origen natural como inhibidores de GST en el contexto del cancer de mama.

En este contexto, el proposito de este estudio es realizar un cribado virtual de compuestos peruanos de
origen natural para identificar aquellos que puedan inhibir la actividad de la GSTx.

A través de este enfoque, se espera contribuir a la comprension de como estos compuestos pueden ser
utilizados para mejorar la eficacia de los tratamientos en cancer de mama.

2. MATERIALES Y METODOS
Se realizé un estudio de simulacion de acoplamiento molecular computacional bajo entorno Linux en
version Fedora 43, aplicando herramientas de biologia computacional para modelar interacciones
moleculares entre metabolitos naturales peruanos y la enzima Glutation S-Transferasa (GSTn) humana. El
enfoque consistié en reproducir condiciones fisicoquimicas relevantes a nivel virtual, posibilitando la
prediccion de afinidades moleculares por medio de técnicas de simulacion de acoplamiento molecular y
analisis estructural.

Para obtener datos de los metabolitos naturales peruanos se realizé con ayuda de las plataformas publicas
PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) y ChEMBL (https://www.ebi.ac.uk/chembl/). Los
metabolitos han sido seleccionados en base a las propiedades quimicas de posibles inhibidores de la GST
humana sugerido por Oakley J. en uno de sus trabajos donde analiza la biologia y la estructura molecular
de la GST. Los datos fueron descargados en formato SMILES canodnico y convertidos a estructuras
tridimensionales en formato .mol mediante un script en Python usando la libreria OpenLabel. La proteina
blanco fue seleccionada del banco de datos de proteinas Protein Data Bank (PDB) utilizando el modelo
cristalografico 6GSS, correspondiente a la GSTw humana. Se generaron modelos estables de la molécula y
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se afladié aminoacidos faltantes a través de un script in-house en python.

El acoplamiento molecular se llevo a cabo utilizando Autodock Vina version 1.2.7 bajo la modalidad --
exhaustiveness arg, Este sistema fue previamente protonado y se le asignaron cargar Gasteiger, en con fin
de asegurar la formacion de enlaces en el proceso de acoplamiento ligando-receptor. Posteriormente se
gener6 un “GridBox” que incluyo residuos clave como Tyr108, Phe8, Trp38 y Val35 en ambas subunidades.
Se evaluaron 300 compuestos naturales provenientes de plantas oriundas del Perti como Mauritia flexuosa
(aguaje), Pimpinella anisum (anis), Arnica montana (arnica), Peumus boldus (boldo), Theobroma
grandiflorum (copoazu), Passiflora ligularis (granadilla), Annona muricata (guanabana), Piper auritum
(hierba santa), Citrus aurantiifolia (lima), Plantago major (llanten), Lepidium meyenii (maca), Zea mays L.
(maiz morado), Piper aduncum (matico), Schinus molle (molle), Morinda citrifolia (noni), Dysphania
ambrosioides (paico), Capsicum pubescens (rocoto), Croton lechleri (sangre de grado), Glycine max (soya),
Passiflora tarminiana (tumbo), Uncaria tomentosa (ufia de gato), Cestrum auriculatum (hierba santa) y
curcuma longa (curcuma). Los parametros de simulacion fueron definidos con el objetivo de cubrir el sitio
activo de la enzima, permitiendo estimar la energia libre de union (AG) como indicador de la estabilidad
del complejo proteina-ligando, la cual fue calculada usando el algoritmo genético de AutoDock Vina.

Analisis de datos

Los datos de simulacion de acoplamiento molecular fueron exportados en formato .#xt y ordenados en hojas
de calculo para su analisis. Se priorizaron los compuestos con valores de AG mas negativos, interpretados
como siendo los que tienen mayor afinidad hacia la GSTxn. Asimismo, se calcularon las constantes de
disociacion (Kd) utilizando una formula basada en la relacion AG = RT In(Kd), a temperatura fisiologica.
Posteriormente, se utilizo el software PLIP (Protein-Ligand Interaction Profiler) para identificar los
residuos aminoacidicos implicados en las interacciones, detallando el tipo de enlace (hidrofobico, puente
de hidrogeno, n-stacking, T-cation) y su distancia (en Angstroms).
Finalmente, se utilizaron representaciones moleculares generadas en VMD (Visual Molecular Dynamics)
para observar visualmente las interacciones en el sitio activo de la GSTr, facilitando la interpretacion
estructural de los complejos mas estables.

Aspectos éticos

El presente estudio se desarrolld exclusivamente con el uso de simulaciones computacionales, sin la
necesidad de experimentacion en seres humanos ni animales. Toda la informacion utilizada proviene de
bases de datos publicas y de libre acceso, garantizando la transparencia, trazabilidad y reproducibilidad de
los resultados. En consecuencia, el proyecto cumple con los principios €éticos de la investigacion cientifica
en entornos digitales.

3. RESULTADOS
Interpretacion de Resultados

De un total de 300 compuestos analizados, seis mostraron valores de energia libre de union (AG)
significativamente mas negativos que el control (GSH, AG = -5.1 kcal/mol), lo cual sugiere una afinidad
superior por el sitio catalitico de la enzima. Los compuestos mas destacados fueron el 4cido quinévico
(Uncaria tomentosa) y el acido ursolico (Plantago major), ambos con una AG de -9.3 kcal/mol y una
constante de disociacion (Kd) de 1.52x1077 M, valores indicativos de una interaccion fuerte, especifica y
potencialmente inhibitoria de la enzima. Otros metabolitos relevantes incluyen el acido aleuritolico
acetilado (Croton lechleri), acetyldaidzin y 6’-O-acetylglycitin (ambos de Glycine max), asi como el
acido oleandlico, también de Plantago major.

Tabla 1. Compuestos naturales, energia de union y afinidad con GSTx humana

Unidad de Metabolito / Molécula Familia AGibbs (Kcal/mol) Kd (M)

analisis quimica

Control - GSH  y-L-glutamyl-L-cysteinyl Tiol -5.1 1.83x10*
glycine

Uiia de gato Quinovic acid* Terpeno 9.3 1.52x107




Llantén Ursolic acid* - 93 1.52x1077

Sangre de Acetyl aleuritolic acid Triterpenoide -8.9 2.99x107
grado

Soja Acetyldaidzin Isoflavona -8.2 1.15x10°¢
Llantén Oleanolic acid Triterpenoide -8.2 1.15x10°¢
Soja 6’-0-Acetylglycitin Isoflavona -8.1 1.32x10°¢

Kcal/mol: kilocaloria por mol; Kd: constante de disociacion

Tabla 2. Interacciones moleculares en el sitio activo de GSTn humana

Molécula Interacciones hidrofébicas  Puentes de hidrogeno (A) n-Stacking
A) A)
Quinovic acid Phe8, Val35, Trp38, Ile104, Gly205 (3.18) -
Tyr108*
Ursolic acid Phe8, Trp38, Tyr108* GIn51 (2.94) -
Acetyl aleuritolic Phe8, Tyr108* Argl3-B (3.50), GIn51 (3.34) -
acid
Acetyldaidzin Pro9, Val3s, Ile104 Tyr108 (2.89, 3.47) Phe8 (3.8—
3.9)
Oleanolic acid Phe8, 1le104, Tyr108* GIn51 (2.21, 3.23) -

6’-O-Acetylglycitin  Pro9, Argl3, Val35, Ile104 Argl3 (2.58, 3.48), Tyr108 Phe8 (3.8—
(2.76, 3.64) 4.0)

*Moléculas con mayor afinidad: Tyr108, Phe8, Trp38, Val35

El analisis estructural de las interacciones entre estos metabolitos y la enzima, realizado mediante el
software PLIP, permitio identificar un patréon comun entre los compuestos de mayor afinidad. Todos ellos
formaron multiples interacciones de tipo hidrofébicas con residuos clave como Phe8, Tyr108, Trp38 e
Ile104, localizados dentro del sitio catalitico de GSTn. Estas regiones corresponden al llamado ‘H-sife’,
responsable de la union de sustratos no polares (36,37). En particular, el 4cido quindvico establecid varios
contactos simultineos con Phe8, ademas de interacciones con Trp38 y Tyr108, lo que apunta a una alta
afinidad con el sitio activo, el cual representa un anclaje firme dentro del canal catalitico. Esta union
desplaza al glutation fisiologico generando un efecto inhibitorio indirecto de la actividad de la enzima.

El 4cido ursolico presento un perfil de interaccion similar, con contactos hidrofébicos consistentes y un
puente de hidrogeno adicional con GIn51 (a 2.94 A), lo cual podria aportar mayor estabilidad
electrostatica al complejo enzima-ligando. Por su parte, el acido aleuritolico acetilado mostré una
conformacion mas compacta dentro del sitio activo, acoplandose con buena complementariedad
tridimensional y formando puentes de hidrogeno adicionales con Argl3 y Gln51, lo que refuerza su
potencial como inhibidor.

Los compuestos derivados de la soya, acetyldaidzin y 6'-O-acetylglycitin, presentaron valores de AG
ligeramente menos negativos (-8.2 y -8.1 kcal/mol, respectivamente). Aun asi, mostraron interacciones
relevantes con la proteina, como contactos de tipo m-stacking con Phe8 y puentes de hidrogeno con
Tyr108 y Argl3. Aunque estas interacciones son menos energéticas que las hidrofébicas mas profundas,
contribuyen a la estabilidad del complejo proteina-ligando. En conjunto, estos resultados indican que
estos compuestos podrian actuar mediante un mecanismo de inhibicion mas reversible, pero todavia con
un efecto relevante sobre el sitio activo.



Figura 1. Plantas y metabolitos con mejor interaccion a la enzima GSTw humana
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En la Figura 1 se puede observar que los compuestos con mayor afinidad, como el acido quinovico y el
acido ursolico, ocupan gran parte del canal catalitico y se ajustan de manera precisa a su geometria

interna. Esta ocupacion amplia del sitio activo podria favorecer un bloqueo directo de la actividad
enzimatica.

Figura 2. Plantas y metabolitos con menor interaccion a la enzima GSTn humana
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A diferencia, los metabolitos representados en la Figura 2, aunque menos potentes en términos de AG,
también muestran una integracion espacial favorable, sobre todo los derivados de Glycine max, cuyas
estructuras planas permiten interacciones estables con regiones aromaticas del sitio activo.

4. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

El cribado virtual realizado en este estudio evalu6 la afinidad de metabolitos naturales provenientes de
plantas peruanas por la enzima Glutation S-Transferasa Pi (GSTr), una proteina conocida por su
participacion en los mecanismos de resistencia a la quimioterapia en el cancer de mama. Al comparar los
resultados con el control (GSH), se observd que varios compuestos, especialmente derivados
triterpenoides e isoflavonas, establecen interacciones estables con residuos clave del sitio activo.

En particular, la elevada afinidad del acido quinévico y el acido ursoélico, los cuales presentaron energias
de union notablemente mas negativas que el ligando fisiologico glutation reducido GSH, sugiere una
interaccion estable en el sitio activo de GSTrn y plantea la posibilidad de un mecanismo de inhibicién
competitiva, al competir con la union del glutation endégeno y comprometer la capacidad detoxificante de



la enzima. Esta observacion es coherente con estudios previos donde la inhibicién de GSTx resultoé en una
mayor sensibilidad a agentes como cisplatino y doxorrubicina (38,39), lo que se traduce en una mejor
respuesta terapéutica en tumores previamente resistentes.

Desde el punto de vista estructural, el patron recurrente de interacciones hidrofobicas con residuos clave
del dominio H-site (Phe8, Tyr108, Trp38 e Ile104) sugiere que la ocupacion de esta region constituye un
mecanismo central de inhibicion. La capacidad del acido quinévico para establecer multiples contactos
simultdneos dentro de este dominio indica un acoplamiento profundo y especifico, lo que podria estar
relacionado con un mayor potencial inhibitorio. De manera similar, la presencia de interacciones
adicionales, como el puente de hidrogeno observado en el acido ursolico con GIn51, refuerza la hipotesis
de que la combinacion de fuerzas hidrofobicas y electrostaticas contribuye significativamente a la
estabilidad del complejo y, por ende, a su potencial funcional (8,9,14)

En contraste, los compuestos derivados de Glycine max mostraron un perfil de interaccion diferente,
caracterizado por interacciones m-stacking con Phe8 y puentes de hidrégeno con Tyr108. Este tipo de
acoplamiento podria ser mas reversible, aunque atn presenta interés farmacoldgico, especialmente si se
consideran como posibles moduladores parciales o0 como compuestos con efecto sinérgico. Por su parte, el
acido oleanolico, estructuralmente relacionado con el acido ursélico, presentd un patron de acoplamiento
muy similar.

Este estudio, sin embargo, presenta algunas limitaciones importantes. El enfoque in silico, aunque permite
evaluar de forma rapida y econdmica la interaccion de cientos de compuestos con una diana proteica, no
reemplaza ensayos experimentales que confirmen actividad inhibitoria real. Las simulaciones se realizaron
sobre un modelo cristalografico estatico (PDB: 6GSS), sin considerar dindmica proteica ni metabolismo
celular. A pesar de ello, el trabajo se apoya en metodologias robustas y replicables, ademas de una
cuidadosa seleccion de metabolitos basada en su perfil quimico y farmacolégico.

Desde el punto de vista médico y farmacoldgico, estos resultados abren nuevas perspectivas para el disefio
de coadyuvantes terapéuticos que potencien el efecto de quimioterapias convencionales. La inhibicion
selectiva de GST= podria representar una estrategia complementaria util en pacientes con cancer de mama
resistente, al impedir la detoxificacion tumoral de agentes quimioterapéuticos (16). En términos de salud
publica, la investigacion y el aprovechamiento de compuestos derivados de especies nativas podrian
contribuir al desarrollo de tratamientos mas accesibles, culturalmente compatibles y con menor potencial
de toxicidad. Asimismo, el hecho de que estos compuestos provengan de plantas utilizadas tradicionalmente
en la medicina natural peruana afiade un importante valor etnobotanico al estudio.

5. CONCLUSIONES

Los metabolitos naturales peruanos evaluados en este estudio demostraron interacciones moleculares
fuertes y especificas con la enzima GSTx humana, destacando los compuestos del acido quindvico, por su
alta afinidad, complementariedad estructural y potencial inhibitorio. Estos hallazgos fortalecen la
hipoétesis de que la naturaleza puede ser una fuente rica de inhibidores enzimaticos ttiles en oncologia. Si
bien se requiere validacion experimental, el enfoque computacional aqui utilizado constituye un paso
estratégico en la identificacion de candidatos bioactivos relevantes para apoyar en el tratamiento del
cancer de mama resistente a quimioterapia.
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