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RESUMEN

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea que se caracteriza por la presencia
de un tumor maligno en las glandulas mamarias. Los tratamientos disponibles para esta
patologia no son efectivos en todos los pacientes y pueden ser toxicos; por ello, existe una
necesidad urgente de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas contra esta neoplasia maligna.
Se ha reportado que las B-carbolinas de la especie de planta Banisteriopsis caapi podrian tener
potencial anti-cancerigeno. Sin embargo, la informacion sobre su potencial antitumoral en el
contexto del cancer de mama es escasa. Por lo tanto, el objetivo principal de esta investigacion
fue identificar las dianas moleculares de las B-carbolinas de la especie B. caapi y sus vias de
sefnalizacion asociadas en el cancer de mama in silico mediante analisis bioinformaticos para
realizar su posterior validacion in vitro.

En base a la literatura cientifica disponible, se determind que B. caapi posee 3 B-
carbolinas: harmina, harmalina y tetrahidroharmina. La identificacion computacional de las
dianas moleculares incluy6 la prediccion de interacciones ligando-proteinas (softwares SEA,
MolTarPred, y SwissTargetPrediction); el analisis de enriquecimiento para identificar procesos
biologicos y vias de sefializacion asociados a las dianas moleculares predichas (herramienta
DAVID Bioinformatics Resources); y el analisis de integracion de redes metabdlicas (softwares
R-Spider, CCancer-Spider y CytoScape).

Se obtuvieron un total de 322 dianas moleculares para las 3 B-carbolinas de B. caapi, de
las cuales 19 dianas moleculares interactuan con las 3 B-carbolinas y 123 dianas moleculares
solo estan presentes en la especie Homo sapiens. Utilizando estas 123 dianas moleculares
humanas, se identificaron 260 procesos bioldgicos y 79 vias de sefializacion asociados a ellas;

las vias de senalizacion PI3K-AKT y FOXO estan directamente relacionadas con el cancer de
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mama. En base a los modelos de integracion de redes metabdlicas, se identificaron 9 dianas
moleculares directamente relacionadas con el cancer, el cancer de mama, la f-carbolina harmina
de B. caapi y/o la via de sefializacion FOXO: MAPK?2, IKKA, IKKB, JAKI, JAK2, JAK3,
DYRKIA, DYRKIB, y DYRK2. Las 9 dianas moleculares y 2 vias de sefializacion
seleccionadas deben ser validadas in vitro utilizando lineas celulares humanas de céncer de

mama.

PALABRAS CLAVE: Céncer de mama, Banisteriopsis caapi, P-carbolinas, dianas

moleculares, vias de sefializacion.
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ABSTRACT

Breast cancer is a heterogeneous disease that is characterized by the presence of a
malignant tumor in the mammary glands. Current treatments for this illness are not effective in
all patients and can be toxic; thus, there is an urgent need to develop new therapeutic strategies
against this malignancy. It has been reported that B-carbolines from the plant species
Banisteriopsis caapi could have anticarcinogenic potential. However, information regarding
their anti-tumor potential in the context of breast cancer is scarce. Therefore, the main objective
of this research project was to identify the molecular targets of B-carbolines from the species B.
caapi and their signaling pathways associated with breast cancer in silico through bioinformatic
analyses to conduct subsequent in vitro validation.

Based on available scientific literature, it was determined that B. caapi has 3 B-
carbolines: harmine, harmaline, and tetrahydroharmine. The computational identification of the
molecular targets encompassed the prediction of protein-ligand interactions (softwares SEA,
MolTarPred, and SwissTargetPrediction; the enrichment analysis to identify biological
processes and signaling pathways associated with the predicted molecular targets (David
Bioinformatics Resources tool); and the analysis of integration of metabolic networks
(softwares R-Spider, CCancer-Spider and CytoScape).

A total of 322 molecular targets for the 3 B-carbolines present in species B. caapi were
obtained, 19 molecular targets interact with the 3 B-carbolines and 123 molecular targets are
only present in species Homo sapiens. Using these 123 human molecular targets, 260 biological
processes and 79 signaling pathways associated with them were identified; the signaling
pathways PI3K-AKT and FOXO are directly related to breast cancer. Based on the models of
integration of metabolic networks, 9 molecular targets that are directly related to cancer, breast
cancer, the B-carboline harmine present in B. caapi and/or the FOXO signaling pathway:

MAPK2, IKKA, IKKB, JAKI, JAK2, JAK3, DYRKIA, DYRKI1B and DYRK2. The selected
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9 molecular targets and 2 signaling pathways must be validated in vifro using human breast

cancer cell lines.

KEYWORDS: Breast cancer, Banisteriopsis caapi, B-carbolines, molecular targets, signaling

pathways.
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1 INTRODUCCION

1.1  El cancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea que se caracteriza por la presencia
de un tumor maligno en las glandulas mamarias. El tumor maligno se desarrolla a partir de la
proliferacion descontrolada de células mamarias que poseen una acumulacion de alteraciones
genéticas. La diseminacion de estas células tumorales desde las glandulas mamarias a otros
tejidos y organos del cuerpo se denomina metdstasis; la metéstasis es la causa principal de
muerte en pacientes con esta patologia. Este tipo de cancer puede presentarse tanto en mujeres
como en hombres; sin embargo, esta enfermedad es diagnosticada con mayor frecuencia en

mujeres a nivel mundial (Espinosa, 2018).

Las gldndulas mamarias son 6rganos localizados a nivel del pecho las cuales estdn
constituidas por multiples l6bulos y lobulillos en los que se produce la leche. Estos 16bulos y
lobulillos estan conectados entre si por los conductos galactoforos que conducen la leche hacia
el pezon. Cada glandula mamaria posee entre 15 y 20 16bulos. Las glandulas mamarias también
estan formadas por el tejido conectivo que las rodea, el cual sostiene todas sus partes.
Adicionalmente, las glandulas mamarias contienen vasos sanguineos que proporcionan sangre

y vasos linfaticos que recogen la linfa (Arroyo Yustos et al., 2017).

El céancer de mama se inicia generalmente en los conductos mamarios (carcinoma
ductal); sin embargo, un 10% de los casos se inicia en los 16bulos mamarios (carcinoma
lobulillar). Se sospecha que la mayoria de los carcinomas ductales se inician en una forma no
invasiva que se denomina carcinoma intraductal. Este carcinoma intraductal no se disemina a
otros Organos ni genera metastasis; sin embargo, si este carcinoma no es tratado a tiempo, se

puede transformar en un cancer invasivo de mama (Martin et al., 2015).
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1.1.1 Epidemiologia y factores de riesgo

La base de datos online de la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC,
siglas en inglés), GLOBOCAN, muestra en sus estadisticas del afio 2020 que el cancer de mama
ocupa el primer lugar tanto en incidencia como en mortalidad en la poblacion femenina
mundial. Durante el afio 2020, se registraron 2 261,419 nuevos casos de cancer de mama y
684,996 muertes en mujeres a nivel global. En nuestra regiéon, América Latina y el Caribe, se
registraron 210,100 nuevos casos de cancer de mama y 57,984 muertes en la poblacion
femenina en el afio 2020 (GLOBOCAN, 2020).

En Ecuador, el cancer de mama también ocupa el primer lugar tanto en incidencia como
en mortalidad en la poblacion femenina. Durante el afo 2020, se registraron 213,663 nuevos
casos de cancer de mama y 59,040 muertes en mujeres ecuatorianas (GLOBOCAN, 2020).

El cancer de mama es una enfermedad multifactorial; los principales factores de riesgo
que estan asociados a esta enfermedad son los antecedentes familiares de esta patologia con un
alto potencial de invasion local y de metastasis, el estilo de vida, y los antecedentes gineco-
obstétricos como la menarquia, la nuliparidad, la edad tardia del primer embarazo, la
menopausia tardia, entre otros. Ademas, la obesidad es una de las principales causas de

morbimortalidad prevenible, especialmente en mujeres postmenopausicas (Torres et al., 2017).

1.1.2 Subtipos moleculares del cancer de mama y su prognosis
Los estudios de segregacion de subtipos histologicos han identificado cuatro subtipos
moleculares intrinsecos distintos: luminal A, luminal B, HER2-enriquecido y triple-negativo

(Hon et al., 2016).

Segtin Fragomeni, et al. (2018), el subtipo luminal A se caracteriza por ser positivo para

el receptor de estrogeno (ER) y/o el receptor de progesterona (PR) y negativo para el receptor
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2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER?2). Este subtipo representa el 30-40% de
todos los canceres invasivos de mama como los carcinomas bien diferenciados de ningln tipo
especial (NST), los carcinomas lobulares clasicos, los carcinomas tubulares, los carcinomas
mucinosos, los carcinomas neuroendocrinos y los carcinomas cribiformes. Este subtipo posee
mutaciones en los genes PIK3CA, MAP3KI, GATA3, y FOXA1 junto con una alta expresion

de los genes ESR1 y XBP1.

El subtipo luminal B se caracteriza por ser positivo para el receptor ER (<20%) y/o el
receptor PR y positivo para el receptor HER2. Este subtipo representa el 20-30% de los canceres
invasivos de mama como el carcinoma ductal y el carcinoma micropapilar. Este subtipo posee

mutaciones en los genes TP53 y PIK3CA (Fragomeni, et al., 2018).

El subtipo HER2-enriquecido se caracteriza por ser positivo para el receptor HER2 y
negativo para los receptores ER y PR. Este subtipo representa el 15-30% de todos los canceres
de mama. HER2 es un receptor transmembrana de tirosina quinasa que regula el crecimiento,
la proliferacion y la supervivencia celular a través de varias vias de sefializacion como las vias

mTOR y RAS/RAF/MEK/ERK (Fragomeni, et al., 2018).

Segin Hon et al. (2016), el subtipo triple-negativo representa el 10-30% de todos los
canceres de mama. Este subtipo de cancer de mama se subdivide en seis subtipos: el subtipo
“basal-like 1” (BL1), el subtipo “basal-like 2” (BL2), el subtipo inmunomodulador (IM), el
subtipo mesenquimal (M), el subtipo “mesenchymal stem-like” (MSL) y el subtipo “luminal

androgen receptor” (LAR).

Segun una investigacion realizada por Hennigs et al. (2016), los pacientes con subtipos
de cancer de mama luminal A y luminal B con presencia del receptor HER2 tienen la mejor
prognosis, es decir altas probabilidades de supervivencia. En contraste, los pacientes con el

subtipo de cancer de mama triple-negativo tienen la peor prognosis, es decir bajas
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probabilidades de superar la enfermedad. Esto se debe a que este subtipo de cancer de mama es
altamente agresivo y existe una ausencia de estrategias terapéuticas eficaces que pueden ser
implementadas para tratarlo; ademads, tratamientos como la hormonoterapia o el uso de
anticuerpos monoclonales anti-HER2 como el Trastuzumab no pueden ser empleados en este

contexto por la ausencia de los receptores hormonales y el receptor HER2 en este subtipo.

1.1.4 Tratamientos actuales para el cancer de mama.

En la actualidad y gracias a los avances cientificos, existen diferentes tratamientos para
el cancer de mama como la cirugia, la quimioterapia, la radioterapia y las terapias biologicas.

El tratamiento quirdrgico o cirugia permite extirpar el tumor y analizar afecciones de
los ganglios de la axila. Sus aplicaciones son la mastectomia radical modificada para el
tratamiento locorregional, la tumorectomia o cuadrantectomia, y el abordaje de la axila en el
que se destaca la técnica de la biopsia selectiva del ganglio centinela (BSGC) (Arroyo Yustos
et al., 2017).

La radioterapia constituye un tratamiento basico dentro del manejo clinico del cancer
de mama, tanto en enfermedad localizada como en enfermedad en estados avanzados. Esta
terapia puede tener una finalidad adyuvante (complementaria a la cirugia) para reducir el riesgo
de recidiva local (a nivel de la mama o pared) y/o regional (a nivel de ganglios) ¢ paliativa para
aliviar sintomas provocados por el cancer de mama o la presencia de metastasis (Arroyo Yustos
et al., 2017).

La quimioterapia es uno de los pilares del tratamiento sistémico del cancer de mama
junto con la hormonoterapia que se aplica en el tratamiento de los subtipos luminales (tumores
positivos para receptores hormonales ER y/o PR y negativos para el receptor HER2). De la

misma forma que en el caso de la hormonoterapia, la quimioterapia se administra en tres
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escenarios: adyuvante o después de la cirugia, neoadyuvante o pre-quirirgica y en la
enfermedad metastasica (Arroyo Yustos et al., 2017).

La terapia biologica induce al sistema inmunolédgico a identificar y eliminar a las células
tumorales, por lo cual también es conocida como inmunoterapia. Existen algunos tipos de
inmunoterapia como los inhibidores de puntos de control inmunitario, la terapia de transferencia
de células T y los inmunomoduladores. La terapia bioldgica no se aplica de manera estricta
como la quimioterapia, la radioterapia y la cirugia. De igual manera que los demas tratamientos,
la inmunoterapia produce efectos secundarios, especialmente cuando el sistema inmunitario se
ha hiperactivado para atacar al cancer. En este escenario, el sistema inmunoldgico también

podria destruir células y tejidos sanos del organismo (Instituto Nacional del Cancer, 2019).

1.2 Banisteriopsis caapi

La Banisteriopsis caapi es una planta psicotropica perteneciente a la familia
Malpighiaceae, género Banisteriopsis, y especie caapi. Los nombres comunes que estan
asociados a esta especie se derivan del idioma de las tribus nativas del Amazonas; éstos son
“Ayahuasca Vine”, “Caapi”, “Bejuco de oro”, “Kaapi”, “Kahi”, “Vine of the Soul”, “Biaxa”,
“Dapa”, “Maridi”, “Yage”, “Yahe”, “Mihi”, “Natema”, “Yaje”, “Pinde”, “Yaxe”, y
“Totenliane” (Morales-Garcia et al., 2017).

Tradicionalmente, la B. caapi ha sido considerada como una "planta maestra" para la
estimulacion del pensamiento creativo y la creatividad visual con fines ritualisticos. Sin
embargo, esta especie también es utilizada por los curanderos para tratar trastornos psicologicos
en los pacientes. Algunos de sus efectos terapéuticos han sido validados a nivel experimental y

clinico (Estrella-Parra et al., 2019).
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1.3 Las B-carbolinas.

Las B-carbolinas pertenecen al gran grupo de alcaloides indol naturales y sintéticos que
poseen una estructura de anillo pirido indol triciclico comun. Inicialmente, las 3 —carbolinas se
aislaron de la especie de planta Peganum harmala. Las semillas de P. harmala se han utilizado
durante cientos de afios para tratar los canceres del tracto digestivo y la malaria en el noroeste
de China. A partir de P. harmala, se obtuvo la B —carbolina denominada harmina. Durante las
dos ultimas décadas, se han aislado e identificado numerosas 3 —carbolinas simples y complejas
a partir de varias plantas terrestres, incluyendo B. caapi (Cao et al., 2007).

La bebida tradicional indigena denominada “ayahuasca” se prepara utilizando varias
especies de plantas como la especie B. caapi que posee B-carbolinas y la especie Psychotria
viridis que contiene la sustancia alucindgena N,N-dimetiltriptamina (DMT). En este contexto,
las B-carbolinas presentes en B. caapi inhiben el metabolismo de la DMT por la monoamino
oxidasa A (MAO-A) periférica; esto permite que el DMT interactie con los receptores

corticales 5-HT»a a nivel del sistema nervioso (Dos Santos et al., 2017).

1.3.1 pB-carbolinas presentes en la especie Banisteriopsis caapi.

El andlisis quimico de la bebida “ayahuasca” permitio identificar y aislar la primera -
carbolina a partir de la especie B. caapi: la harmina. Esta B-carbolina fue reportada previamente
en la especie Peganum harmala. Posteriormente, se documentod la presencia de otras dos [3-
carbolinas en B. caapi, la harmalina y la tetrahidroharmina (THH) (Dos Santos et al., 2017;
Frecska et al., 2016). Las estructuras quimicas de las B-carbolinas de B. caapi estan descritas
en la Figura 1. En la bebida “ayahuasca”, las concentraciones de -carbolinas son de 0.31-
8.43% de harmina, 0.03-0.83% de harmalina y 0.05-2.94% de tetrahidroharmina (Culture,

2020).
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Figura 1. Estructuras quimicas de las p-carbolinas harmina, harmalina vy

tetrahidroharmina de la especie B. caapi. Imagen tomada de Santos et al., 2020.
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Las B-carbolinas de B. caapi promueven la neurogénesis in vitro al estimular la
expansion del conjunto de progenitores neurales e inducir su migracion y su diferenciacion en
un fenotipo neuronal. Esto sugiere que este tipo de alcaloides no solo actian como mitégenos
para las c€lulas madre neurales, sino que también modulan el destino celular (Morales-Garcia

et al., 2017; Dos Santos et al., 2017).

Los efectos bioldgicos y farmacologicos de las B-carbolinas en las células procariotas y
eucariotas son inducidos en parte debido a su capacidad de intercalarse en el ADN; esto
ocasiona alteraciones en el proceso de replicacion del ADN o afecta a las actividades
enzimaticas que estan involucradas en el proceso de reparacion del ADN (Cao et al., 2007). Las
B-carbolinas ejercen un amplio espectro de accion lo cual incluye efectos antimicrobianos, anti-

VIH y antiparasitarios. (Nafisi et al., 2010).
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1.3.2 Potencial anti-cancerigeno de las B-carbolinas.

Varias investigaciones previas han demostrado que las B-carbolinas exhiben actividad
citotoxica significativa in vitro en un panel de lineas celulares tumorales humanas que
representan al carcinoma de pulmon de células no pequenas (PLA-801), el carcinoma de higado
(HepG2 y Bel-7402), el carcinoma gastrico (BGC-823), el carcinoma de cuello uterino (HeLa)
y el carcinoma de colon (LoVo). Recientemente, se determind que las B-carbolinas ejercen
potentes efectos citotoxicos en lineas celulares humanas de cancer de mama como MCF-7 (Cao
et al., 2007).

La harmina y numerosos derivados de las B-carbolinas pueden actuar como inhibidores
potentes y especificos de las quinasas dependientes de ciclinas (CDK). Por ejemplo, la harmina
inhibe a CDK1, CDK2 y CDKS5 (Cao et al., 2007). Ademas, la harmina exhibe actividad
antimicrobiana, antiflingica, antitumoral, citotoxica, antiplasmodial, antioxidante,
antimutagénica, antigenotoxica y alucindgena. La citotoxicidad de la harmina fue evaluada
mediante el ensayo de micronucleos bloqueados con citocalasina b y el ensayo de viabilidad /
formacion de colonias utilizando cuatro lineas celulares humanas, incluyendo a las células
HeLa y las células SW480 no transformadas. La harmina inhibi6 la proliferacion celular en
todas las lineas celulares tumorales humanas. Adicionalmente, se ha documentado la
disminucién en la formacion de vasos capilares dirigidos por el tumor gracias al potencial efecto
anti-angiogénico de la harmina (Patel et al., 2012).

La harmalina ejerce numerosos efectos clinicos, incluyendo efectos antitumorales los
cuales fueron estudiados por primera vez en la década de 1970. Ademas, esta B-carbolina esta
asociada con un bajo riesgo de efectos adversos. En ensayos in vitro, se ha observado que la
harmalina aumenta significativamente la expresion de la proteina p53 en la linea celular humana

de carcinoma de higado HepG2; adicionalmente, la harmalina inhibe significativamente la
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viabilidad y aumenta la apoptosis en esta linea celular. Finalmente, la harmalina induce la
apoptosis y la detencion del ciclo celular en las fases G2 / M a través de la regulacion positiva
de la via de sefializacion Fas/FasL en la linea celular humana de carcinoma gastrico SGC-7901

(Xu et al., 2018).

1.4  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTAS DE INVESTIGACION

Existe una necesidad urgente de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas que sean
seguras y efectivas para los pacientes que padecen cancer de mama. Las terapias convencionales
disponibles contra el cancer de mama no suelen ser efectivas en todos los pacientes y pueden
ser muy toxicas para ellos, como es el caso de la quimioterapia (Beracasa et al., 2021). La
biodiversidad del Ecuador constituye una fuente natural de especies de plantas y animales que
poseen compuestos que podrian tener potencial terapéutico (Mendoza et al., 2020).
Investigaciones previas sobre las B-carbolinas de la especie Banisteriopsis caapi brindan
indicios de que estas moléculas podrian tener potencial anti-tumoral (Cao et al., 2007). Sin
embargo, existe escasa informacion sobre el potencial anti-cancerigeno de las B-carbolinas en
el contexto del cancer de mama (Cao et al., 2007).

Por lo tanto, se llevo a cabo el presente proyecto de investigacion para realizar la
prediccion de las dianas moleculares de las B-carbolinas de B. caapi mediante herramientas
bioinformaticas en el contexto del cancer de mama, con el fin de poder validarlas in vitro en el
futuro. Para ello, se planted la siguiente pregunta de investigacion:

(Es posible predecir dianas moleculares de las B-carbolinas de la especie

Banisteriopsis caapi y sus vias de sefializacion asociadas en el ciAncer de mama

mediante analisis bioinformaticos?.
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1.5.

HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION.

En base a la pregunta de investigacion, se generd una hipoétesis que fue evaluada

mediante el presente estudio:

1.6.

1.6.1

4

2
L X4

Si es posible predecir dianas moleculares de las B-carbolinas de la especie
Banisteriopsis caapi y sus vias de seiializacion asociadas en el ciAncer de mama

mediante analisis bioinformaticos.

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION.

OBJETIVO GENERAL.
Identificar las dianas moleculares de las B-carbolinas de la especie Banisteriopsis caapi
y sus vias de sefializacion asociadas en el cdncer de mama in silico mediante andlisis

bioinformaticos para realizar su posterior validacion in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Determinar las potenciales dianas moleculares que podrian interactuar con las B-
carbolinas de la especie Banisteriopsis caapi utilizando herramientas bioinformaéticas
de prediccion ligando-proteinas (“farget-fishing”).

Analizar los procesos biologicos y vias de sefializacién en donde participan estas dianas
moleculares mediante un analisis de enriquecimiento (“‘enrichment analysis”™).
Seleccionar las dianas moleculares y vias de sefializacion mas relevantes en el contexto

del cancer de mama utilizando literatura cientifica relacionada con esta patologia.
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2. MATERIALES Y METODOS.

El diagrama de flujo que describe la metodologia que fue empleada en esta investigacion
se muestra en la Figura 2.
Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de prediccion computacional de las dianas de f3-

carbolinas de la especie B. caapi.

Determinacion de Prediccién Dianas

las beta-carbolinas SEA
de B. caapi MolTarPred Analisis de
SwissTargetPrediction enriquecimiento

David Bioinformatics

‘ Resources \ Seleccion de dianas y
vias de sefializacién
Filtracion de dianas asociadas al cancer de
Normalizacion —» por especie Homo L. mama
. Integracién de redes
sapiens -
metabdlicas -
R-Spider

CCancer-Spider

Primero, se identificaron las P-carbolinas presentes en la especie de planta
Banisteriopsis caapi mediante una revision de literatura cientifica. La especie B. caapi posee
tres P-carbolinas: la harmina, la harmalina y la tetrahidroharmina (Santos et al. 2020). Los
codigos SMILES que representan la estructura quimica de cada una de las B-carbolinas de B.
caapi estan descritos en la Tabla 1.

Tabla 1. Codigos SMILES de las B-carbolinas de B. caapi.

Compuestos Canonical SMILES SMILES Fuentes
Harmina CC: lczzl\éizccfj;; IONCC3 O(cl cCc)2C[nH]c3cs(§§8; 15)3ccnc3 PubChem
Harmalina CC(];EZCCC CC(2:C(§;(I;I(C: 3= CCl :Il\;(C)%célc ?} gl Eﬁégccc(c PubChem
Tetrahidroharmina CCL=NC=CC2=CINC3  O(clec2[nH]e3[C@H](NCCe Hamill et al., 2019

=C2C=CC(=C3)0C 3¢2cel)C)C 159809
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A continuacion, se llevo a cabo la prediccion de interacciones ligando-proteinas utilizando
tres softwares bioinformaticos denominados SEA, MolTarPred, y SwissTargetPrediction para
determinar las potenciales dianas moleculares de las B-carbolinas de B. caapi. Luego de que se
obtuvieron los resultados correspondientes a partir de cada uno de los tres softwares, se procedio
a realizar una normalizacion de los datos ya que los indices de significancia generados por cada
uno de los programas bioinformaticos para cada una de las dianas moleculares predichas
estaban expresados en diferentes escalas. En este contexto, era importante expresar estos datos
utilizando la misma escala. A continuacion, las dianas moleculares predichas fueron filtradas
por especie Homo sapiens.

Posteriormente, se realizd un analisis de enriquecimiento para identificar los procesos
bioldgicos y las vias de sefializacidon que estan asociados a las dianas moleculares predichas
para las B-carbolinas de B. caapi mediante la plataforma DAVID Bioinformatics Resources.
Después, se realizd un andlisis de integracion de redes metabolicas asociadas a las dianas
moleculares predichas para las B-carbolinas de B. caapi utilizando las herramientas

bioinformaticas R-Spider, CCancer-Spider y CytoScape.

2.1 Identificacion de las B-carbolinas de la especie B. caapi.
Segun la literatura cientifica disponible, la especie B. caapi posee tres B-carbolinas: la

harmina, la harmalina y la tetrahidroharmina (Santos et al., 2020).

2.2 Prediccion de interacciones ligando-proteinas
Mediante la aplicacion de herramientas computacionales, es posible predecir las
interacciones ligando-proteinas con el objetivo de cuantificar y comparar las propiedades

quimicas de moléculas pequefas. Para identificar las dianas moleculares de las B-carbolinas de
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B. caapi, se utilizaron tres softwares bioinformaticos: SEA (Similarity Ensemble Approach)
(Irwin et al., 2018), MolTarPred (Molecular Target Prediction) (Pedn et al., 2019) y

SwissTargetPrediction (Daina et al., 2019).

2.2.1 Enfoque de conjunto de similitud (Similarity ensemble approach, SEA)

El Enfoque de Conjunto de Similitud Quimica (SEA) (https://sea.bkslab.org/) realiza la

prediccion de las dianas moleculares de un compuesto en base a la similitud estructural existente
entre esta sustancia y los ligandos. Este programa bioinformatico identifica las similitudes
quimicas presentes entre conjuntos de ligandos y filtra aquellas sefiales que no son confiables.
Finalmente, el software normaliza los resultados para establecer la importancia de la similitud

farmacologica de cada diana (Irwin et al., 2018).

2.2.2 Prediccion de objetivo molecular (Molecular Target Prediction, MolTarPred)

Esta herramienta computacional (https://moltarpred.marseille.inserm.fr/) es de libre

acceso mediante un servidor web. Este software bioinformatico predice potenciales
interacciones entre proteinas y compuestos organicos mediante una gran base de informacion
que incluye 607,659 compuestos y 4,553 objetivos macromoleculares provenientes de la base
de datos ChEMBL. Las predicciones generadas son organizadas en una tabla que incluye
puntajes de confianza los cuales permitiran establecer futuros ensayos experimentales en base

a aquellas predicciones mas confiables (Peon et al., 2019).

2.2.3 Prediccion de objetivos (SwissTargetPrediction)

SwissTargetPrediction (http://www.swisstargetprediction.ch/) es una herramienta

bioinformatica provista por el Instituto Suizo de Bioinformadtica. Este software predice

potenciales dianas proteicas para moléculas pequefias. Este analisis se lleva a cabo en base al
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principio de similitud. Primero, se comparan moléculas similares en 2D y 3D lo cual permite
generar predicciones. A continuacidn, se obtiene una lista de dianas proteicas provenientes de
una amplia base de datos de compuestos conocidos que son experimentalmente activos que
forman parte de un gran grupo de 3068 dianas macromoleculares que estd registrado en

ChEMBL y UniProt (Daina et al., 2019).

2.3 Normalizacion
Dado a que cada una de las herramientas computacionales que fueron utilizadas durante
esta investigacion emplearon diferentes métodos de andlisis bioinformdtico para generar sus

predicciones, se realizé la normalizacion de los resultados obtenidos.

Durante este proceso, se utilizaron las ecuaciones descritas por Lopez-Cortés et al. (2018)
y Tejera et al. (2017). Primero, se le asign6 a proteina “i” en cada método de prediccion “”.
Luego, al compuesto “k”, se le otorgd un nimero de ordenamiento (ranking;;) en base a su valor

de significancia. Con esta informacion, se calculd el puntaje que tenia cada proteina “i” en el

método “j” (Scoreijx) utilizando la Ecuacion 1.

maxranking; — ranking ; ;

Score;j) = (Ecuacion 1)

maxranking ik~ minranking ; jk

(13521

A continuacidn, se calcula el puntaje final de cada proteina predicha “i” con respecto

al compuesto “k” (FinalScore;x) mediante la Ecuacion 2. En esta ecuacion, “N” corresponde al

2

nimero de métodos empleados (3), mientras que “n” constituye el nimero de métodos que

31D
1.

identificaron a la proteina

N
. 2|y -,
Final Score;;, = m Score;j  (Ecuacion 2)
j=1
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Posteriormente, se determind un segundo puntaje para todas las dianas predichas

tomando en consideracion el namero de grupos y el nimero de compuestos por grupo. Esta

[13%2]

segunda puntuacion de la proteina “i” en el grupo “m” (ScoreFim) fue calculada utilizando la
Ecuacion 3. En esta ecuacion, “nc” corresponde al nimero de moléculas presentes en el grupo
[13%2]

“m”que interactian con la proteina “i” y “ncm” constituye el nimero de moléculas que forman

parte del grupo “m”.

nem

2
n
ScoreF; , = —z FinalScore;;, (Ecuacion 3)
NCm £

2.4 Filtracion de las dianas moleculares predichas por especie Homo sapiens.

Luego de la normalizacion de los datos de significancia generados por los programas
bioinformaticos SEA, MolTarPred y SwissTargetPrediction para cada una de las dianas
moleculares predichas, se obtuvo una lista de dianas moleculares que pertenecian a varias
especies animales, incluyendo al ser humano (Homo sapiens). Esta lista estd descrita en el
Anexo A. A continuacion, se realizé una filtracion de las dianas por especie Homo sapiens con
el fin de obtener una lista de dianas moleculares predichas que solo estan presentes en nuestra

especie. Esta lista final de dianas moleculares predichas estd descrita en el Anexo B.

2.5 Analisis de enriquecimiento

Este método de analisis bioinformético resume grandes listas de genes en listas mas
pequefias que describen procesos bioldgicos, vias de sefializacion, y enfermedades las cuales
son mas faciles de interpretar. Las listas generadas a partir del analisis de enriquecimiento

poseen cierto nivel de relevancia estadistica la cual es evaluada mediante el “test de Fisher” o
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utilizando un método similar a esta prueba estadistica como el test hipergeométrico (Reimand

etal., 2019).

En esta investigacion, se llevdo a cabo el andlisis de enriquecimiento utilizando la

herramienta bioinformatica denominada DAVID Bioinformatics Resources

(https://david.ncifcrf.gov/). El software DAVID Bioinformatics Resources clasifica e interpreta

funcionalmente grandes listas de genes y proteinas (Dennis et al., 2003; Jiao et al., 2012).

Esta herramienta bioinformatica posee una base de datos que incorpora conocimiento
bioldgico integrado y un grupo de métodos de analisis que permiten obtener una gran cantidad
de informacion biologica a partir de amplias listas de genes y proteinas. Esta informacion
proviene de estudios gendémicos y proteomicos que identificaron vias biologicas
sobrerrepresentadas, visualizaron listas de genes superpuestos, establecieron asociaciones de
genes y enfermedades, y determinaron interacciones entre proteinas (Huang et al., 2009; Jiao et

al., 2012).

Mediante el software DAVID Bioinformatics Resources, se llevo a cabo un analisis de
enriquecimiento para determinar las dianas moleculares que estan relacionadas entre si tomando
en consideracion dos tipos de enriquecimientos: el enriquecimiento biologico - gene ontology
(GO) y el enriquecimiento biologico - vias de sefializacion utilizando la base de datos KEGG
(Moore et al., 2016).

En cada uno de estos andlisis bioinformaticos, se tomo en cuenta el valor p (significancia
estadistica) del enriquecimiento, el enriquecimiento acumulado (“Fold Enrichment”) que
identifica cuantas veces fue enriquecida la via de sefializacion o el proceso bioldgico, la tasa de
descubrimiento de falsos (“False Discovery Rate o FDR”) que indica la probabilidad de error

tipo 11, y el peso de los enriquecimientos (WPx) que es un valor que se determina en base a un
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ponderado de los puntajes de significancia (“Final Score’) de las dianas moleculares predichas
en cada via de sefializacion o proceso biologico enriquecido.

Se realizé un ponderado de los procesos bioldgicos y vias de sefalizacion enriquecidos
utilizando la Ecuacion 4. Para llevar a cabo este calculo, se tomaron en cuenta las dianas
moleculares que estaban presentes en cada proceso o via y se emplearon los valores (ScoreF;m)
de cada diana que fueron obtenidos durante el proceso de normalizacion.

WPx = Y. Score de diana presente en el proceso/ruta £ 4
*T 2. Score de diana humana del cluster (Ecuacién 4)

2.6 Redes de integracion de redes metabolicas.

El analisis de integracion de redes metabolicas fue realizado utilizando las herramientas

bioinformaticas R-Spider y CCancer-Spider (http://www.bioprofiling.de/R_spider.html). R-
Spider implementa un marco estadistico a partir de la lista de genes que forman parte de la red
global, mientras que CCancer-Spider aplica un procedimiento similar al de R-Spider pero se
enfoca en los genes que tienen relevancia en el cancer (Antonov et al., 2010). Por otro lado, se
utilizdo CytoScape para trabajar con redes metabdlicas mas grandes, realizar la importacion de

resultados de redes STRING vy visualizar datos adicionales (Doncheva et al., 2016).

3 RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1 Prediccion computacional de potenciales dianas moleculares de las B-carbolinas de
B. caapi.

Con las herramientas bioinformaticas anteriormente descritas, se realizo la prediccion
de las dianas moleculares que podrian interactuar con las B-carbolinas de B. caapi: harmina,
harmalina y tetrahidroharmina. Se obtuvieron un total de 322 dianas moleculares. Los

resultados sobre el nimero de dianas moleculares que fueron predichas por cada uno de los
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softwares bioinformaticos utilizados (SEA, MolTarPred y SwissTargetPrediction) estan
descritos en la Figura 3. Del total de 322 dianas moleculares predichas, se identificaron 56
dianas moleculares exclusivas utilizando el software SEA, 22 dianas moleculares exclusivas
mediante el software MolTarPred y 200 dianas moleculares exclusivas utilizando el software
SwissTargetPrediction. En este contexto, 19 dianas moleculares fueron predichas por las tres
herramientas bioinformaticas.

Figura 3. Diagrama de Venn: dianas moleculares de las B-carbolinas de B. caapi predichas

mediante los softwares bioinformaticos SEA, MolTarPred y SwissTargetPrediction.

SEA 9  MOLTARPRED
56 22

19
10 6

SWISSTARGETPREDICTION
200

Ademas, se realiz6 la prediccion de dianas moleculares para cada una de las B-carbolinas
de B. caapi; estos resultados estan descritos en la Figura 4. Se identificaron 79 dianas
moleculares exclusivas para la harmina, 89 dianas moleculares exclusivas para la harmalina y
79 dianas moleculares exclusivas para la tetrahidroharmina. En este caso, 23 dianas moleculares

fueron predichas para las tres B-carbolinas presentes en B. caapi.
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Figura 4. Diagrama de Venn: dianas moleculares predichas para las p-carbolinas de B.

caapi harmina, harmalina y tetrahidroharmina.
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Una vez obtenida la lista de potenciales dianas moleculares, éstas se filtraron por especie
Homo sapiens, tal y como se describe en la seccidon materiales y métodos (apartado 2.4), con
el fin de seleccionar aquellas dianas que solo estan presentes en los seres humanos. Este paso
de filtracion se realizo debido a que la presente investigacion se enfoco en el cancer de mama
en nuestra especie. La lista de dianas moleculares predichas que son exclusivas de los seres
humanos est4 descrita en el Anexo B. Luego de la filtracion, se obtuvieron un total de 123
dianas moleculares. Con este conjunto de 123 dianas moleculares, se llevo a cabo el analisis de

enriquecimiento.

3.2 Analisis de enriquecimiento
3.2.1 Identificacion de procesos biologicos asociados a las dianas moleculares predichas
para las B-carbolinas de B. caapi

Para poder analizar la relevancia de las dianas predichas por los tres softwares
empleados, realizamos un andlisis de enriquecimiento. Un total de 260 procesos bioldgicos
fueron identificados mediante el analisis de enriquecimiento realizado por el programa DAVID

Bioinformatics Resources. La lista que incluye a los 4 procesos biologicos con mayor
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significancia estadistica (p < 0,05) esta descrita en la Tabla 2, mientras que la lista que incluye
a todos los procesos biologicos que fueron generados durante esta etapa de la investigacion esta
descrita en el Anexo C.

El valor p (“p-value) hace referencia al nivel de significancia estadistica del
enriquecimiento. El enriquecimiento acumulado (“Fold Enrichment”) describe la cantidad de
veces que fue enriquecido el proceso biologico. La tasa de descubrimiento de falsos (“False
Discovery Date”, FDR) indica la probabilidad de error. Por ultimo, el peso de los
enriquecimientos (WPx) es un valor ponderado que se obtiene en base a los puntajes de
significancia de cada una de las dianas moleculares predichas que son parte del proceso
bioldgico.

En la lista de procesos biologicos enriquecidos descrita en la Tabla 2, el proceso
denominado fosforilacion de proteinas (“protein phosphorylation™) tiene la mayor significancia
estadistica con un valor de enriquecimiento de 7.78, un valor FDR 2.84 E'2, un valor p de 2.14

E° y un valor wpx de 2.18 E°L.

Tabla 2. Procesos bioldgicos asociados a las dianas moleculares predichas para las p-

carbolinas de B. caapi con mayor significancia estadistica.

Cadigo Procesos Fold FDR P Value  Valor wpx
biolégicos Enrichment

GO:0006468 Protein 7.78405363 2.84E-12  2.14E-15  2.18E-01
phosphorylation

GO0:0007268 Chemical synaptic 11.37669377  6.36E-12  9.63E-15 1.98E-01
transmission

GO0:0042493 Response to drug  9.430680359  2.70E-11  6.13E-14  1.79E-01
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GO:0007187 G-protein coupled 32.64616472  3.04E-10 9.21E-13  1.11E-01
receptor signaling
pathway, coupled
to cyclic nucleotide

second Messenger

La fosforilacion de proteinas es un mecanismo de regulacion de procesos celulares como
la sintesis de proteinas, la division celular, y la transduccion de sefales. Por ejemplo, durante
la transduccion de sefales a nivel intracelular, enzimas y receptores se activan y desactivan por
eventos de fosforilacion y desfosforilacion que estan mediados por quinasas y fosfatasas,
respectivamente. Ademas, la fosforilacion de proteinas constituye uno de los pasos iniciales en
la coordinacion de procesos fisiologicos vitales como la proliferacion, la apoptosis, el trafico
subcelular, y la inflamacion. Por lo tanto, este proceso bioldgico estd involucrado en el
desarrollo tumoral. La hiperactividad de cinasas, su mal funcionamiento o sobreexpresion
puede promover el desarrollo de enfermedades humanas como las neoplasias. Enzimas como
las quinasas dependientes de ciclinas son actores principales en la regulacion del ciclo celular
y se ha demostrado que las alteraciones en su funcion promueven el desarrollo de varios tipos

de cancer (Ardito et al., 2017; Singh et al., 2017).

3.2.2. Vias de senalizacion asociadas a las dianas moleculares predichas para las B-
carbolinas de B. caapi.

Un total de 79 vias de senalizacion fueron identificadas mediante el analisis de
enriquecimiento que se llevo a cabo utilizando el programa DAVID Bioinformatics Resources.

La lista que incluye a las 6 vias de sefalizacion con mayor significancia estadistica (p < 0,05)
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esta descrita en la Tabla 3, mientras que la lista que incluye a todas las vias de sefializacion que

fueron identificadas por el software bioinformatico esta descrita en el Anexo D.

En base a estos resultados, se realizd una busqueda bibliografica que nos permitiera
discriminar aquellas vias de sefializacion que estan directamente relacionadas con el cancer de
mama. En ese sentido, las dos vias de sefializacion seleccionadas a partir de la Tabla 3 fueron:
“FoxO signaling pathway” y “PI3K - Akt signaling pathway”. De hecho, la primera via de
sefalizacion esta conformada por los factores de transcripcion FOXO, los cuales constituyen
dianas corriente abajo de la via de senalizacion PI3K-AKT, cuya desregulacion estad

directamente relacionada con la tumorigénesis (Farhan et al., 2017; Rodgers et al., 2017).

Tabla 3. Vias de sefializacion asociadas a las dianas moleculares predichas para las -

carbolinas de B. caapi obtenidas a partir de la base KEGG.

Cédigo  Vias de seiializacion Fold FDR P Value Valor wpx
Enrichment

hsa04024 cAMP signaling 4.754226475 1.73E-04 1.40E-05 1.06E-01
pathway

hsa04022 cGMP-PKG 5.041239174 4.31E-04 5.30E-05 8.33E-02
signaling pathway

hsa04068 FoxO signaling 5.403770621 5.00E-04 8.09E-05 6.27E-02
pathway

hsa04668 TNF signaling 6.090605017 5.33E-04 9.69E-05 6.15E-02
pathway

hsa04660 T cell receptor 5.792842105 0.001601824 4.05E-04 5.28E-02
signaling pathway
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hsa04151 PI3K-Akt signaling  2.938398169 0.00279506  7.62E-04 9.32E-02

pathway

La familia de proteinas forkhead box (FOX) consta de 19 subfamilias de factores de
transcripcion que comparten un dominio de union al ADN altamente conservado de
aproximadamente 110 aminoacidos, el dominio forkhead box, también conocido como dominio
de hélice alada. Dentro de esta familia, el subgrupo O (FOXO) esta conformado por cuatro
miembros: FOXO1 (FKHR), FOXO3 (FKHRL1), FOX0O4 (AFX) y FOXO6 (Beretta et al.,
2019).

Los FOXOs estan involucrados en la transcripcion de genes implicados en el ciclo
celular, la regulacion de la apoptosis y la farmacorresistencia. Como resultado, los FOXOs
pueden incidir en la respuesta celular al tratamiento con agentes antitumorales. La actividad
alterada de los factores de transcripcion es critica en muchos cdnceres humanos y varias lineas
de evidencia demuestran que la localizacion o funcion alterada de los factores de transcripcion
FOXO esté asociada con la tumorigénesis y la progresion del cancer (Beretta et al., 2019).

De manera general, los FOXOs se consideran como proteinas supresoras de tumores por
sus funciones reguladoras del ciclo celular. Algunas vias de sefializacion importantes, como las
que involucran a PI3K, Ras o IKK, han sido relacionadas con los factores de transcripcion
FOXO en el contexto del cancer. Un mecanismo principal para la regulacion de los FOXOs es
su fosforilacion por medio de AKT (Protein Kinase B, PKB) en tres residuos aminoacidicos
(por ejemplo, T32, S253 y S315 en FOXO3) después de la estimulacion del receptor de
membrana corriente arriba de AKT por un factor de crecimiento (Coomans De Brachéne &
Demoulin, 2015).

Factores de transcripcion FOXO como FOXO1 (FHKR) y FOXO3a (FKHRL1) actian

aguas abajo del antagonista de PI3K, PTEN, en las células cancerigenas, inhiben el ciclo celular
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y promueven la muerte celular mediante la modulacion de la expresion de genes involucrados
en la apoptosis (Gao et al., 2012).

En las células de cancer de mama humano, FOXO1 induce la transcripcion de MMP-1
lo cual aumenta el potencial invasivo celular y promueve la metastasis. Por lo tanto, los factores
de transcripcion FOXO en el contexto del cancer de mama no solo inducen la muerte celular,
sino que también contribuyen a la progresion de la patologia (Coomans De Brachéne &
Demoulin, 2015).

El factor de transcripcion FOXO3a juega un rol importante en el contexto de varios
tipos de cancer como el cancer de mama, higado, colon, prostata, vejiga y nasofaringe. Esta
proteina actiia como supresor de tumores a diferentes niveles. A través de la via de sefializacion
IKK/NF-kB, FOXO3a es un objetivo directo de IKKa y b; éstos fosforilan el residuo S644 de
FOXO3a e inducen su exclusion nuclear y degradacion por proteasomas. IKK estimula la
supervivencia y la proliferacion celular lo cual promueve la tumorigénesis. IKKe, otro miembro
de la familia IKK, también es capaz de fosforilar a FOXO3 en el residuo S644 lo cual bloquea
la apoptosis. El rol de FOXO3a en la migracion e invasion celular se ha relacionado con el
estado del receptor de estrogeno alfa (ERa) (Coomans De Brachéne & Demoulin, 2015; Liu et
al., 2018).

En las células de cancer de mama tratadas con 5-fluorouracilo, un agente
anticancerigeno utilizado en terapia, hay una acumulacion de HuR (antigeno humano R,
también llamado proteina de union al ARN similar a ELAV 1), una proteina de unién al ARN
que se une al ARNm de FOXO1 vy lo estabiliza, lo cual promueve la apoptosis. Ademas, se
demostro6 que el paclitaxel, firmaco de quimioterapia que también se utiliza para el tratamiento
del cancer de mama, estimula la apoptosis mediante la expresion de Bim, la cual es inducida

por FOXO3. Otros medicamentos contra el cancer de mama como el trastuzumab, el lapatinib
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y el tamoxifeno también activan a los FOXOs para mediar la apoptosis en las células

cancerigenas (Coomans De Brachéne & Demoulin, 2015).

En las células de cancer de mama, el farmaco gefitinib reduce los niveles del factor de
transcripcion oncogénico FOXM1 (Forkhead Box M 1) mediante la activaciéon de FOXO3a; esto
inhibe a la enzima CDC25B (fosfatasa 2 inductora de fase M) y promueve la muerte celular.
Como consecuencia de la desfosforilacion de AKT mediada por gefitinib, se produce una
acumulacion nuclear de FOXO3a junto con la detencion del ciclo celular y la apoptosis en las

células de cancer de mama que fueron expuestas al farmaco (Beretta et al., 2019).

3.3  Analisis de integracion de redes metabdlicas asociadas a las dianas moleculares
predichas para las p-carbolinas de B. caapi.

Para llevar a cabo el anélisis de integracion de redes metabdlicas, se utilizo una lista de
dianas moleculares predichas para las B-carbolinas de B. caapi que se relacionan entre si junto
con las herramientas bioinformaticas R-Spider y CCancer-Spider del servicio web
BioProfiling.de. La visualizacion de los resultados de este analisis fue posible gracias al
software CyfoScape. Los modelos de integracion de redes metabdlicas que fueron obtenidos

mediante la herramienta bioinformatica R-Spider estan descritos en la Tabla 4.

Tabla 4. Modelos de integracion de redes metabolicas asociadas a las dianas moleculares

predichas para las B-carbolinas de B. caapi obtenidos mediante el software bioinformatico

R-Spider.
Modelo Numero de genes Valor p
1 8 <0.005
2 28 <0.025
3 44 <0.395

37



PREDICCION COMPUTACIONAL DE LAS DIANAS DE B-CARBOLINAS DE LA ESPECIE
Banisteriopsis caapi Y SUS VIAS DE SENALIZACION ASOCIADAS EN CANCER DE MAMA

Las redes metabdlicas que conforman el modelo 1 incluyen dianas moleculares
predichas que estan directamente relacionadas entre si. Por otro lado, los modelos 2 y 3 conectan
a las dianas moleculares predichas mediante uno o dos genes intermedios, respectivamente; de

esta forma, se logrd la integracion de rutas metabolicas distantes.

Para realizar la interpretacion de resultados, se seleccion6 al modelo 2 porque incluye
un total de 28 genes, lo cual constituye un nimero de genes que puede ser manejado sin
dificultades a diferencia de lo que sucede con los modelos 1 y 3. El modelo 1 era apenas
explicativo por su simpleza y no constituia una ruta metabdlica, mientras que el modelo 3 ya

no tenia validez estadistica (p > 0,05).

Figura 5. Modelo 2 de integracion de redes metabolicas obtenido mediante el software

bioinformatico R-Spider.
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En la Figura 5, se observa el modelo 2 que fue generado por R-Spider. Los rectangulos
constituyen los genes de entrada, mientras que los triangulos representan a los genes
intermedios de la red metabolica. Los genes sefialados con color rosado estan relacionados con
la sefalizaciéon del factor de crecimiento nervioso (“signalling by NGF”). Los genes
sefialados con color azul constituyen los puntos de control del ciclo celular
(“cell _cycle checkpoints”). Los genes sefialados con color verde estan relacionados con la
apoptosis. Los genes sefialados con color turquesa estan relacionados con el metabolismo de la

purina (“purine_metabolism”). Finalmente, los genes sefialados con color amarillo estan

39



PREDICCION COMPUTACIONAL DE LAS DIANAS DE B-CARBOLINAS DE LA ESPECIE
Banisteriopsis caapi Y SUS VIAS DE SENALIZACION ASOCIADAS EN CANCER DE MAMA

relacionados con el metabolismo de la arginina y la prolina (“arginine and proline

metabolism™).

Entre estas rutas metabolicas, la relacion con el cancer esta clara en el caso de la

apoptosis y los check points del ciclo celular.

El ciclo celular involucra una sucesion de eventos durante los cuales una célula duplica
su contenido y se divide, los cuales estan coordinados por proteinas reguladoras de la
reproduccion celular. La regulacion del ciclo celular es ejecutada por las proteinas ciclinas y las
enzimas quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) que constituyen puntos de control (“check
points”) durante el ciclo celular. Los puntos de control del ciclo celular garantizan que cada
fase del ciclo se haya completado antes de que la célula pase al siguiente proceso; esto se lleva
a cabo mediante cambios en los niveles de las CDKs. La regulacion del ciclo celular evita una
divisién celular inadecuada (Wenzel, E. S., & Singh, A., 2018).

Por otro lado, la apoptosis o muerte celular programada elimina células no deseadas o
dafiadas del organismo generando un dafio minimo en los tejidos circundantes. La apoptosis se
caracteriza por la induccion de cambios morfoldgicos en la célula y procesos bioquimicos
dependientes de enzimas. Si la apoptosis no se produce, la resultante acumulacion de células
dafiadas en el organismo pueden promover la tumorigénesis (D'Arcy M. S., 2019).

La tumorigénesis se produce por la division celular descontrolada de células aberrantes
que contienen mutaciones en su genoma debido a la desregulacion del ciclo celular y la
resistencia a la apoptosis; éstos dos ultimos eventos forman parte del conjunto de signos
distintivos del cancer (“hallmarks of cancer”), los cuales constituyen capacidades bioldgicas
que son obtenidas por las células tumorales durante el desarrollo del cancer en el ser humano
(Hanahan, D., & Weinberg, R. A., 2011).

El punto de control del ciclo celular méas conocido esta en la fase G1; en esta fase, la

presencia de dafio en el ADN produce una elevacion de la proteina supresora de tumores p53,

40



PREDICCION COMPUTACIONAL DE LAS DIANAS DE B-CARBOLINAS DE LA ESPECIE
Banisteriopsis caapi Y SUS VIAS DE SENALIZACION ASOCIADAS EN CANCER DE MAMA

lo cual detiene el ciclo celular hasta que el dafio haya sido reparado y evita la division de células
que poseen aberraciones genéticas. En el contexto del cancer de mama, existe una correlacion
entre la presencia de mutaciones en el gen que codifica para la proteina p53 y el desarrollo de
esta enfermedad. Con respecto a los tratamientos para esta patologia, farmacos citotoxicos
empleados en la quimioterapia como la epirrubicina inducen dafio masivo en el ADN de las
células tumorales lo cual promueve su apoptosis; esto ha sido observado en las lineas celulares
humanas de cancer de mama, MCF-7 y SK-BR-3. Por otro lado, el resveratrol, un
politerpenoide natural que puede eliminar especies reactivas de oxigeno in vivo para llevar a
cabo funciones de antioxidacion y antienvejecimiento, inhibe la division celular e induce la
apoptosis en células de cancer de mama. Adicionalmente, la detencion del ciclo celular en la
fase G2 / M a través de un mecanismo mediado por p53 y la induccion selectiva de la apoptosis
en la linea celular humana de cancer de mama MCF-7 pueden ser estimuladas por el nicotinato
de curcumina (CN), compuesto polifenolico derivado de la curcumina (Hedenfalk et al., 1997;
Wu et al., 2019; He et al., 2019).

En la Tabla 5, se observan los modelos de integracion de redes metabolicas asociadas
a las dianas moleculares predichas para las B-carbolinas de B. caapi que fueron generados
mediante la herramienta bioinformatica CCancer-Spider del servicio web BioProfiling.de.
Estos modelos fueron construidos tomando en cuenta aquellas dianas moleculares predichas
que estan directamente relacionadas con el cancer.
Tabla 5. Modelos de integracion de redes metabdlicas asociadas a las dianas moleculares

predichas para las p-carbolinas de B. caapi obtenidos mediante el software bioinformatico

CCancer-Spider.
Modelo Numero de genes Valor p
1 26 <0.005
2 95 <0.01
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Para realizar la interpretacion de resultados, se selecciond el modelo 1 que posee un
total de 26 genes. Este modelo tiene significancia estadistica (p <0.005) y una complejidad
suficiente. En la Figura 6, se observa el modelo 1 generado por CCancer-Spider. Los genes
senalados con color rosado estan relacionados con el reclutamiento de las células cancerigenas.
Los genes senalados con color azul estan relacionados con el carcinoma de tiroides. Los genes
senalados con color verde estan relacionados con el retinoblastoma. Finalmente, los genes

seflalados con color celeste estan relacionados con el linfoma.

Figura 6. Modelo 1 de integracion de redes metabdlicas obtenido mediante la herramienta

bioinformatica CCancer-Spider.
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Tomando en cuenta el modelo 2 de R-Spider (Figura 5) y el modelo 1 de CCancer-
Spider (Figura 6), se identificaron las dianas moleculares que estaban presentes en ambos
modelos, tenian una puntuacion cercana a 1 y estaban directamente relacionadas con el céncer.

Las seis dianas moleculares seleccionadas estan descritas en la Tabla 6.
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Tabla 6. Lista de 6 dianas moleculares relacionadas directamente con el cincer que
estuvieron presentes en el modelo 2 de integracion de redes metaboélicas de R-Spider y el

modelo 1 de integracion de redes metabdlicas de CCancer-Spider.

Dianas Nombre completo Puntuacion

MAPK2-HUMAN Quinasa 2 activada por mitdogenos 0,673394712

IKKB-HUMAN  Inhibidor de la quinasa kappa-B del factor 0,360208029
nuclear beta

IKKA-HUMAN Inhibidor de la quinasa kappa-B del factor 0,510220425
nuclear alfa

JAK1-HUMAN Janus quinasa 1 0,317023314
JAK2-HUMAN Janus quinasa 2 0,443541234
JAK3-HUMAN Janus quinasa 3 0,31020162

Ademas, en base al modelo 1 de CCancer-Spider (Figura 6) y a una revision de
literatura cientifica, se identificaron las dianas moleculares que estan relacionadas con el cancer
de mama, las B-carbolinas de B. caapi, y la via de sefializaciéon FOXO. Las dianas moleculares
seleccionadas fueron: DYRKIA (puntuacion: 0,741145489), DYRKIB (puntuacion:
0,591638324) y DYRK2 (puntuacion: 0,581668825). Estas dianas moleculares son miembros
de la familia de las quinasas reguladas por fosforilacion de tirosina de especificidad dual (“Dual

specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase”, DYRK). La literatura cientifica
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disponible indica que estas dianas son inhibidas por la harmina, una de las B-carbolinas
presentes en la especie B. caapi.

Las quinasas reguladas por fosforilacion de tirosina de especificidad dual (Dual
specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase, DYRK) son una familia de enzimas que
fosforilan un amplio conjunto de proteinas implicadas en varios procesos celulares. Esta familia
se divide en tres subfamilias: La subfamilia DYRK contiene cinco miembros que estan
presentes en los seres humanos los cuales se agrupan en dos clases segun sus relaciones
filogenéticas: la clase I que estd formada por DYRK1A y DYRKI1B (también conocido como
MIRK - quinasa relacionada con el minibrain); y la clase II que esta formada por DYRK2,
DYRK3 (también conocido como REDK - quinasa eritroide reguladora) y DYRK4 (Boni, J et
al., 2020).

Por ejemplo, DYRKIA fosforila proteinas que participan en procesos bioldgicos
asociados con los signos distintivos del céncer, desde la inestabilidad gendmica hasta el
aumento de la proliferacion y la resistencia a la muerte celular programada, o vias de
sefializacion cuya disfuncion promueve la aparicion y progresion tumoral. La busqueda de
inhibidores tanto naturales como sintéticos de DYRK1A conduciré al desarrollo de farmacos
para el tratamiento del cancer (Boni et al., 2020).

La B-carbolina harmina es un inhibidor de alta afinidad de DYRK1A; la desventaja es
que la harmina puede inhibir a la monoamino oxidasa A (MAO-A) con mayor potencia (Riiben
etal., 2015). Se ha documentado que la harmina constituye un inhibidor especifico de DYRK in
vitro porque impide la fosforilacion del residuo Thr125 por parte de DYRKIA, lo cual ejerce
efectos anticancerigenos. La harmina no so6lo inhibe la actividad serina / treonina quinasa de
DYRKI1A maduro, sino que también impide su autofosforilacion en residuos de tirosina durante
la traduccion; esto imposibilita la formacion de la enzima activa (Seifert et al., 2008; Carvalho

etal., 2017).
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DYRKIB es una serina / treonina quinasa que esta involucrada en la regulacion de la
proliferacion celular y la progresion tumoral. El estudio realizado por Chen et al. (2017) sefiala
que la proliferacion de las lineas celulares humanas de cancer de mama como MDA-MB-231 y
MCF-7 y la linea celular de mama normal MCF 10A se inhibi6 significativamente después de
la supresion de DYRK 1B por un ARN de interferencia (ARNip). Los compuestos que inhiben
la actividad de DYRKI1B inducen citotoxicidad en varios tipos de cancer. Por lo tanto, la
combinacion de farmacos inhibidores de DYRKIB con otros tratamientos antiproliferativos
podria mejorar la eficacia de la intervencion terapéutica contra el cancer (Chen et al., 2017;
Boni et al., 2020).

La harmina es un inhibidor competitivo de Adenosin Trifosfato (ATP) que se une a la
conformacidn activa del dominio quinasa. Esta B-carbolina ha demostrado ser muy selectiva
para DYRK1A y DYRKI1B (Riiben et al., 2015; Cuny et al., 2012).

En el contexto de la via de sefalizacion FOXO, DYRKI1B fosforila a FOXO1 y
promueve su translocacion desde el nucleo celular al citoplasma; este proceso inactiva a
FOXOI1. La inhibicion de la expresion de FOXO1 promueve la proliferacion celular y la
tumorigénesis en el cancer de mama. Esto podria constituir el mecanismo mediante el cual
DYRKIB contribuye a la supervivencia de las células de cancer de mama. Los resultados
sugieren que DYRK1B juega un papel clave en la progresion del cancer de mama; por lo tanto,
DYRKIB constituye una potencial diana terapéutica para esta enfermedad (Chen et al.,2017;
Gao et al., 2012).

Finalmente, DYRK2 es un regulador negativo de la formacion de las células madre del
cancer de mama. La inhibicion de la expresion de DYRK2 promueve el desarrollo de
caracteristicas asociadas a las células madre del cancer in vitro, la tumorigénesis in vivo, y la

poblacién de células madre del cancer en tumores de pacientes con cancer de mama. A pesar
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de que la harmina ha sido identificada como un inhibidor de las quinasas de la familia DYRK,
se ha demostrado que existe menos actividad inhibitoria hacia DYRK2 (Mimoto et al., 2017;
Cuny et al., 2012).

El siguiente paso de esta investigacion sera la validacion in vitro de las 9 dianas
moleculares (MAPK2, IKKA, IKKB, JAK1, JAK2, JAK3, DYRKIA, DYRKI1B, y DYRK2) y
las 2 vias de sefializacion (PI3K-AKT y FOXO) seleccionadas utilizando lineas celulares
humanas de cancer de mama como la MCF-7. Primero, se podrian realizar ensayos de
proliferacion celular, apoptosis, migracion celular e invasion celular con el fin de evaluar si las
B-carbolinas presentes en la especie B. caapi inducen efectos antitumorales en lineas celulares
humanas de cancer de mama. En caso de que se observen efectos antitumorales que sean
estadisticamente significativos, se podrian analizar los mecanismos moleculares que inducen
estos efectos. Tomando en cuenta los resultados de la prediccion computacional, se podria
investigar si las B-carbolinas de B. caapi inducen estos efectos antitumorales mediante la
inactivacion de la via de sefalizacion PI3K-AKT la cual estd directamente relacionada con la
tumorigénesis. Si esta via de sefializacion es inactivada, los factores de transcripcion FOXO no
son fosforilados por AKT; por lo tanto, éstos pueden ingresar al nucleo celular e inducir la

transcripcion de genes diana que promuevan efectos anticancerigenos.
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5 CONCLUSIONES

La prediccion computacional realizada utilizando herramientas bioinformaticas
identificd un total de 322 dianas moleculares para las 3 B-carbolinas de B. caapi. Del total de
dianas moleculares predichas, 19 dianas interactuan con las 3 B-carbolinas. La filtracion de las
dianas moleculares por especie Homo sapiens gener6 un total de 123 dianas que so6lo estan

presentes en los seres humanos.

A partir de este conjunto de 123 dianas moleculares exclusivas para nuestra especie, se
identificaron 260 procesos bioldgicos y 79 vias de senalizacion que estan asociados a las dianas
moleculares predichas. Del total de 79 vias de sefalizacion identificadas, 2 vias de sefializacion

estan directamente relacionadas con el cancer de mama: PI3K-AKT y FOXO.

En base a los modelos de integracion de redes metabdlicas que fueron generados, se
identificaron 9 dianas moleculares que estan directamente relacionadas con el cancer, el cancer
de mama, la B-carbolina harmina de B. caapi y/o la via de sefializacion FOXO: MAPK2, IKKA,

IKKB, JAKI, JAK2, JAK3, DYRKI1A, DYRKIB, y DYRK2.

Las 9 dianas moleculares y las 2 vias de sefalizacion seleccionadas durante este estudio
deben ser validadas in vitro utilizando lineas celulares humanas de cdncer de mama como la

MCEF-7.
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6 RECOMENDACIONES

Este estudio constituye el primer paso para evaluar si las B-carbolinas de B. caapi
inducen efectos antitumorales en el contexto del cancer de mama. Por lo tanto, se debe realizar
la validacion in vitro de las dianas moleculares y vias de sefalizacion que fueron seleccionadas

durante esta investigacion por tener una estrecha relacién con esta patologia.

Ademads, dado a que las dianas moleculares y vias de sefializacion que fueron
seleccionadas durante este estudio también podrian estar relacionadas con otros tipos de cancer,
seria importante que se incluya en el proceso de validacion in vitro a lineas celulares humanas
que representan a otras neoplasias malignas que tienen alta incidencia y mortalidad en la
poblacién ecuatoriana. Esto permitira evaluar si las -carbolinas de B. caapi pueden inducir

efectos antitumorales en otros tipos de cadncer que afectan a los pacientes ecuatorianos.
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ANEXOS.

ANEXO A. Lista de dianas moleculares predichas mediante el analisis con las

herramientas bioinformaticas SEA, MolTarPred y SwissTargetPrediction.

UNIPROT ID UNIPROT ID UNIPROT ID UNIPROT ID
AOFA HUMAN | TRPM7 MOUSE | DRD5 HUMAN | SHT7R_HUMAN
HASP HUMAN | CLK3 HUMAN | NISCH HUMAN | NISCH HUMAN

DYRIA HUMAN | VMAT2 MOUSE | ACHB4 MOUSE | 5HT2C_HUMAN
CLK1 HUMAN CLK4 MOUSE | ADA2A HUMAN | 5HT6R_ HUMAN

DYRK2 HUMAN

H6TY12 PERAM

ADA2B HUMAN

SHT2A_HUMAN

DYR1B HUMAN

DYR1IA HUMAN

ADA2C_HUMAN

AMPC_ECOLI

CLK2 HUMAN | TBB1 HUMAN | ACHB2 MOUSE | CASP7 HUMAN
DYRK4 HUMAN | TLR9 HUMAN | VMAT2 MOUSE | STE24 YEAST
DYRK3 HUMAN | ADA2B RAT SHTID CAVPO | TBB3 HUMAN

CLK4 HUMAN CLK2 MOUSE | 5HT2C HUMAN | TBB2B BOVIN
ADA2A HUMAN | GLF MYCTU | SGMRI HUMAN | VMAT2 BOVIN
ADA2C_HUMAN | PERL BOVIN SHT2C RAT AKT2 HUMAN
ADA2B_HUMAN | CASP1_HUMAN CP24A RAT MYLK_HUMAN

PIM3 HUMAN | TPOR HUMAN | CLK3 HUMAN | HASP HUMAN
SHT7R_HUMAN | ACHB4 MOUSE | ADA2B RAT | SHT7R_HUMAN

KC1D_HUMAN

Q25615 ONCVO

SHTIA_ HUMAN

DRD2_HUMAN

SHT6R _HUMAN

MAPK2 HUMAN

SHTID HUMAN

MAPK2 HUMAN

SHT2C _HUMAN

CDNIA_HUMAN

SHTSA HUMAN

SHT2B_ HUMAN

SHT2A_ HUMAN | ACHB2 MOUSE | 5HT6R HUMAN | D3ZACO RAT
NISCH HUMAN SHT2C RAT | MTRIA HUMAN ITB3_RAT
SC6A2 HUMAN | CLKI HUMAN | MTRIB_ HUMAN | MTRIB CHICK
TBB2B_BOVIN | 5HT5A_HUMAN | SC6A2 HUMAN | VMAT2 BOVIN
Q25615 ONCVO | PGFRA MOUSE | TBBI HUMAN | 5HT2A_HUMAN
G3V783_RAT CLK1 MOUSE | ACEA CANAX | KAT3 HUMAN
TGT HUMAN | VMAT2 HUMAN | SC5A5 RAT TBB2B_BOVIN
PGFRA_MOUSE DYRIA RAT TAU HUMAN PNMT BOVIN
CLK3 HUMAN ATP4A PIG AADAT RAT RYR2 HUMAN
CLK4 MOUSE | GSTOl HUMAN | 5HTIB HUMAN | IKKA HUMAN
PGFRB RAT AOFA HUMAN | SHTIE HUMAN | IRAK4 HUMAN
CLK2 MOUSE C11B2 RAT ACES HUMAN | JAKI1 HUMAN
DYRIA RAT SHT2A_ RAT | ACHA4 HUMAN | JAK2 HUMAN
PEBB_ HUMAN | HIFIA HUMAN | ACHB3 HUMAN | PRKX HUMAN
CLK1 MOUSE IMPA1l RAT | ACHB4 HUMAN | RET HUMAN
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TBAIA PIG LMNA HUMAN | CHK1 HUMAN | SIPRI_HUMAN
ADA2B_RAT TAU HUMAN | DPP8 HUMAN | SEPR HUMAN
IKKA HUMAN | UBP2 HUMAN | DPP9 HUMAN | TOPK _HUMAN
SMCA2 HUMAN | HASP HUMAN | DRDI HUMAN C11B2 RAT
AOFB_HUMAN | DYRIB HUMAN | IKKB HUMAN DYRIA RAT
TBB1 _HUMAN PNMT BOVIN | KIFIl HUMAN | ACHB HUMAN
KI20A HUMAN SHTIB RAT | NR4Al HUMAN | PDE5A BOVIN
PERL_BOVIN SHTIB_HUMAN | OPRM_HUMAN | CCNTI_HUMAN
CD5R1_HUMAN | SHTID HUMAN | PARPI HUMAN | CCNA2 HUMAN
NOS2 HUMAN | ADAIA HUMAN | SC6A3 HUMAN | CDK9 HUMAN
SHTIE HUMAN | ADAIB HUMAN | SC6A4 HUMAN SHT2A RAT
SHT2C RAT ADAID HUMAN | SCN4A HUMAN | KCIE HUMAN
GSTO1_HUMAN | BACEl HUMAN | TRPVI HUMAN | CDK2 HUMAN
PTK6 HUMAN | DHBI HUMAN | VMAT2 HUMAN | KCNN3 RAT

PGFRB_MOUSE

JAK2 HUMAN

DPOLA HUMAN

CD5R1_HUMAN

CDK5 HUMAN

JAK3 HUMAN

ACHA6 HUMAN

040947 HHVS

MET HUMAN

MKO0! HUMAN

DYR1IA HUMAN

CP1A2 HUMAN

MTRIA HUMAN

MP2K1 HUMAN

CLK1 _HUMAN

AOFA RAT

Q8I5SC5_PLAF7

MP2K7 HUMAN

SHT3A HUMAN

CP2D6_HUMAN

SHTIB RAT PDE10 HUMAN | ACHG HUMAN | CDK4 HUMAN
ACES HUMAN | TAARI HUMAN | AKT! HUMAN | CHKA HUMAN
ATP4A_PIG SHTIE_ HUMAN | AOCI HUMAN | CP2A6 HUMAN
DPOL VACCW | BRS3 HUMAN | CATC HUMAN | DPP2 HUMAN

MAPK2 HUMAN

CP1B1_HUMAN

CCL2_HUMAN

DRD3 HUMAN

CP1A2 HUMAN

DYRK2 HUMAN

CCR5 HUMAN

HDAC1 _HUMAN

CCNTI_HUMAN

KCNN3_RAT

CDK4 HUMAN
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ANEXO B. Lista de dianas moleculares filtradas por especie Homo sapiens.

UNIPROT ID

SHT7R_HUMAN

SHTSA HUMAN

CASP7 HUMAN

ACHA4 HUMAN

NISCH_HUMAN | MTR1A HUMAN | TBB3 HUMAN | ACHB3 HUMAN
SHT2C HUMAN | IKKA HUMAN TGT HUMAN | ACHB4 HUMAN
SHT2A_HUMAN | VMAT2 HUMAN | KAT3 HUMAN | CHK1 HUMAN
SHT6R HUMAN | GSTO1 HUMAN | DRD5 HUMAN | DPP8 HUMAN
DYRIA HUMAN | TAU HUMAN PEBB HUMAN | DPP9 HUMAN
CLK3 HUMAN | ACES HUMAN | TLR9 HUMAN | DRD1 HUMAN
CLK1 HUMAN | SHT1ID HUMAN | SGMR1 HUMAN | IKKB HUMAN
TBB1 HUMAN | CLK2 HUMAN |SMCA2 HUMAN | KIF11 HUMAN

MAPK2 HUMAN

DYRK4 HUMAN

AOFB_HUMAN

NR4A1 HUMAN

AOFA HUMAN

SHT1B HUMAN

CASP1_HUMAN

OPRM_HUMAN

HASP_HUMAN

DYRK3 HUMAN

TPOR_HUMAN

PARPI HUMAN

ADA2A_HUMAN

CLK4 HUMAN

KI20A HUMAN

SC6A3_HUMAN

ADA2C_HUMAN

CD5R1_HUMAN

CP1A2 HUMAN

SC6A4 HUMAN

ADA2B_HUMAN

PIM3 HUMAN

CDNIA HUMAN

SCN4A_HUMAN

SHT1E HUMAN

DRD2 HUMAN

NOS2 HUMAN

TRPV1 HUMAN

DYR1B HUMAN

KC1D_HUMAN

SHTIA HUMAN

CDK5 HUMAN

DYRK2 HUMAN | JAK2 HUMAN | MTRIB HUMAN | MET HUMAN
SC6A2 HUMAN | SHT2B HUMAN | PTK6 HUMAN | DPOLA HUMAN

ACHA6 HUMAN | CCR5 HUMAN RET HUMAN MKO01 HUMAN
HIFIA_ HUMAN | CDK4 HUMAN | S1PR1_HUMAN | MP2K1 HUMAN
LMNA HUMAN | CHKA HUMAN | SEPR HUMAN | MP2K7 HUMAN

UBP2 HUMAN

CP2A6_HUMAN

TOPK HUMAN

PDE10_ HUMAN

SHT3A _HUMAN

DPP2_ HUMAN

ADAIA _HUMAN

TAAR1 HUMAN

ACHG_HUMAN

DRD3 HUMAN

ADA1B HUMAN

BRS3 HUMAN

AKT1_HUMAN

HDAC1_HUMAN

ADAID HUMAN

CP1B1_HUMAN

AOC1_HUMAN

IRAK4 HUMAN

BACE! _HUMAN

ACHB_HUMAN

CATC_HUMAN

JAKI_HUMAN

DHB1 HUMAN

CCNT1_HUMAN

CCL2_HUMAN

PRKX HUMAN

JAK3 HUMAN

CCNA2_HUMAN

CDK9 HUMAN

AKT2 HUMAN

KC1E HUMAN

CP2D6 _HUMAN

RYR2 HUMAN

MYLK HUMAN

CDK2_HUMAN
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ANEXO C. Lista completa de los procesos biologicos obtenidos a partir del analisis de

enriquecimiento realizado con la herramienta DAVID Bioinformatics Resources.

Codigo Procesos Biologicos Codigo Procesos Biologicos

ot —

GO:0006468 | protein phosphorylation | GO:0001963 | ) 2PHC transmission,

dopaminergic
chemical synaptic behavioral response to

G0O:0007268 . GO:0048148 .
transmission cocaine

GO0:0042493 |response to drug GO:0007626 |locomotory behavior
G-protein coupled
receptor signaling

GO:0007187 | pathway, coupled to GO:0001975 |response to amphetamine
cyclic nucleotide second
messenger

GO-0018108 pept1dyl—tyro§1ne GO:0045907 positive re‘gul‘atlon of
phosphorylation vasoconstriction

GO-0007210 s.eroto.mn receptor GO-0006874 cellular Cal.c1um ion
signaling pathway homeostasis

1 f

GO:0051209 |reiease of sequestered 56 07653 | ircadian rhythm
calcium ion into cytosol

GO:0009636 | "SSPOnse to toxic GO:0015844 | monoamine transport
substance
phospholipase C- adenylate cyclase-

GO:0007200 activating G-protein GO:0007193 inhibiting G-protein
coupled receptor coupled receptor
signaling pathway signaling pathway

GO:0018105 |PePtidyl-serine GO:0007274 | NCUromuscular synaptic
phosphorylation transmission
adenylate cyclase-

GO-0071880 actlvatlng‘adreTlerglc GO-0032922 circadian regplatlon of
receptor signaling gene expression
pathway

lation of i

GO:0014059 |regulation of dopamine - 500763 | cell proliferation

secretion
tei -protei 1

GO:0046777 |PrO™ . GO:0002031 | O-Protein coupled
autophosphorylation receptor internalization

adenylate cyclase-

G0:0042220 | response to cocaine GO:0007191 | ctivating dopamine

receptor signaling
pathway
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GO0:0042310 |vasoconstriction GO0:0060134 | prepulse inhibition
adenylate cyclase-
GO:0006939 smooth Tnuscle GO:0007198 1nh1b1t1ng‘serot‘on1n
contraction receptor signaling
pathway
GO:0007165 |signal transduction G0:0032496 |'SPonsete
lipopolysaccharide
GO:0007271 synaptlc t.ransmlssmn, GO-0006940 regulation of smooth
cholinergic muscle contraction
GO:0035094 |response to nicotine 7 GO:0001666 |response to hypoxia
. . regulation of signal
tidyl-th
GO:0018107 |PePHEY-threonine GO:1901796 | transduction by p53 class
phosphorylation }
mediator
positive regulation of
GO:0050795 |regulation of behavior | GO:0070374 |ERKI1 and ERK2
cascade
cation transmembrane negative regulation of
GO:0098655 GO:0032811 . . .
transport epinephrine secretion
 oohrine:
1’10.I'epll’le}.) e epidermal growth factor-
epinephrine .
vasoconstriction activated receptor
GO:0001994 | . . ) G0:0035625 |transactivation by G-
involved in regulation of :
: ; protein coupled receptor
systemic arterial blood sienaline pathwa
pressure 8 &P y
activation of MAPK
GO-0071883 activity b}'f adrt?nerglc GO-0010700 negatl‘ve reg'ulatlon otj
receptor signaling norepinephrine secretion
pathway
positive regulation of )
1 f RNA
GO:0010513 | phosphatidylinositol | GO:0043484 | c&ulation of RN
. . splicing
biosynthetic process
GO:0008542 | visual learning GO:0007568 | Aging
GO:0019229 regulation F)f. GO-0045776 negative regulation of
vasoconstriction blood pressure
ositive regulation of cellular response to
GO0:0030335 P . gu GO:1990090 |nerve growth factor
cell migration ]
stimulus
regulation of dopamine
GO:0051584 |uptake involved in GO:0046677 |response to antibiotic
synaptic transmission
cellular response to positive regulation of
GO:0071502 e , GO:0001938 |endothelial cell
temperature stimulus . .
proliferation
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. taboli
GO:0042420 |dopamine catabolic G0:0006281 | DNA repair
process
negative regulation of Ras protein sienal
GO:0007194 |adenylate cyclase G0:0007265 PTOTEIN 518
.- transduction
activity
negative regulation of
GO:0000165 |MAPK cascade GO:0051967 |synaptic transmission,
glutamatergic
positive regulation of .
h 1 t
GO:0090314 | protein targeting to GO:0035005 | Chavioral response to
nicotine
membrane
G-protein coupled .
lat f cell
GO:0007186 |receptor signaling GO0:0030334 regu y .1on oree
migration
pathway
phospholipase C-
tivating d i
G0:0045471 |response to ethanol G0:0060158 |22 1ng. opa.mme
receptor signaling
pathway
positive regulation of
cytosolic calcium ion
concentration involved reculation of dopamine
GO:0051482 |in phospholipase C- G0:0042053 | BT P
. } metabolic process
activating G-protein
coupled signaling
pathway
i taboli
G0:0015872 | dopamine transport GO:0042417 | dopamine metabolic
process
. . regulation of cyclin-
positive regulation of deendent nrofein
G0:0032760 | tumor necrosis factor G0O:0000079 p P . .
. serine/threonine kinase
production .
activity
positive regulation of positive regulation of
GO:0045944 | transcription from RNA | GO:0007204 |cytosolic calcium ion
polymerase II promoter concentration
JAK-STAT cascade
volved i h ey .
GO:0060397 | volved in growt GO:0038083 |PePUidyl-tyrosine
hormone signaling autophosphorylation
pathway
positive regulation o'f I-kappaB
G0:0045725 | glycogen biosynthetic G0:0007252 .
process phosphorylation
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cellular response to positive regulation of
GO:0071456 artesp GO:0045429 |nitric oxide biosynthetic
hypoxia
process
itric oxide bi theti
G0:0042593 | glucose homeostasis | GO:0006809 | 1 1¢ OX1CC DIOSYNIEHT
process
sensorv bercention of positive regulation of
G0:0019233 | " Y PEreep GO:0051770 | nitric-oxide synthase
P biosynthetic process
positive regulation of I-
1lul to DNA
G0:0043123 | kappaB kinase/NF- GO:0006974 | AT TESPORSEHO
. . damage stimulus
kappaB signaling
GO:0055093 |response to hyperoxia GO:0031100 |organ regeneration
GO-0008284 positive .regul.atlon of GO-0051403 stress-activated MAPK
cell proliferation cascade
GO:0019373 | SPOXygenase P450 GO:0055117 regulation of cardlac
pathway muscle contraction
positive regulation of
GO:0001659 |temperature homeostasis | GO:0051000 | nitric-oxide synthase
activity
negative regulation of cellular response to
GO:0008285 | oV RS G0:0035924 | vascular endothelial
cell proliferation .
growth factor stimulus
GO:0006915 | apoptotic process G0O:0006935 | Chemotaxis
GO:0071356 cellular respgnse to GO:0006006 glucose metabolic
tumor necrosis factor process
sion of lation of insuli
GO:0019226 ‘Fransmlss10n of nerve GO:0050796 | <& a.tlon of insulin
impulse secretion
intracellular signal positive regulation of
G0O:0035556 . g GO0:0045893 | transcription, DNA-
transduction
templated
ERK1 ERK?2
GO:0030168 | platelet activation G0:0070371 and
cascade
1lul t
GO:0007416 |synapse assembly G0:0071300 |© 'u e}r res.ponse °
retinoic acid
positive regulation of ) )
lkal tabol
G0:0045987 | smooth muscle GO:0009820 | Ixaloid metabolic
) process
contraction
phospholipase C-
tivati toni
GO:0007208 | CHVaHNE serotonin GO:0001525 |angiogenesis
receptor signaling
pathway
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regulation of locomotion ositive reeulation of
G0:0090325 | involved in locomotory | GO:0045787 |PO>IVE TEBWALONO
. cell cycle
behavior
positive regulation of tive reculation of
GO:0001912 | leukocyte mediated GO:0010507 | oBAVE TEBUIAHON O
.. autophagy
cytotoxicity
GO:0046960 | sensitization GO:0055114 | CXidation-reduction
process
cell surface receptor positive regulation of
GO:0007166 sienalin athwaI: GO:1904340 | dopaminergic neuron
shating pEway differentiation
GO-0032148 a<.:tlvat10n of? p‘roteln GO-0046602 regulation of mltOtl.C
kinase B activity centrosome separation
GO:0007202 actlvatlog of  1G0:0060574 1ntest1ne.11 epithelial cell
phospholipase C activity maturation
GO:0002224 t(‘)11-111‘<e receptor GO:0014063 negatw? regulat}on of
signaling pathway serotonin secretion
. ine phosphorylation of
GO:0017144 | drug metabolic process | G0O:0033136 ;e,;i:f;g p(r)cs)lt)ei;)lry aHon o
GO:0010629 negative regu.latlon of GO-0042506 tyrosine phosPhorylatlon
gene expression of Stat5 protein
GO:0000086 G?/M transition of GO:0014827 1ntest1n§ smooth muscle
mitotic cell cycle contraction
GO:0032869 .cellu¥ar rc?sponse to GO:0007260 tyrosine phosphorylatlon
insulin stimulus of STAT protein
lation of Golgi
GO:0001662 | behavioral fear response | GO:0090170 | cgulation of Golgi
inheritance
. negative regulation of
dothelial cell
GO0:0043542 en‘ © ‘e e GO:0010748 | plasma membrane long-
migration . .
chain fatty acid transport
bioti taboli
GO:0006805 | “enobiotic metabolic . 0047631 | feeding behavior
process
positive regulation of
GO0:0007628 | adult walking behavior | GO:0042517 |tyrosine phosphorylation
of Stat3 protein
ti lation of
GO:0046676 |, oo © TEBUAHOROT 1 50:0030182 | neuron differentiation
insulin secretion
transmembrane receptor
GO:0046717 |acid secretion GO:0007169 | protein tyrosine kinase
signaling pathway
GO:0021697 cerebel'lar cortex GO-0007346 regulation of mitotic cell
formation cycle
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dopamine uptake
GO:0006837 |serotonin transport GO:0051583 |involved in synaptic
transmission
negative regulation of reculation of hormone
GO:0060160 |dopamine receptor GO0:0046883 gl .
. . secretion
signaling pathway
chemical synaptic
G0:0034776 |response to histamine G0:0099565 |transmission,
postsynaptic
lipopolysaccharide- STAT protein import
G0:0031663 | mediated signaling G0:0007262 |> P P
into nucleus
pathway
adenylate cyclase-
. inhibiting d i
GO:0016310 | phosphorylation GO:0007195 | IPHHNS dopammine
receptor signaling
pathway
N positive regulation of fat
GO:0016477 | cell migration G0O:0045600 . .
cell differentiation
GO0:0045087 |innate immune response | G0:0042127 regu‘latlor‘l of cell
proliferation
GO0:0007267 | cell-cell signaling G0O:0009408 |response to heat
GO:0000082 G.l/S .transmon of GO:0071870 cellular resI.)onse.to
mitotic cell cycle catecholamine stimulus
GO:0030155 | regulation of cell GO:0007617 | mating behavior
adhesion
GO:0008202 steroid metabolic GO:0033194 | Fesponse to '
process hydroperoxide
neural erest cell positive regulation of
GO:0001755 . GO:0010870 |receptor biosynthetic
migration
process
1lul t
G0:0042737 |drug catabolic process | GO:0071312 cert a.r FESpOnISe 10
alkaloid
.\ . release of sequestered
positive regulation of calcium ion into cytosol
G0O:2000052 |non-canonical Wnt G0:0014808 . "
sionaline pathwa by sarcoplasmic
& £P Y reticulum
GO:0016098 monoterpenmd GO:0030814 regulatlc?n of cAMP
metabolic process metabolic process
) peripheral nervous
h 1 1
GO:0046483 | neterocyelemetabolic | 2 039767 | system myelin
process .
maintenance
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cerebral cortex
GO0:0021853 | GABAergic interneuron | GO:0030432 | Peristalsis
migration
GO:0035897 proteglysm in other GO:0019722 cglcm@-medmted
organism signaling
negative regulation of
adenohvbonhvsis insulin secretion
G0:0021984 YPOPTLY GO:0061179 |involved in cellular
development
response to glucose
stimulus
GO-0071156 regulation of cell cycle GO:0042135 neurotr?msmltter
arrest catabolic process
coumarin metabolic regulation of early
G0:0009804 GO:2000641 |endosome to late
process
endosome transport
. . . regulation of stress-
:0048512 h :0032872
GO:00485 circadian behavior GO0:003287 activated MAPK cascade
GO0:0060440 | trachea formation GO:0050877 |eurological system
process
tyrosine phosphorylation negative regulation of
GO:0042503 | 2 oo1ne PHOSPROLY GO:0070244 | thymocyte apoptotic
of Stat3 protein
process
cellular response to
GO-0006273 laggmg. strand GO-0097011 granulocyte ma?rophage
elongation colony-stimulating factor
stimulus
G0:0006936 | muscle contraction G0:0003300 | Adiac muscle
hypertrophy
GO-0000187 actwgtlon of MAPK GO-1900364 negative regulation o.f
activity mRNA polyadenylation
iti lation of
GO:004814¢6 | POSTIVE TEEHIAHON & GO0:0006954 | inflammatory response
fibroblast proliferation
GO:0021766 hippocampus GO:0045793 posm.ve regulation of
development cell size
: negative regulation of
1 f cellul
GO:1903827 | "egwation of celular 1 510051481 | cytosolic calcium ion
protein localization .
concentration
. positive regulation of
h
GO:0050665 | Ydrogen peroxide GO:0048661 | smooth muscle cell
biosynthetic process . .
proliferation
enzyme linked receptor
GO:0007167 |protein signaling GO:0006508 |Proteolysis
pathway
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B lial cell
GO:0060020 | omant SHatee GO:0007049 | cell cycle
differentiation
omega-hydroxylase
GO:0097267 GO:0007613 |M
P450 pathway emory
positive regulation of
adenylate cyclase
GO:0010579 |activity involved in G- | GO:0009611 |response to wounding
protein coupled receptor
signaling pathway
positive regulation of )
G0:0010907 | glucose metabolic GO:0048149 | Pehavioral response to
etanol
process
t taboli
G0:0007612 | learning GO:0008210 | > 0BT MCHAbOUE
process
i lation of
GO:0006811 |ion transport GO:0030517 |negative reguiation o
axon extension
G0:0043406 p051t1V§ regula‘qo n of GO:0021756 |striatum development
MAP kinase activity
iti lation of
cellular response to p?;:e;\;i)rrzf;l 2‘:)i10ni‘?in
. . ubiquitin-
GO:0071407 |organic cyclic G0:0032436 P q
dependent protein
compound .
catabolic process
positive regulation of exogenous drug catabolic
G0:0043268 . GO:0042738
potassium ion transport process
triat le cell
GO:0051146 > .rla ed glu§c ©ce GO:0031000 |response to caffeine
differentiation
regulation of dendritic o
GO:0061001 . . GO:0090399 |replicative senescence
spine morphogenesis
GO-0071260 cellular .respor'lse to GO:0035815 positive r'egulatlon (?f
mechanical stimulus renal sodium excretion
detection of temperature
GO-0050965 stimulus 1nvolv§d n GO-0042136 n.eurotrans.mltter
sensory perception of biosynthetic process
pain
GO:0007625 | grooming behavior GO:0070989 |oxidative demethylation
.. . regulation of synaptic
t lat f
G0:0090303 a(f;;fhrﬁ;a OO 1G0:0032228 | transmission,
& GABAergic
1lul t
GO:0071732 C? u o r'esponse © GO:0035690 | cellular response to drug
nitric oxide
iti lation of
GO:0045821 POSILVE r ceuation o GO:0071850 |mitotic cell cycle arrest
glycolytic process
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GO-0060402 ?a101um ion transport GO-0021819 layer formation in
into cytosol cerebral cortex
iti lation of
GO:0050729 |POSTHVE TEBURAUONOL 1 550071318 | cellular response to ATP
inflammatory response
mammary gland . .
GO:0060644 | epithelial cell GO:0050709 | negative regulation of
. . protein secretion
differentiation
regulation of interferon- negative regulation of
GO:0060334 | gamma-mediated GO:0030818 | cAMP biosynthetic
signaling pathway process

69



PREDICCION COMPUTACIONAL DE LAS DIANAS DE B-CARBOLINAS DE LA ESPECIE
Banisteriopsis caapi Y SUS VIAS DE SENALIZACION ASOCIADAS EN CANCER DE MAMA

ANEXO D. Lista completa de las vias de sefializacion obtenidas a partir del analisis de

enriquecimiento realizado con la herramienta DAVID Bioinformatics Resources.

Codigo Vias de seiializacion Codigo Vias de seializacion
Neuroactive ligand- Signaling pathways regulating
hsa04080 | receptor interaction hsa04550 | pluripotency of stem cells
hsa04726 | Serotonergic synapse hsa05231 | Choline metabolism in cancer
Calcium signaling
hsa04020 |pathway hsa05031 | Amphetamine addiction
hsa04540 | Gap junction hsa04664 | Fc epsilon RI signaling pathway
Adipocytokine signaling
hsa05030 | Cocaine addiction hsa04920 | pathway
Chronic myeloid
hsa05220 |leukemia hsa04917 | Prolactin signaling pathway
Epstein-Barr virus
hsa05169 |infection hsa05140 | Leishmaniasis
cAMP signaling
hsa04024 | pathway hsa05219 | Bladder cancer
Metabolism of xenobiotics by
hsa05145 | Toxoplasmosis hsa00980 | cytochrome P450
hsa05161 | Hepatitis B hsa05133 | Pertussis
Thyroid hormone signaling
hsa05212 | Pancreatic cancer hsa04919 | pathway
cGMP-PKG signaling Vascular smooth muscle
hsa04022 | pathway hsa04270 | contraction
hsa04728 | Dopaminergic synapse |hsa05166 |HTLV-I infection
hsa05162 | Measles hsa05204 | Chemical carcinogenesis
Chagas disease
(American
hsa05142 |trypanosomiasis) hsa04110 |Cell cycle
hsa04068 | FoxO signaling pathway | hsa00330 | Arginine and proline metabolism
Toll-like receptor
hsa04620 |signaling pathway hsa05213 | Endometrial cancer
hsa04668 | TNF signaling pathway |hsa04014 |Ras signaling pathway
hsa05164 | Influenza A hsa00340 | Histidine metabolism
hsa04725 | Cholinergic synapse hsa05168 | Herpes simplex infection
hsa05215 | Prostate cancer hsa04150 | mTOR signaling pathway
hsa00380 | Tryptophan metabolism |hsa04915 |Estrogen signaling pathway
Central carbon
hsa05230 | metabolism in cancer hsa04630 |Jak-STAT signaling pathway
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hsa05218 | Melanoma hsa05210 | Colorectal cancer
T cell receptor signaling
hsa04660 | pathway hsa05205 | Proteoglycans in cancer

hsa05203 | Viral carcinogenesis hsa05216 | Thyroid cancer
UPI3K-Akt signaling

hsa04151 |pathway hsa04115 |p53 signaling pathway
hsa05200 | Pathways in cancer hsa00232 | Caffeine metabolism
Chemokine signaling
hsa04062 | pathway hsa05010 | Alzheimer's disease
Acute myeloid leukemia
hsa05221 |6 hsa04071 | Sphingolipid signaling pathway

NOD-like receptor signaling
hsa05222 | Small cell lung cancer | hsa04621 |pathway
Neurotrophin signaling

hsa04722 | pathway hsa04010 | MAPK signaling pathway
hsa05214 | Glioma hsa04370 | VEGF signaling pathway
HIF-1 signaling
hsa04066 |pathway hsa05160 | Hepatitis C
hsa05211 | Renal cell carcinoma hsa04210 | Apoptosis
Osteoclast
hsa04380 | differentiation hsa05152 | Tuberculosis
Drug metabolism - Adrenergic signaling in
hsa00982 | cytochrome P450 hsa04261 |cardiomyocytes
B cell receptor signaling Progesterone-mediated oocyte
hsa04662 | pathway hsa04914 | maturation
hsa05034 | Alcoholism hsa05223 | Non-small cell lung cancer

hsa04012 | ErbB signaling pathway
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