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1. RESUMEN

Las infecciones por nematodos gastrointestinales, particularmente aquellas causadas por
Haemonchus contortus, representan un problema relevante en la produccion pecuaria debido a su
impacto en la salud animal y las pérdidas econémicas asociadas. Adicionalmente, la inflamacion
desregulada y la proliferacion celular aberrante son procesos centrales en diversas patologfas
crénicas, lo que resalta la necesidad de identificar compuestos con actividades antiinflamatorias
y citotoxicas selectivas. En este contexto, y ante la creciente resistencia a antihelminticos
convencionales, el presente estudio evalué el potencial antihelmintico, antiinflamatorio y

citotoxico de acidos grasos, azucares y esteroles mediante enfoques 7 silico e in vitro.

El analisis 7 silico de acoplamiento molecular permiti6 identificar conformaciones estables de los
complejos ligando-proteina, destacando energfas de unién favorables para el B-sitosterol y el
ergosterol, lo que sugiere afinidad relevante hacia los blancos evaluados. En los ensayos
biolégicos, el ergosterol, B-sitosterol, acido estearico y acido linoleico mostraron efectos
inhibitorios sobre larvas infectantes (I.3) de H. contortus, mientras que los acidos grasos afectaron
principalmente la motilidad larvaria, indicando una posible interferencia en procesos fisiologicos
del nematodo. En células RAW 264.7, el -sitosterol redujo ligeramente la produccién de nitritos

mientras que el resto de los compuestos presento actividad antiinflamatoria limitada.

Respecto a la citotoxicidad, los compuestos mostraron baja potencia en las lineas MCF-7,
PANC-1 y HaCaT, sin una respuesta dosis-dependiente clara ni valores confiables de Clso. No
obstante, se observo un incremento moderado del efecto citotéxico a tiempos prolongados,
particularmente en MCF-7, asi como una menor susceptibilidad en células no tumorales, lo que

sugiere una selectividad biolégica limitada.

En conjunto, los resultados evidencian que, aunque algunos compuestos presentan afinidad
molecular y efectos biologicos especificos, su actividad antiinflamatoria y citotdxica es restringida
bajo las condiciones evaluadas. Sin embargo, su impacto sobre la motilidad larvaria y su
comportamiento dependiente del tiempo destacan su potencial como moduladores biologicos,
justificando la realizacién de estudios adicionales orientados a esclarecer sus mecanismos de

accién y optimizar su actividad.



2. INTRODUCCION

Las infecciones causadas por nematodos gastrointestinales (NGI) representan una de las
principales limitantes en la produccién pecuaria a nivel mundial, siendo Haemonchus contortus uno
de los parasitos mas patdgenos en rumiantes debido a su capacidad hematéfaga y elevada tasa
reproductiva. El control de este nematodo se ha basado principalmente en el uso de
antihelminticos de origen sintético; sin embargo, la apariciéon generalizada de resistencia a estos
farmacos ha reducido significativamente su eficacia, generando la necesidad de identificar nuevas

moléculas con actividad bioldgica (Flay ez al., 2022).

En paralelo, la inflamacién constituye un proceso central tanto en la respuesta del hospedero
frente a infecciones parasitarias como en diversas patologias cronicas, incluyendo el cancer. La
activacion sostenida de células inmunes, como los macréfagos, puede conducir a la produccion
excesiva de mediadores proinflamatorios, con aumento del estrés oxidativo, contribuyendo al
dano tisular y a la progresion de enfermedades (Medzhitov, 2008). Asimismo, la estrecha relacion
entre inflamacién croénica y carcinogénesis ha sido ampliamente documentada, particularmente
en tejidos como mama y pancreas, donde la desregulaciéon de rutas celulares favorece la

proliferacién y supervivencia tumoral (Hanahan & Weinberg, 2011).

En este contexto, los metabolitos como acidos grasos, azicares y esteroles surgen como
candidatos prometedores debido a su diversidad estructural y funcional. Los acidos grasos, tales
como el acido palmitico y el acido linoleico, han mostrado capacidad para alterar la integridad
de membranas y modular procesos metabdlicos en microorganismos y parasitos (Desbois &
Smith, 2010). Por su parte, compuestos como el B-sitosterol y el ergosterol presentan actividades
biolégicas que incluyen efectos antiproliferativos y moduladores de la respuesta inmune,
asociados a la alteracion de la dinamica de membranas y la sefializacién celular (Bouic, 2001;
Woyengo et al., 2009). Adicionalmente, los polioles y azucares como xilitol y trealosa participan
en procesos de reconocimiento molecular y protecciéon celular, lo que sugiere un posible papel
en la interaccion huésped-parasito y en la regulacion de la inflamacién (Richards e af., 2022;

Elbein e# al., 2003).

El desarrollo de estrategias integrales para la identificacion de compuestos bioactivos ha sido
fortalecido por la incorporacién de herramientas computacionales. Los estudios iz silico,

particularmente el acoplamiento molecular, permiten predecir la afinidad de pequefias moléculas



hacia blancos biolégicos implicados en la viabilidad parasitaria y en rutas inflamatorias,
facilitando la seleccion racional de candidatos (Lionta ef al., 2014). No obstante, la validacion
experimental mediante ensayos 7 vitro sigue siendo esencial para confirmar la actividad biolégica

y determinar perfiles de citotoxicidad en sistemas celulares relevantes, como macréfagos

murinos RAW 264.7 y lineas tumorales humanas como MCF-7 y PANC-1.

Bajo este enfoque, la presente investigaciéon propone una evaluacion integral del potencial
antihelmintico, antiinflamatorio y citotoxico de una serie de acidos grasos, aztcares y esteroles
mediante aproximaciones 7z silico e in vitro. Este trabajo busca no solo identificar compuestos con
actividad biologica significativa frente a larvas infectantes L3 de H. contortus, sino también analizar
su efecto sobre procesos inflamatorios y su selectividad frente a células tumorales, estableciendo
correlaciones entre predicciones computacionales y evidencia experimental. De esta manera, se
pretende contribuir al entendimiento de los mecanismos de accién de estos metabolitos y a su

posible aplicacion en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.



3. MARCO TEORICO

2.1 Patologias de estudio

El estudio de enfermedades parasitarias, procesos inflamatorios y cancer representa un area clave
en la investigaciéon biomédica debido a su impacto en la salud animal y humana. Estos sistemas
biolégicos comparten mecanismos celulares y moleculares fundamentales, como la regulacion

de la proliferacién, la integridad de membranas, la sefializacion celular y la respuesta al estrés.

En este contexto, la identificacion de compuestos capaces de modular estos procesos constituye
una estrategia relevante para el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas. Particularmente, el
uso de biomoléculas de origen natural ha cobrado interés debido a su diversidad estructural y

potencial bioactivo.

A continuacién, se describen las principales caracteristicas de las enfermedades objeto de
estudio, asi como los mecanismos biologicos que pueden ser utilizados como blancos

terapéuticos.

2.1.1 Helmintiasis de importancia pecuaria

La parasitosis gastrointestinal de los rumiantes es una enfermedad producida por una variedad
de nematodos parasitos que se alojan en el tracto digestivo y que afecta normalmente a los
animales jovenes, generando lesiones y trastornos funcionales que impactan el desarrollo
adecuado de los animales e incluso puede provocar la muerte de estos (Gonzalez-Gardufio ez al,
2011). El nematodo hematdfago de mayor importancia es Haenonchus contortus, el cual se localiza
en el abomaso e intestino delgado de los rumiantes y es capaz de succionar 0.05 mL de sangre al
dia, por lo cual, una cantidad de 5,000 larvas extraerfan 250 mL de sangre diarios (Abbott ef al,

2012).

Se caracteriza por provocar un sindrome de mala digestion y anemia, y la enfermedad se presenta
con mayor intensidad en animales jovenes. La infeccidn se realiza por la ingestiéon de pasto con
larvas infectantes 1.3, causando pérdidas considerables en la ovinocultura de pafses templados,
tropicales y subtropicales. El ciclo biolégico (Figura 1) comienza cuando el animal ingiere larvas
infectantes L3 y estas viajan por el tracto digestivo, llegando al abomaso, donde se adhieren a la
mucosa y evolucionan a larvas L4; después a adultos, donde se diferencian sexualmente. Las

hembras copulan y depositan sus huevos, los cuales son excretados al ambiente a través de las



heces, después de 48 h eclosionan a larvas L1 y de 2-5 dias mudan a larvas 1.2, después a larva

L3 y el ciclo comienza nuevamente (Cordero y Vazquez, 2000).

Larvas Adultos hembras/machos
L4

Larvas

Huevos

Larvas Larvas
L2 L1

Figura 1. Ciclo biolégico del nematodo H. contortus. Los huevos son excretados a través de las heces
para pasar a los estadios L1, L2, y la fase infectiva L3. El hospedero ingiere las larvas L3 y estas viajan
por el tracto digestivo hasta el abomaso donde mudan a larva L4, posteriormente a adultos y el ciclo se

repite.

2.1.2 Control de nematodos y resistencia antihelmintica

El método de control mas conocido y utilizado contra los NGI es el uso de farmacos con
actividad antihelmintica, que aplicados a las dosis recomendadas (CLso y CLog), son letales para
los parasitos y ejercen minimos o nulos efectos sobre el huésped. Este tipo de farmacos se
caracteriza por su alta eficacia, aunque también depende la susceptibilidad del nematodo al que

se le aplique el farmaco (Becerra-Nava ez al., 2014).

Los antihelminticos (AH) disponibles en la actualidad se agrupan de acuerdo con su naturaleza
quimica y sus efectos sobre los parasitos en: 1) benzimidazoles, 2) imidazotiazoles y 3) lactonas
macrociclicas (Olazaran-Jenkins e a/, 2019). Los benzimidazoles actian inhibiendo la
polimerizacién de la tubulina, ocasionado alteraciones en la estructura y funcién de los
microtabulos, los cuales estan formados por dos subunidades de tubulina, o y . Ademas de

verse involucrados en funciones vitales en las células, como la absorcién y transporte de



nutrientes, motilidad y soporte estructural de la célula, excreciéon de desechos metabdlicos y

comunicacion intercelular (Marquez-Lara, 2003).

Los imidazotiazoles actuan mediante la absorcién a través de la cuticula y son agonistas
colinérgicos que activan los receptores de acetilcolina (AChRs) en las células musculares de los
nematodos, provocando contracciones musculares, persistentes y paralisis reversibles (Marquez-
Lara, 2003). Por su parte, las lactonas macrociclicas como la ivermectina IVM) se une a los
canales de cloro regulados por glutamato, provocando que la permeabilidad de la membrana
celular aumente, lo que resulta en hiperpolarizacion de las células de los nematodos, paralisis y,

en ultima instancia, provoca la muerte del parasito.

El uso de AH comerciales altamente efectivos, recomendados para el control de parasitos, tuvo
como objetivo maximizar la salud, productividad y rentabilidad del rebafio, y aunque fue exitoso
por varios aflos, hoy en dia se experimentan niveles cada vez mayores de resistencia que se han
generalizado en diferentes regiones de México principalmente por la movilizaciéon del ganado
(Cuadro 1). La resistencia antihelmintica (RA) es la capacidad que tiene una fraccién de una
poblacién para tolerar dosis toxicas de sustancias quimicas que son letales para otras poblaciones
de la misma especie. La resistencia no debe ser confundida con tolerancia, que se refiere a la falta
de respuesta innata de la poblacién parasitaria para cada farmaco antiparasitario,

independientemente de la exposicién previa (Suarez, 2001).

El desarrollo de la RA responde a la interaccion de diversos factores, entre ellos la densidad
poblacional de los NGI, el momento de aplicacion del tratamiento y las condiciones climaticas,

los cuales influyen en la seleccién y propagacion de genes de resistencia.

Cuadro 1. Casos de resistencia antihelmintica distribuida en México (Lopez-Rodriguez ez al., 2023)

Lugar Antihelmintico Géneros
Ivermectina Trichostrongylus spp.

Campeche Albendazol Cooperia spp.
Levamisol Haemonchus spp.




Lugar Antihelmintico Géneros
Oesophagostomum spp.
Albendazol
Haemonchus contortus
Chiapas Levamisol
Cooperia curticei
Ivermectina
Cooperia spp.
Albendazol
Estado de México Trichostrongylus colubrifornis
Ivermectina
Haemonchus spp.
Lactonas Haemonchus spp.
macrociclicas Trichostrongylus spp.
Huasteca Potosina
Bencimidazoles Oesophagostonum spp.
Imidazotiazol Cooperia spp.
Bencimidazoles
Haemonchus spp.
Imidazoles
Tabasco Trichostrongylus spp.
Lactonas
Oesophagostomum spp.
macrociclicas
Cooperia spp.
Texcoco Haemonchus spp.
Albendazol
Puebla Teladorsagia spp.
Closantel
Morelos Oesgphagostomum spp.

Trichostrongylus spp.




Lugar Antihelmintico Géneros

Cooperia spp.
Haemonchus spp.
Veracruz Levamisol

Ostertagia spp.

Oesophagostomum spp.

Haemonchus spp.
Bencimidazoles
Yucatan Trichostrongylus spp.
Levamisol
Oesophagostomum spp.

Los factores que determinan la resistencia pueden clasificarse en dos categorias. Por un lado, los
factores externos, relacionados con el uso de los AH, incluyen su mecanismo de accion, el grado
de eficacia, la frecuencia de los tratamientos, la dosis administrada, los esquemas de rotacion y
las practicas de manejo animal. Por otro lado, los factores internos dependen de los propios NGI
e incluyen caracteristicas genéticas como la heredabilidad, la dominancia, el nivel de resistencia
y la aptitud bioldgica relativa, asi como rasgos biologicos, entre ellos el potencial reproductivo,
el intervalo generacional, el estadio del parasito expuesto al farmaco y la proporcion de la

poblacién en refugio (Torres-Vazquez et al., 2007).

Por lo tanto, existe una necesidad urgente y un interés mundial significativo en el desarrollo de

nuevos medicamentos y alternativas de control sustentables y sostenibles de estos parasitos.

2.2 Inflamacién como proceso biolégico

La inflamacién es una respuesta adaptativa del organismo, aunque generalmente se asocia con
dafo o enfermedad, en realidad constituye un mecanismo de defensa frente a agresiones externas
e internas. En términos generales, puede definirse como una respuesta protectora desencadenada
por estimulos nocivos como infecciones, dafio tisular o agentes quimicos, cuyo principal objetivo
es eliminar el agente agresor y reestablecer la homeostasis (Medzhitov, 2008; Gonzalez-Costa &

Padrén, 2019).



Desde una perspectiva mas integradora, la inflamacion es un proceso dinamico que involucra
una compleja red de interacciones entre células inmunitarias, células residentes del tejido y
mediadores solubles. Esta red permite que el organismo responda de manera rapida y eficiente;
sin embargo, cuando se pierde el control de esta respuesta, el mismo mecanismo que protege

puede convertirse en un factor determinante de dano.

Los signos clasicos de la inflamacién son enrojecimiento, hinchazén, calor, dolor y perdida de la
funcién tisular, los cuales son consecuencia de cambios profundos a nivel inmunolégico,
bioquimico y fisiolégico. Dichos cambios implican la liberacién de mediadores proinflamatorios
que promueven la vasodilatacién, el aumento de la permeabilidad vascular y el reclutamiento de

células del sistema inmunolégico al sitio de lesion (Liu e al., 2017; Rodrigues-Soares ¢z al., 2023).

Existen dos tipos de inflamacion: a) la inflamacién aguda, que comienza en minutos y/o horas
y participan mecanismos de respuesta inmune innata. Puede ser resolutiva eliminando la
perturbacién y promover la reparacion del tejido para reestablecer su funcionalidad o bien, puede
avanzar a una sepsis o sindrome de respuesta inflamatoria sistémica causada por la infeccion; b)
inflamacion crénica, la cual ocurre en dias, semanas y hasta meses. Aqui el proceso inflamatorio
puede empezar aun cuando no haya lesion, y no termina cuando deberfa terminar. Puede ser
causada por infecciones que no desaparecen o por reacciones inmunitarias anormales a los
tejidos normales. Con el tiempo puede derivar en dafio tisular progresivo y esta relacionada con
diversas patologias, incluyendo enfermedades metabdlicas, autoinmunes y neoplasicas (Leon-

Pedraza et al., 2015).

2.2.1 Bases fisiopatologicas de la respuesta inflamatoria

El inicio de la inflamacién depende del reconocimiento de sefales de peligro. Estas sefiales
pueden derivar de patdgenos y se conocen como patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs del inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns) o bien de células dafiadas denominandose
patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs del inglés Damage-Associated Molecular Patterns).
Ambas son detectadas por los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs del inglés Pattern
Recognition Receptors), entre los que destacan los receptores tipo Toll (TLRs del inglés To//-Like
Receptors). A nivel experimental el lipopolisacarido (LPS), un componente de la membrana
externa de bacterias Gram negativas, se ha convertido en un modelo clasico para estudiar la
inflamacion. Su interaccion con el receptor tipo Toll 4 (TLR4, del inglés To/-Like Receptors) activa

cascadas de senalizacion intracelular que culminan en la activacion del factor nuclear potenciador
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de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-xB, del inglés Nuclear Factor Kappa-
light-chain-enbancer of Activated B cells), promoviendo la expresién de citocinas proinflamatorias
(Kawai & Akira, 2010).Este punto es particularmente relevante, ya que establece el puente entre
el reconocimiento inicial del dafio y la respuesta inflamatoria efectiva y es aqui donde la

inflamacién comienza a adquirir su caracter sistémico y regulado (Kawai & Akira, 2010).

2.2.2 Células efectoras y regulacion de la respuesta inflamatoria

La inflamacién no puede entenderse sin considerar a las células que participan, en este contexto,
las células del sistema inmunitario innato constituyen el primer eje de respuesta frente al dafio
tisular o la presencia de patégenos. Estas células funcionan como una red interdependiente que

se regula constantemente mediante sefiales locales y sistémicas.

Los neutréfilos representan la primera linea de defensa durante la inflamacién aguda. Son células
especializadas en la fagocitosis y destruccion de microorganismos mediante la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS del inglés Reactive Oxygen Species), enzimas lisosomales y la
formacién de trampas extracelulares de neutréfilos (NETs, del inglés Neutrophil Exctracellular
Traps). Su rapida llegada al sitio de lesion es clave para contener la infeccion, aunque su activacion

descontrolada puede contribuir al dafio tisular (Nathan, 2002).

Por otra parte, los macrofagos desempefian un papel central no solo como células efectoras, sino
también como reguladores de la respuesta inflamatoria. Son derivados de monocitos circulantes
o residente tisulares y presentan una notable plasticidad funcional. En términos generales,
pueden polarizarse hacia un fenotipo proinflamatorio (M1), caracterizado por la producciéon de
citocinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a«), interleucina 1 beta (IL-1B) e
interleucina 6 (IL-6), o hacia un fenotipo antiinflamatorio (M2) asociado con procesos de

reparacion tisular y resolucion de la inflamacién (Murray & Wynn, 2011).

Las células dendriticas, aunque menos abundantes, cumplen una funcién esencial como puente
entre la inmunidad innata y adaptativa. Su capacidad para procesar y presentar antigenos a los
linfocitos T las convierte en elementos clave para la activacion de respuestas inmunes especificas

(Kawai & Akira, 2010).

A su vez, los mastocitos participan principalmente en las fases iniciales de la inflamacion
mediante la liberacién de mediadores como histamina, triptasa y citocinas, lo que contribuye a la

vasodilatacion y al reclutamiento celular (Galli ef 4/, 2008). Finalmente, las células endoteliales
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no solo actian como barrera fisica, sino que regulan activamente la adhesién y migracion
leucocitaria mediante la expresion de moléculas de adhesion y la produccion de mediadores

como el 6xido nitrico (NO, del inglés Nitric Oxide) (Pober & Sessa, 2007).

Hasta este punto se han descrito los principales tipos celulares que participan en la respuesta
inflamatoria. Sin embargo, en condiciones fisioldgicas, estas células no actiian de manera aislada,
sino como parte de un proceso altamente coordinado. Esta integracién se esquematiza en la
Figura 2, donde se resumen las etapas clave de la respuesta inflamatoria. El esquema muestra
como un agente agresor, como una infeccién o un dafio tisular, induce una lesién que
desencadena la liberaciéon de mediadores proinflamatorios, entre ellos citocinas, quimiocinas,
prostaglandina E, (PGE;) y NO. Estos mediadores promueven la vasodilataciéon y el aumento
de la permeabilidad vascular, facilitando el reclutamiento y la migracién de células inmunitarias
hacia el sitio afectado. Entre las principales células participantes se encuentran los neutréfilos,
macréfagos, células dendriticas y linfocitos, cuya accién coordinada contribuye a la eliminacion
del agente agresor y a la reparacion tisular. Dependiendo de la magnitud y duracién de la
respuesta, el proceso puede culminar en la resolucion de la inflamacién y la restauracion de la

homeostasis o progresar hacia una inflamacion cronica asociada con dafio tisular persistente.

Agente Agresor LESION
;;;LJ 52 {7 > »n Liberacién de Mediadores Proinflamatorios
£ - (citacinas, quimiocinas, PGE;, NO)
i
Infeccion / Dano tisular

Liberacion de Mediadores
Proinflamatorios

(citocinas, quimiocinas, PGE, NO)
Vasodilatacion Aumento de Permeabilidad Vascular Reclutamiento de Células Inmunitarias
Aumento del flujo sanguineo Salida de liquidos y proteinas Migracién de células al sitio danado
: e N Yahe
‘e g ) = K
@ L *Q‘/‘ N

< W Le? A%

Neutrofilo Macréfago Célula Dendritica Linfocito Linfocito

w P /&)‘-' - o™

Resolucién Inflamacién Crénica

Reparacion del Tejido Dano Tisular Persistente

Figura 2. Representacion esquematica del proceso inflamatorio y las principales células involucradas.
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2.2.3 Mediadores inflamatorios y redes de sefializacion

La respuesta inflamatoria esta regulada por una amplia variedad de mediadores quimicos que
actian de manera coordinada para iniciar, amplificar y eventualmente resolver el proceso
inflamatorio. Estos mediadores pueden tener efectos locales o sistémicos y, en muchos casos,

presentan funciones redundantes o incluso contrapuestas.

Entre los mediadores mas relevantes se encuentran las citocinas proinflamatorias, como TINF-
o, IL-18 e IL-6. Estas moléculas son fundamentales para la activacién del endotelio vascular, el
reclutamiento leucocitario y la induccién de la respuesta de fase aguda. Ademas, participan en la
activacion de vias de senalizacion intracelular como NF-xB, que regula la expresion de maltiples

genes inflamatorios (Dinarello, 2011; Liu e a/., 2017).

Otro grupo importante de mediadores son los derivados del acido araquidoénico, incluyendo
prostaglandinas y leucotrienos. Las prostaglandinas estan implicadas en la generacién de fiebre,
dolor y vasodilataciéon, mientras que los leucotrienos participan principalmente en la quimiotaxis

y el aumento de la permeabilidad vascular (Ricciotti & FitzGerald, 2011).

El sistema del complemento también desempena un papel relevante en la inflamacion,
particularmente a través de fragmentos como C3a y Cba, que actian como potentes

quimioatrayentes y amplificadores de la respuesta inmune (Ricklin 7 a/., 20106).

En paralelo, los radicales libres y las especies reactivas de oxigeno generadas por células
inflamatorias contribuyen a la eliminaciéon de patégenos, aunque su produccion excesiva puede

provocar dafio tisular significativo (Nathan & Cunningham-Bussel, 2013).

A nivel intracelular, estas sefiales convergen en diversas vias de sefalizacion. La via NF-»B es
probablemente la mas estudiada, dado su papel central en la regulacién de genes
proinflamatorios. Otras vias relevantes incluyen MAPK y JAK/STAT, que permiten la
integraciéon de sefiales provenientes de citocinas y factores de crecimiento. La activacion
sostenida de estas vias es una caracteristica distintiva de la inflamacién crénica y esta

estrechamente asociada con la patogénesis de diversas enfermedades (Liu ez a/., 2017).

2.2.4 El 6xido nitrico: naturaleza, funcién y regulaciéon

EINO es una molécula gaseosa altamente difusible que actia como un mediador biolégico clave

en multiples procesos fisiolégicos y patolégicos. A diferencia de otros mediadores clasicos, el
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NO no se almacena en vesiculas ni requiere receptores de membrana para ejercer su accion; su
naturaleza lipofilica le permite difundirse libremente a través de las membranas celulares,

actuando como una sefial intracelular y paracrina de rapida accion.

Desde el punto de vista bioquimico, el NO es sintetizado a partir de L-arginina (Figura 3)
mediante la accion de las enzimas 6xido nitrico sintasas (INOS). Estas enzimas funcionan como
dimeros, y cada monémero consta de dos dominios distintos: 1) dominio oxigenasa, que
contiene sitios de unién para el grupo hemo, oxigeno molecular (O»), tetrahidrobiopterina (BH,)
y L-arginina; y 2) dominio reductasa, que contienen sitios de unioén para flavina adenina
dinucleétido (FAD), flavina mononucleétido (FMN) y nicotina adenina dinucle6tido fosfato
(NADPH). Ademas, existen en tres isoformas principales: endotelial (eNOS), neuronal (nNOS)
e inducible (iINOS). Estas isoformas presentan diferencias en su regulacion, localizacion y

cantidad de NO producida (Farahani e a/., 2025; Kim & Lee, 2025).

H,N _NH;' (o) NH,
B (|: z e
NH 5 l
Oxido nitrico sintasa (NOS) NH
e > + °*NO + H,0
k 0, NADP* Oxido nitrico Agua
HzN\C/ ~H NADPH H,0 HoN— /C\ (NO)
2+ H c H
| Ca“* - Calmodulina |
COO~ COO~
L-arginina L-citrulina

La L-arginina es convertida en L-citrulina y éxido nitrico (NO) por la accién de la
6xido nitrico sintasa (NOS), en un proceso dependiente de O,, NADPH, Ca?* y calmodulina.

Ecuacion global:

NOS, Ca?*-calmodulina

L-arginina + O, + NADPH + H¥ ————— L-citrulina + *"NO + NADP* + H,0

Figura 3. Sintesis de éxido nitrico (NO) a partir de L-Arginina mediante la enzima éxido nitrico sintasa

(NOS)

En condiciones fisiologicas, eNOS y nNOS producen cantidades bajas y transitorias de NO,
contribuyendo a funciones homeostaticas como la regulacién del tono wvascular, la
neurotransmisién y la inhibicién de la agregaciéon plaquetaria. Sin embargo, durante procesos

inflamatorios, iINOS es activada principalmente en macrofagos, neutrofilos y células endoteliales,
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generando grandes cantidades de NO de manera sostenida e independiente del calcio (Kang e#

al., 2025).

El papel del NO en la inflamacién es complejo y, en muchos sentidos, paradéjico. Dependiendo
de su concentracion, del contexto celular y del microambiente redox, puede ejercer efectos tanto
proinflamatorios como antiinflamatorios. En las fases tempranas de la inflamacién, el NO
cumple funciones protectoras. Favorece la vasodilatacion, incrementa el flujo sanguineo y facilita
la extravasacion de leucocitos hacia el sitio de lesién. Ademas, posee propiedades
antimicrobianas, ya que puede reaccionar con radicales libres para generar especies reactivas
capaces de eliminar patdégenos. Sin embargo, cuando la producciéon de NO se incrementa de
manera sostenida a través de iNOS se generan concentraciones elevadas que pueden alterar la
funcién celular y promover el dafio tisular (Bogdan, 2001; Pacher 7 4/, 2007; Forstermann &
Sessa, 2012).

Uno de los aspectos mas relevantes en el estudio del NO es su capacidad para reaccionar con
ROS, dando lugar a la formacién de peroxinitrito (ONOQOT), una molécula altamente reactiva
con potencial citotoxico. Este compuesto puede inducir peroxidacion lipidica, oxidacion de
protefnas y dafio al ADN, contribuyendo a la disfunciéon celular y a la progresion de

enfermedades inflamatorias (Senderovic & Galijasevic, 2024).

Durante procesos inflamatorios el incremento en la producciéon de NO amplifica el estrés
nitrosativo favoreciendo asi un proceso inflamatorio crénico. Ademas, estudios recientes han
demostrado que el NO también influye en la polarizacion de macréfagos. Altos niveles de NO
se asocian con el fenotipo M1 proinflamatorio, mientras que su inhibicién puede favorecer la

transicion hacia un fenotipo M2 reparador (Kang ez al., 2025).

Dado su papel dual, la regulacién de la produccion de NO es un elemento critico en el
mantenimiento del equilibrio inflamatorio, por lo que la iNOS ha sido ampliamente estudiada
como un blanco terapéutico. Diversos estudios recientes han explorado el desarrollo de
inhibidores selectivos de iNOS con el objetivo de reducir la produccion excesiva de NO sin

afectar las funciones fisiologicas de eNOS y nNOS (Maccallini ez a/., 2024).

No obstante, la evidencia mas reciente sugiere que la inhibiciéon completa de iNOS no siempre
es beneficiosa. Algunos modelos experimentales indican que el NO también puede ejercer

funciones reguladoras que limitan respuestas inflamatorias excesivas, lo que plantea la necesidad
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de estrategias terapéuticas mas finas, orientadas a modular y no simplemente bloquear su

produccion (Farahani ef al., 2025).

La desregulacion del NO ha sido implicada en maltiples patologias, incluyendo enfermedades
cardiovasculares, trastornos metabdlicos, enfermedades neurodegenerativas y cancer. En
particular, la disfunciéon endotelial asociada a alteraciones en la produccién de NO constituye un

evento temprano en la aterosclerosis y otras enfermedades vasculares (Fedele ez al., 2024).

2.3 Cancer como enfermedad multifactorial

El cancer representa una de las principales causas de mortalidad a nivel global, con
aproximadamente 19.3 millones de nuevos casos y cerca de 10 millones de muertes en 2020, lo
que lo posiciona como un problema prioritario de salud publica (Sung ez a/., 2021; Siegel ez al.,

2024).

De acuerdo con datos del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) en México se registran
aproximadamente 207, 154 nuevos casos de cancer al afio y alrededor de 96, 210 muertes
asociadas a esta enfermedad. Entre los hombres, los tipos de cancer con mayor incidencia son
el de prostata, colorrectal y pulmén; mientras que en las mujeres predominan el cancer de mama,

cervicouterino y colorrectal.

Asimismo, la incidencia y mortalidad por cancer muestran diferencias importantes segin el tipo
de neoplasia. El cancer de mama y prostata presentan el mayor numero de casos nuevos,
mientras que otros tipos, como el cancer colorrectal y de pulmén, mantienen una elevada
mortalidad asociado. Estos datos reflejan la necesidad de fortalecer las estrategias de prevencion,
deteccion tempana y atencion integral del cancer en la poblacion mexicana (Figura 4) (Instituto

Nacional de Cancerologfa, s.f.)
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Incidencia y Mortalidad por Tipo de Cancer
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Figura 4. Incidencia y Mortalidad por Tipo de Cancer en México. Fuente: Instituto Nacional de
Cancerologia, s.f.

El cancer no se define como una sola enfermedad, sino que constituye un grupo heterogéneo de
enfermedades que se caracterizan por la acumulacién progresiva de mutaciones en el genoma de
las células, que afectan las diversas funciones a nivel molecular, celular, tisular y sistémico, con
la consecuente muerte del paciente. Su diagnéstico y tratamiento siguen representando una

problematica sin una soluciéon concluyente y definitiva (de Vaca e# /., 2018).

Estas alteraciones permiten que las células tumorales adquieran una serie de capacidades
funcionales conocidas como los hallmarks of cancer (rasgos distintivos del cancer), entre las que
destacan la proliferaciéon sostenida, la evasion de la apoptosis, la angiogénesis y la
reprogramacion metabolica (Pavlova & Thompson, 2016; Hanahan, 2022). En este contexto, la
interaccion entre las células tumorales y su microambiente resulta fundamental, ya que influye
directamente en la progresion de la enfermedad y en la respuesta a tratamientos (Quail & Joyce,

2013; Greten & Grivennikov, 2019).
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Un aspecto relevante es el papel de la inflamacion crénica en la carcinogénesis. Se estima que
aproximadamente 20% de los tumores estan asociados a procesos inflamatorios persistentes, los
cuales promueven la liberaciéon de citocinas, factores de crecimiento y especies reactivas de
oxigeno que favorecen la supervivencia celular y la inestabilidad genémica (Coussens & Werb,
2002; Greten & Grivennikov, 2019). La activacion sostenida de vias como NF-xB y STAT3
contribuye a este proceso, consolidando un microambiente protumoral (Liu ez 4/, 2017; Yu et al.,

2009).

2.3.1 Desarrollo tumoral y ciclo celular

El desarrollo del cancer es un proceso multietapa que implica la transicion desde células normales
hacia células malignas a través de fases conocidas como: iniciacién, promocioén y progresion.
Durante la iniciacién, mutaciones genéticas irreversibles alteran la funcion de genes clave; en la
promocion, estas células adquieren ventajas proliferativas; y en la progresion, se desarrollan

caracteristicas invasivas y metastasicas (Vogelstein ¢ a/., 2013; Hanahan, 2022).

El ciclo celular (Figura 5), que normalmente regula la divisién celular de manera estricta, se
encuentra profundamente alterado en el cancer. Este ciclo se divide en fases G1,S, G2y M, y
esta controlado por complejos de ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas (CDKs)
(Malumbres & Barbacid, 2009; Otto & Sicinski, 2017). En condiciones normales, puntos de

control como G1/S y G2/M aseguran que el ADN esté intacto antes de la divisioén celulat.

Sin embargo, en células cancerosas, estos mecanismos de control se encuentran comprometidos.
La inactivacion de genes supresores como TP53 y RB, asi como la sobreexpresion de ciclinas,
permite que las células continden dividiéndose incluso en presencia de dafo genético (Sherr &
McCormick, 2002; Otto & Sicinski, 2017). De hecho, mutaciones en TP53 estan presentes en
aproximadamente mas del 50% de los tumores humanos, lo que resalta su papel central en la

regulacion del ciclo celular (Vogelstein e al., 2013).

Este descontrol del ciclo celular no solo favorece la proliferacion desmedida, sino que también
contribuye a la inestabilidad genémica, un rasgo caracteristico de las células tumorales

(Malumbres & Barbacid, 2009; Hanahan, 2022).
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Figura 5. Ciclo celular en células normales y tumorales. (a) En células normales, el ciclo celular incluye
G1, S, G2y M, regulado por puntos de control que aseguran el crecimiento, la replicacién correcta del
ADN y su reparacién antes de la divisién. (b) En células tumorales, la desregulacion de ciclinas/CDK
(D, E, AyB) ylainactivacién de proteinas como p53 y Rb alteran estos controles, aceleran la progresién

entre fases y evitan la reparaciéon del ADN, favoreciendo una proliferaciéon descontrolada. Fuente: Shi

et al., 2025

2.3.2 Cancer de mama

El cancer de mama es la neoplasia mas prevalente en mujeres en todo el mundo, y es de igual
manera el cancer con mayor mortalidad en esta poblacion. Se sabe que es originada por la
interaccion de factores genéticos, ambientales y de estilo de vida. Basandose en su origen se
clasifica en: 1) cancer de mama esporadico, el cual ocurre en pacientes sin ningin antecedente
familiar; 2) hereditario, derivado de la mutacién de un solo gen, donde cerca del 40% es derivado
de mutaciones en el gen BRCAT y BRCAZ2; y 3) familiar, en pacientes con un claro historial, pero
sin ser atribuible a la alteracion de un solo gen, sino a la mutacién de diversos genes (Murillo e#

al., 2016; Bartlett ez al., 2019).

Por otra parte, su clasificacion molecular ha permitido agruparlo en subtipos con diferentes
perfiles prondsticos y terapéuticos, incluyendo luminal A, luminal B, HER2-enriquecido y triple

negativo (Palmero-Picazo ez al., 2021).
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En la patogénesis del cancer de mama participan diversas vias de sefializacion celular, entre las
que destacan la via de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K/AKT) y la ruta Ras-Raf-MEK-ERK
(RAS/MEK/ERK). Estas vias desempefian un papel fundamental en la supervivencia celular,
ya que contribuyen a inhibir los procesos de apoptosis. No obstante, cuando ocurren mutaciones
en los genes que codifican los componentes de estas rutas, se altera su regulacion, lo que puede

conducir a la pérdida del control sobre la muerte celular programada.

Por otro lado, mutaciones en genes clave como TP53, conocido como el “guardian del genoma”,
asf como en los genes BRCA7 y BRCAZ, estan estrechamente relacionadas con la progresion del
cancer de mama. Estas alteraciones genéticas favorecen la division celular descontrolada, inhiben
los mecanismos de apoptosis y facilitan la diseminacion de células tumorales hacia 6rganos

distantes (Segnan e7 al., 2016; Chan ez al., 2017; Sparano et al., 2019).

La linea celular MCF-7 es ampliamente utilizada como modelo de cancer de mama luminal A,
ya que expresan receptores de estrogeno y presentan una proliferacion dependiente de sefales
hormonales. A nivel molecular, las células MCF-7 presentan alteraciones en vias de sefializacion
como PI3K/AKT y MAPK, lo que influye en su capacidad proliferativa y en su respuesta a
estimulos externos convirtiéndolas en un modelo ideal para estudiar mecanismos de crecimiento
tumoral y respuesta a compuestos bioactivos (Holliday & Speirs, 2011; Comsa ez al., 2015; Dai ef
al., 2017). Ademas, su uso en estudios de citotoxicidad ha permitido identificar compuestos

capaces de inducir apoptosis y detener el ciclo celular en fases especificas.

2.3.3 Cancer de pancreas

El cancer de pancreas, particularmente el adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC, del inglés
Pancreatic Ductal Adenocarcinoma), es una de las neoplasias mas agresivas y con peor pronodstico
dentro de los tumores soélidos. A nivel global, presenta una tasa de supervivencia de cinco afios
inferior al 10%, lo que lo posiciona como una de las principales causas de muerte por cancer a

pesar de no ser de los mas frecuentes (Mizrahi ez al., 2020; Siegel et al., 2024).

Desde el punto de vista molecular, el PDAC se caracteriza por una alta frecuencia de mutaciones
en el gen KRAS, presente en la mayoria de los casos. Esta mutacién conduce a la activacion
constitutiva de vias de sefializacion como MAPK y PI3K/AKT, las cuales se sabe que

promueven la proliferacion celular, la supervivencia y la reprogramaciéon metabodlica (Mizrahi ez
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al., 2020). A esto se suman alteraciones en genes supresores de tumores como TP53, CDKN2A
y SMAD4, que contribuyen a la pérdida del control del ciclo celular y a la evasion de la apoptosis

(Vogelstein ez al., 2013; McGuigan e# al., 2018).

Un rasgo distintivo del cancer de pancreas es su complejo microambiente tumoral, caracterizado
por una densa matriz extracelular rica en fibroblastos asociados al cancer (CAFs, del inglés
Cancer-Associated Fibroblasts), células inmunes y componentes del estroma. Este entorno
desmoplasico no solo actiia como una barrera fisica que dificulta la penetraciéon de farmacos,
sino que también favorece la progresion tumoral mediante la secrecion de citocinas y factores
de crecimiento (Hosein ez al., 2020). Ademas, el microambiente pancreatico promueve un estado

inmunosupresor que limita la eficacia de terapias inmunoldgicas (Binnewies ¢z al., 2018).

Desde el punto de vista metabdlico, las células de cancer de pancreas presentan una notable
capacidad de adaptacion, a diferencia de otros tumores. El PDAC puede utilizar diversas fuentes
energéticas, incluyendo glutamina y lipidos, lo que le permite sobrevivir en condiciones de
hipoxia y baja disponibilidad de nutrientes (Ying ¢ a/., 2012; Pavlova & Thompson, 2016). Esta

flexibilidad metabdlica representa un desafio adicional para el desarrollo de terapias dirigidas.

La linea celular PANCI representa un modelo ampliamente utilizado para el estudio del cancer
de pancreas. Estas células presentan mutaciones en KRAS y exhiben caracteristicas de
agresividad, resistencia a farmacos y capacidad de adaptacién metabolica, lo que las convierte en
una herramienta relevante para evaluar compuestos con potencial actividad anticancerigena (Yin

et al., 2020).

En conjunto, el cancer de pancreas es un modelo biolégico particularmente complejo, en el que
convergen alteraciones genéticas, un microambiente altamente especializado y mecanismos de
resistencia que dificultan su tratamiento. Por ello, el estudio de nuevos compuestos con potencial

citotoxico selectivo resulta de gran interés en la busqueda de estrategias terapéuticas mas eficaces.

2.4 Citotoxicidad: fundamentos biolégicos

La citotoxicidad celular se define como la capacidad de una sustancia para inducir dafio celular
o muerte, y constituye un parametro fundamental en la evaluacién de compuestos con potencial

terapéutico (Fotakis & Timbrell, 20006; Riss e# al., 2016; Aslantiitk, 2018). En el contexto del
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cancer, la induccién de muerte celular selectiva es un objetivo central en el desarrollo de nuevas

estrategias terapéuticas.

Los mecanismos de muerte celular incluyen apoptosis, necrosis y autofagia. La apoptosis es un
proceso altamente regulado que implica la activacién de caspasas y la fragmentacion del ADN,
permitiendo la eliminacién ordenada de células dafiadas (Galluzi ef 4/, 2018). Ahora bien, la
necrosis se asocia con dafio celular no controlado y respuesta inflamatoria, mientras que la

autofagia puede desempefiar un papel dual dependiendo del contexto celular.

La evaluaciéon de la citotoxicidad puede realizarse mediante diversos ensayos 7 vitro, entre los
que destacan el ensayo MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), el
ensayo de resazurina y la cuantificacion de lactato deshidrogenasa (LDH). Estas metodologias
permiten determinar la viabilidad celular, la actividad metabdlica y el dafio en la membrana
plasmatica inducido por compuestos citotoxicos. Estos ensayos combinados con modelos
celulares adecuados proporcionan informacion clave para la identificaciéon de compuestos con

actividad anticancerigena (Fotakis & Timbrell, 2006; Riss ez a/., 2016).

2.5 Biomoléculas y actividad biolégica

2.5.1 Acidos grasos: estructura y actividad biologica

Los acidos grasos (AG) constituyen una familia de compuestos organicos caracterizados por una
cadena hidrocarbonada lineal de longitud variable unida a un grupo carboxilo terminal. Esta
arquitectura molecular les confiere propiedades anfipaticas que resultan fundamentales para su
comportamiento bioldgico. En funcién de su grado de insaturacién (Figura 06), los AG se
clasifican en saturados, cuando carecen de dobles enlaces; monoinsaturados, si presentan un
unico doble enlace; y poliinsaturados, cuando contienen dos o mas insaturaciones (Zang ef al.,

2012; Trinick, 2013).

Mas alla del nimero de dobles enlaces, la posicion de estos dentro de la cadena acrilica introduce
un nivel adicional de complejidad estructural. Aquellos acidos grasos que comparten longitud de
cadena, numero de insaturaciones y configuracion geométrica, pero difieren en la localizacion de
los dobles enlaces, se denominan isémeros posicionales. En términos fisiologicos, esta variacion
no es trivial: los isémeros se distinguen principalmente por la ubicacién del primer doble enlace

respecto al extremo metilo de la molécula. Asi, cuando dicho doble enlace se sitia en el carbono
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tres o seis con relacion al grupo metilo, se clasifican como acidos grasos omega-3 (n-3) u omega-

6 (n-6), respectivamente (Lichtenstein, 2013).

Estructura quimica general de los acidos grasos Acido graso saturado
+0 oo B B s Mg By M W
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Figura 6. Estructura general de los acidos grasos y comparacién entre acidos grasos saturados e
insaturados. En la parte superior izquierda se muestra la estructura bésica de un acido graso, compuesta
por una cadena hidrocarbonada alifatica y un grupo carboxilo terminal. La parte superior derecha ilustra
un acido graso saturado, caracterizado por la ausencia de dobles enlaces carbono-carbono y una
conformacién lineal. En la parte inferior se representan acidos grasos insaturados que contienen uno o
mas dobles enlaces; la configuracién cis genera una curvatura caracteristica en la cadena hidrocarbonada,
mientras que la configuracién trans mantiene una disposicién mas lineal similar a la de los 4cidos grasos

saturados. Estas diferencias estructurales influyen en las propiedades fisicas y bioldgicas de los lipidos.

La ubicuidad de los AG en sistemas biologicos refleja su papel central en procesos vitales.
Constituyen los bloques estructurales de los lipidos complejos y se encuentran
predominantemente esterificados al glicerol en triacilglicéridos y fosfolipidos, tanto en tejidos
animales como en matrices vegetales. Los perfiles de acidos grasos mas comunes, presentes tanto
en organismos como en alimentos, se resumen en la Cuadro 2. No obstante, su relevancia
trasciende el ambito estructural: los AG han despertado un notable interés farmacologico debido
a la amplitud de sus actividades biol6gicas. Diversos estudios han documentado propiedades
antifingicas en acidos grasos como el butirico (C4), caproico (C6), caprilico (C8), caprico (C10)
y palmitico (C16), mientras que ciertos AG insaturados muestran efectos inhibitorios frente a

patégenos vegetales (Zhang e al., 2012).
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Cuadro 2. Acidos grasos mas comunes y su clasificacion

Férmula general Nombre
Saturados
12:0 Acido lautico
14:0 Acido mirfstico
16:0 Acido palmitico
18:0 Acido estearico
Monoinsaturados
16:1n-7 Acido palmitoleico (cis)
18:1n-9 Acido oleico (cis)
18:1n-9 Acido elaidico (trans)
Poliinsaturados
18:2n-6,9 Acido linoleico (cis)
18:3n-3,6,9 Acido alfa-linolénico (cis)
18:3n-6,9,12 Acido gamma-linolénico (cis)
20:4n-6,9,12,15 Acido araquidonico (cis)
20:5n-3,6,9,12,15 Acido eicosapentaenoico (cis)
22:5n-3,6,9,12,15 Acido docosapentaenoico (cis)
22:5n-3,6,9,12,18 Acido docosahexaenoico (cis)

En una linea similar, se ha evidenciado que distintos acidos grasos y sus derivados poseen
actividad nematicida. Zhang e/ al. (2012) evaluaron una serie de AG, incluyendo butirico,
caproico, caprilico, caprico, laurico, miristico, palmitico, oleico y linoleico y reportaron efectos
significativos sobre juveniles de segundo estadio (J2) del nematodo agallador Melodozgyne incognita.

De forma complementaria, Ntalli e7 2/. (2010) demostraron que el extracto metanoélico de frutos
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maduros de Melia azedarach, rico en acido caproico, presenta actividad nematicida contra J2 de
M. incognita. Por su parte, Pineda-Alegtia e al. (2017) analizaron extractos de Pleurotus djamor y
observaron actividad frente a huevos y larvas infectantes 1.3 de Haemonchus contortus, identificando
en dichos extractos acidos pentadecanoico, hexadecanoico, octadecadienoico y octadecanoico,

junto con la presencia de un terpeno, 3-sitosterol.

Desde una perspectiva fisiolégica, los acidos grasos poliinsaturados de la serie omega-3
desempefian un papel destacado en la modulacién de procesos inflamatorios. Su efecto se
explica, en gran medida, por su participacion en la biosintesis de prostaglandinas (PG),
mediadores lipidicos clave en la regulacién de la respuesta inflamatoria. La disponibilidad de
precursores como el acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido gammalinolénico (GLA)
condiciona la producciéon de prostaglandinas de las series 1 y 3, generalmente asociadas con
efectos antiinflamatorios. En contraste, un desequilibrio en la relaciéon entre acidos grasos
omega-3 y omega-6 favorece la sintesis de prostaglandinas de la serie 2 (como PGE2), vinculadas

a respuestas proinflamatorias.

Este balance dinamico tiene implicaciones clinicas relevantes. Una disminucién en la produccion
de prostaglandinas antiinflamatorias, acompafiada de un incremento en las proinflamatorias,
puede contribuir al desarrollo y progresion de enfermedades inflamatorias. En este sentido, el
aumento en la ingesta de acidos grasos omega-3 se ha asociado con una mayor produccion de
prostaglandinas antiinflamatorias (PGE1 y PGE3). Diversos estudios han sefialado que
patologias inflamatorias crénicas, como la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa, la artritis
reumatoide, la osteoartritis y el asma, pueden beneficiarse del consumo de estos lipidos,

observandose una reduccion en la sintomatologia (Aires ez al., 2005).

2.5.2 Azucares y polioles bioactivos

Los carbohidratos y sus derivados reducidos constituyen una de las clases de biomoléculas mas
abundantes en la naturaleza, desempefnando funciones esenciales en la bioquimica de los
organismos vivos. Tradicionalmente, los azucares han sido considerados principalmente como
fuente de energfa y componentes estructurales; sin embargo, en las dltimas décadas se ha
reconocido su papel como moléculas bioactivas capaces de modular procesos fisiologicos y
patolégicos (Elbein ef al., 2003; Nelson &Cox, 2017). Esto ha permitido ampliar el interés
cientifico hacia compuestos como los polioles y disacaridos no reductores, los cuales presentan

propiedades fisicoquimicas particulares derivadas de su estructura altamente hidroxilada.
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Los azucares, también denominados carbohidratos simples, se definen como
polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas, o compuestos que son generados por hidrolisis. Estas
moléculas presentan un esqueleto carbonado con multiples grupos hidroxilo y un grupo
funcional carbonilo, lo que les confiere una alta reactividad quimica y versatilidad metabdlica
(Nelson & Cox, 2017). Por otro lado, los polioles o alcoholes de aztcar son derivados de los
azucares por un proceso de reduccion, donde el grupo carbonilo ha sido transformado a un
grupo hidroxilo (Figura 7) (Rice ez al., 2019). Ejemplo de ellos son sorbitol producido a partir de
glucosa, xilitol a partir de xilosa, eritritol a partir de eritrosa y maltitol a partir de maltosa (Padhi,

2022).

El elevado nimero de grupos hidroxilo en los polioles favorece la formaciéon de enlaces de
hidrégeno, lo que permite su interacciéon con proteinas, lipidos y moléculas de agua. Estas
propiedades son fundamentales para explicar su comportamiento en sistemas biologicos y su

capacidad para estabilizar estructuras celulares bajo condiciones de estrés (Elbein ez al., 2003).

XILOSA XILITOL
(aldopentosa) (poliol: pentitol)
' H 0 ! | CH,OH |
H———F——OH Reduccion del grupo aldehido H————0H
a alcohol primario
HO H (H,, catalizador Ni HO H
o NaBH,)
H————OH H—————OH
CH,OH CH,OH
EI r=1  Grupo aldehido i g r=1  Grupo OH formado 3
E == (se reduce) ; | =77 (alcohol primario) r:

Figura 7. Representacién esquematica de la reduccién del azucar xilosa al poliol xilitol
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Los azucares y polioles se encuentran ampliamente distribuidos en sistemas biologicos, siendo
sintetizados por plantas, hongos y microorganismos como parte de sus rutas metabodlicas

primarias y secundarias (Rice ez /., 2019).

Los polioles son de especial importancia en la industria alimentarias debido a sus caracteristicas
fisicoquimicas punicas, y se ha reportado que muchos de ellos se utilizan como edulcorantes

bajos en calorias, agentes texturizantes, estabilizadores del color, suavizantes y humectantes

(Padhi, 2022).

Diversos estudios han evidenciado que estos compuestos pueden formar parte de mezclas
complejas de metabolitos con actividad biolégica. En este sentido, se ha notificado la presencia
de azucares y polioles en extractos y/o fracciones quimicas obtenidas de fuentes naturales como
plantas y hongos comestibles en las cuales se ha asociado su composicion con efectos bioactivos

relevantes.

Un ejemplo representativo es el estudio realizado en extractos aceténicos e hidroalcohédlicos del
hongo comestible Pleurotus eryngii, al cual se evalud su actividad 7z vitro contra huevos y larvas
infectantes L3 del nematodo Haemonchus contortus, donde se reporté que el extracto
hidroalcohdlico mostré efectos significativos sobre la mortalidad larvaria, y tras su
fraccionamiento cromatografico se identificé que la fracciéon mas activa contenia, entre otros
compuestos, trealosa y diversos polioles como L-iditol, galactitol, D-manitol, D-glucitol y
mioinositol. La presencia de estos compuestos en la fracciéon con mayor actividad nematicida
sugiere su posible participacion en los mecanismos responsables del efecto observado, ya sea de

manera individual o en sinergia con otros metabolitos (Cruz-Arévalo et al., 2020).

De manera complementaria, Gonzalez-Cortazar ez al. (2021) reportaron resultados similares en
extractos del hongo P. djamor, donde el fraccionamiento cromatografico permitié aislar una
subfraccién con elevada actividad antihelmintica tanto 7z vitro como in vive. En particular, la
subfraccién PdB mostré una inhibicién completa de la eclosiéon de huevos y una alta eficacia
larvicida, ademas de una reduccion significativa de la carga parasitaria en un modelo animal. El
analisis quimico reveld que esta fracciéon estaba compuesta principalmente por una mezcla de
allitol y un terpeno, lo que refuerza la hipétesis de que los polioles pueden desempenar un papel

relevante en la actividad biolégica observada.
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Ademas de su implicacion en actividad antihelmintica, los polioles han sido estudiados en otros
contextos biologicos, particularmente en procesos inflamatorios. El xilitol, por ejemplo, ha
demostrado la capacidad de inhibir la expresiéon de citocinas proinflamatorias inducidas por
lipopolisacaridos, lo que sugiere un efecto modulador sobre la respuesta inmune. Asimismo, se
ha reportado que este compuesto puede inhibir procesos asociados con la angiogénesis, como

la migracion e invasion de células endoteliales, a través de la regulacion de vias de sefializacion

como NF-»B y Akt (Gasmi-Benahmed ez 4/, 2020).

En este contexto, la evidencia disponible permite integrar a los polioles dentro de un marco mas
amplio de actividad bioldgica, en el cual sus efectos no se limitan a un solo mecanismo, sino que
abarcan multiples procesos celulares. La participacion de estos compuestos en fracciones con
actividad antithelmintica sugiere que pueden contribuir a la alteracion de la homeostasis osmética
y metabdlica de los parasitos, comprometiendo su viabilidad. De manera paralela, su capacidad
para modular vias de sefializacion inflamatoria, como NF-»B, respalda su papel como agentes
antiinflamatorios. Asimismo, la interferencia en procesos celulares como la proliferacion,
migracion y angiogénesis apunta a un potencial efecto citotdxico o antiproliferativo en

determinados contextos celulares.

Por lo tanto, el estudio de los polioles como compuestos bioactivos se sustenta en la
convergencia de evidencia experimental que demuestra su participacion en actividades
antihelminticas, antiinflamatorias y citotoxicas. Esta multifuncionalidad sugiere que su
mecanismo de accion estd asociado a la modulacion de la homeostasis celular y metabdlica, lo

que los posiciona como moléculas de interés en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.

2.5.3 Esteroles: estructura, funcion y actividad biologica

Los esteroles son sustancias que se encuentran de forma natural en el reino animal (colesterol),
vegetal (sitosterol) y en hongos y levaduras (ergosterol). Los esteroles de origen vegetal se
denominan fitoesteroles, mientras que los derivados de hongos y levaduras se conocen como
micoesteroles. Estos compuestos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y

desempefian funciones esenciales en la estructura y fisiologfa celular.

Su caracteristica estructural distintiva es la presencia de un nuicleo esteroide conformado por
cuatro anillos fusionados, de los cuales tres presentan seis atomos de carbono y uno cinco (Figura

8). De acuerdo con la definiciéon de la IUPAC, los esteroles son esteroides que poseen un grupo
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hidroxilo en la posiciéon C-3 y conservan la mayor parte del esqueleto de colestano (Cz7Hag).
Asimismo, pueden presentar variaciones en la cadena lateral alifatica unida al carbono 17, 1a cual
puede contener ocho o mas atomos de carbono, lo que contribuye a la diversidad estructural

dentro de este grupo de compuestos (Corso ez al., 2011).

21 22 24 26

Figura 8. Estructura de un esteroide: numeracién de atomos y designacioén de anillos recomendadas por

la TUPAC. Fuente: Corso et al., 2011

Estas caracteristicas estructurales determinan no solo su comportamiento fisicoquimico, sino
también su funcién biologica. En células eucariotas, los esteroles desempefian un papel
fundamental como componentes estructurales y reguladores, integrandose a las membranas
celulares junto con otros lipidos como los glicerofosfolipidos y las esfingomielinas, ademas de
ser esenciales para el ensamble de balsas lipidicas. En este contexto, contribuyen a la estabilidad,
fluidez y funcionalidad de la bicapa lipidica, permitiendo el correcto funcionamiento de proteinas
de membrana y procesos de sefalizacion celular. Asimismo, el colesterol y sus derivados han
sido ampliamente estudiados en sistemas mamiferos, destacando su funcién como precursores

de moléculas bioactivas (Corso ez al., 2011).

Desde el punto de vista funcional, los esteroles y esteroides pueden clasificarse segun su actividad
biolégica. En primer lugar, los esteroles propiamente dichos, como el colesterol, constituyen
componentes esenciales de las membranas celulares y actian como precursores metabdlicos. En
segundo lugar, las hormonas esteroides se clasifican segin el numero de carbonos de su
estructura central: los esteroides C18 incluyen a los estrégenos, los C19 comprenden los
andrégenos, como la testosterona y la androsterona, y los esteroides C21, que presentan una

cadena lateral en la posicion C17, incluyen a los progestigenos, glucocorticoides y
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mineralocorticoides. Finalmente, los secosteroides se distinguen por la ruptura del anillo B del
nucleo esteroide, dando origen a compuestos como las diferentes formas de vitamina D, las
cuales desempefian funciones clave en la regulaciéon del metabolismo mineral (Fahy ez a/., 2005;

Fahy et al., 2009).

Ademas de su funcién estructural, los esteroles actian como precursores de compuestos con
actividades biolégicas especificas, incluyendo hormonas y acidos biliares (Meco-Lopez ef al.,

2016).

Dentro de este grupo, el B-sitosterol y el ergosterol destacan por su amplia distribucién y
relevancia bioactiva. El B-sitosterol es el fitoesterol mas abundante en plantas y difiere del
colesterol por la presencia de un grupo etilo adicional en el carbono 24, lo que influye en su

absorcion y metabolismo.

Diversos estudios han documentado la actividad bioldgica del $-sitosterol. Loizou ez al. (2010)
evaluaron su efecto sobre la expresion de moléculas de adhesion en células endoteliales humanas,
observando que este compuesto inhibe la adhesion de monocitos y la expresion de moléculas de
adhesion intracelular, ademas de actuar como inhibidor de la fosforilacién de NF-xB. De manera
complementaria, Chai ez a/. (2008) reportaron que el B-sitosterol inhibe la proliferacién de células
MCF-7 de manera dependiente de la dosis, induciendo apoptosis a través de la activaciéon de
caspasas. Asimismo, se ha demostrado que este compuesto modula el estrés oxidativo y la

respuesta inflamatoria, lo que refuerza su potencial como agente terapéutico (Bin Sayeed &

Ameen, 2015).

Por otro lado, el ergosterol es el principal esterol presente en hongos, donde cumple funciones
equivalentes a las del colesterol en animales. Este compuesto es esencial para la integridad de la
membrana celular fingica y participa en la regulaciéon de la fluidez y permeabilidad de la
membrana. Debido a su importancia estructural, la biosintesis del ergosterol constituye un

blanco clave para el desarrollo de agentes antifungicos (Weete ez a/., 2010).

Mas alla de su funcién estructural, el ergosterol ha sido reconocido como una molécula con
diversas actividades biologicas, entre ellas propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
anticancerigenas, antimicrobianas, asi como efectos antidiabéticos y neuroprotectores
(Rangsinth e7 al., 2023). Estudios recientes han demostrado que puede actuar como modulador

del sistema inmune, induciendo respuestas inflamatorias especificas y participando en
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mecanismos de muerte celular programada como la piroptosis (Jorda & Puig, 2020). Asimismo,
se ha reportado que el ergosterol suprime la expresion de la iNOS y la ciclooxigenasa-2 (COX-

2) en macréfagos RAW 264.7 estimulados con LPS (Hong ez al., 2012).

En cuanto a su actividad citotoxica, Chen ez al. (2017) reportaron que fracciones lipidicas del
hongo Ganoderma lucidum, ricas en derivados de ergosterol, presentan citotoxicidad en lineas
celulares tumorales como MDA-MB-231 y HepG2, sin afectar células normales. De manera
similar, Li ef /. (2015) demostraron que extractos de Amauroderma rude, con ergosterol como

componente principal, inhiben el crecimiento tumoral en modelos murinos.

2.6 Analisis in silico en la evaluacion de compuestos bioactivos

El analisis z» silico constituye un enfoque clave en la investigaciéon de compuestos bioactivos, al
integrar herramientas computacionales para predecir propiedades estructurales, funcionales y
farmacolégicas de moléculas con potencial terapéutico. Estas herramientas forman parte del
disefio asistido por computadora Computer-Aided Drug Design (CADD), el cual nos permite
evaluar tempranamente propiedades criticas como la afinidad de unién, la estabilidad de
complejos moleculares y parametros farmacocinéticos absorcion, distribucién, metabolismo,
excrecion y toxicidad (ADMET) y reducir significativamente los costos y tiempos asociados al

descubrimiento de farmacos (Chang ez al., 2022).

En este sentido, dichas herramientas complementan los estudios 7z vitro e in vivo integrandose
dentro de un enfoque multidisciplinario en la evaluaciéon de compuestos bioactivos (Ekins e al.,

2007).

2.6.1 Fundamentos del modelado molecular

El modelado molecular se basa en la representaciéon computacional de sistemas quimicos y
biolégicos, mediante principios de mecanica clasica y cuantica. Estas aproximaciones permiten
describir la estructura tridimensional de biomoléculas y simular sus interacciones con ligandos.
Existen dos enfoques principales en el disefio de farmacos: 1) el disefio basado en la estructura
quimica llamado “S#ucture-Based Drug Design (SBDD)” que utiliza informacién estructural de la
diana biolégica obtenida mediante cristalografia de rayos X, resonancia magnética nuclear

(RMN) o criomicroscopia electronica; y 2) el disefio basado en ligandos “Ligand-Based Drug Design
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(LBDD)”, el cual se fundamenta en compuestos con actividad conocida para inferir nuevas

moléculas bioactivas (Chang ez al., 2022; Agu et al., 2023).

2.6.2 Acoplamiento molecular (mmolecular docking)

El acoplamiento molecular (molecular docking) es una metodologia computacional fundamental
dentro del disefio racional de farmacos, cuyo objetico principal es predecir la conformaciéon mas
probable entre una molécula (ligando) y una macromolécula (diana bioldgica/receptor) a nivel
atémico estimando la energfa libre de unién y las interacciones intermoleculares involucradas.
En términos conceptuales, el docking intenta resolver un problema de reconocimiento molecular,
en el que se busca identificar como dos entidades quimicas se organizan espacialmente para

formar un sistema energéticamente mas estable (Sousa ez a/., 2006; Agu et al., 2023).

Desde el punto de vista fisicoquimico, este proceso se basa en el principio de complementariedad
estructural y energética, donde la estabilidad del complejo ligando-receptor depende de la
optimizaciéon de interacciones no covalentes, como enlaces de hidrégeno, interacciones
hidrofébicas, fuerzas de Van der Waals e interacciones electrostaticas, donde el objetivo final es
aproximar la energfa libre de unién (AG), la cual determina la espontaneidad y estabilidad del

proceso de asociacion molecular (Meng 7 al., 2011).

El acoplamiento molecular se sustenta en la hipotesis de que la conformacion bioactiva de un
ligando corresponde a un minimo energético global o local dentro del paisaje conformacional
del sistema. En este contexto, la energfa libre de uniéon puede expresarse como una combinacion

de términos entalpicos y entropicos:

e Contribuciones entalpicas: derivadas de interacciones intermoleculares (electrostaticas,

dispersivas, enlaces de hidrégeno).

e Contribuciones entropicas: relacionadas con la pérdida de grados de libertad

conformacionales del ligando y del receptor al formarse el complejo.

Sin embargo, en la practica, la mayoria de los algoritmos emplean aproximaciones simplificadas
de AG debido a la complejidad computacional de su calculo exacto, lo que implica una inevitable

pérdida de precision (Meng ef al., 2011)
Tipos de acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular se puede clasificar en funciéon del grado de flexibilidad considerado

en el sistema (Meng e7 al., 2011).
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o Docking rigido (rigid docking): tanto el ligando como el receptor se consideran estructuras
rigidas. Aunque computacionalmente eficiente, este enfoque ignora cambios
conformacionales relevantes.

o  Docking semiflexible (semi-flexible docking): el ligando es flexible mientras que el receptor
permanece rigido; es el enfoque mas utilizado en screening virtual.

o Docking flexible (flexible docking): permite la flexibilidad tanto del ligando como del
receptor, incluyendo movimientos del esqueleto proteico. Este enfoque es mas realista,
pero computacionalmente costoso y aun representa un desafio metodologico.

o Docking dirigido (targeted docking): enfocado en un sitio activo conocido.

o  Docking ciego (blind docking): explora toda la superficie proteica para identificar posibles
sitios de union.

Algoritmos de busqueda

Los algoritmos de bisqueda (Figura 9) son métodos computacionales disefiados para explorar
de manera eficiente el espacio conformacional y orientacional de un ligando dentro del sitio
activo de una macromolécula. El objetivo principal es encontrar la conformacion, posiciéon y
orientacion que maximice la estabilidad del complejo ligando-receptor minimizando la energia

libre del sistema (Meng ¢ al., 2011, Pagadala ez al., 2017; Agu et al., 2023).
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| Algoritmos de busqueda
]

Mc¢étodos estocasticos o aleatorios

_| Bisqueda conformacional I_ —| Método de Monte Carlo I—

Ajuste gradual de grados de libertad, torsionales, Colocacion arbitraria de ligandos en el sitio de unién
traslacionales y rotacionales del pardmetro del receptor

estructural de ligando i
_| Fragmentacion I | Algoritmo genético |

Acoplamiento de multiples fragmentos para formar Seleccion y evaluacion de posturas

enlaces entre ellos. i
i —l Busqueda tabu I—
_| Busqueda en la base de datos I_

Limitacion de dreas exploradas para evitar doble
Creacion de mualtiples conformaciones razonables de

examinacion del espacio conformacional de ligandos

cada molcéeula pequena registrada en la base de
datos.

Figura 9. Clasificacion de los algoritmos de busqueda en acoplamiento molecular
Funciones de puntacién

Las funciones de puntuacion (scoring functions) estiman la afinidad de unién del complejo ligando-
receptor, generalmente en términos de energfa libre de unién aproximada (AG), lo que ayuda a
evaluar que estructura y rotacion del ligando es mejor respecto al receptor y estas funciones se

clasifican en:

1) Basadas en campos de fuerza: agrega la contribucién de interacciones no enlazadas,
incluidas las fuerzas de Van der Waals, los enlaces de hidrégeno y la electrostatica de
Coulomb, asi como el enlace de angulo tipo enlace y la desviacién torsional para
determinar la afinidad de union.

2) Empiricas: basadas en el andlisis de recaida lineal repetida de un conjunto preparado de
estructuras complejas utilizando complejos proteina-ligando con afinidades de unién
conocidas, que comprenden grupos funcionales y de algun tipo de interaccion.

3) Basadas en conocimiento: resultan de la informacién estructural en complejos
proteina-ligando determinados experimentalmente.

4) Puntuacion por consenso: mas que una funcién de puntuacién es una técnica

empleada en el acoplamiento proteina-ligando, aumenta la probabilidad de encontrar una
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solucion precisa al combinar la informacion de una puntuacion de multiples funciones,
con el fin de eliminar las imprecisiones de cada una.

5) Basado en agrupamiento y entropia: es una técnica nueva que incorpora los efectos
entropicos dividiendo los modos de uniéon de ligandos generados en diferentes grupos.
La contribucién entrépica se calcula a partir del espacio configuracional cubierto por las

conformaciones del ligando en el grupo.

A pesar de que son de gran utilidad, presentan limitaciones significativas especialmente en la
correcta estimacion de contribuciones entrépicas, efectos del solvente y energias de desolvacion,
lo que puede afectar la capacidad de discriminar entre ligandos activos e inactivos (Meng ef 4/,

2011, Roy ez al., 2015; Agu et al., 2023).
Preparacion del sistema y protocolo del docking

La calidad de los resultados del acoplamiento depende en gran medida de la preparacion

adecuada del sistema. Este proceso incluye:

e DPreparacion del receptor: eliminacion de moléculas de agua no relevantes, adicion de
hidrégenos, asignacion de cargas y optimizacion estructural.

e DPreparacion del ligando: generacién de conformaciones, protonacién adecuada y
minimizacién energética.

¢ Definiciéon del sitio de unién: mediante coordenadas experimentales o prediccion
computacional.

e Parametros del docking: seleccion del algoritmo, nimero de ejecuciones y criterios de
convergencia.

Errores en esta etapa pueden introducir sesgos significativos en los resultados, lo que resalta la

importancia de protocolos estandarizados (Ferreira e/ al., 2015).
Validacion y evaluacion del docking

Para garantizar la fiabilidad de los resultados, es necesario implementar estrategias de validacion,

entre las que destacan:

e Redocking: consiste en el re-acoplamiento de un ligando coctistalizado para evaluar la

capacidad del método de reproducir la pose experimental.
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o Cross-docking: evaluacion del ligando en diferentes estructuras del mismo receptor.
e  RMSD (Root Mean Square Deviation): métrica utilizada para comparar la pose predicha con
la experimental; valores < 2 A suelen considerarse aceptables.
e Curvas ROC y enriquecimiento: utilizadas en virtual screening para evaluar la capacidad de
discriminar compuestos activos de inactivos.
Estas estrategias permiten estimar la robustez del protocolo y minimizar falsos positivos (Sousa

et al., 2006; Meng ez al., 2011).
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4. JUSTIFICACION

Las enfermedades parasitarias, inflamatorias y oncolégicas constituyen un problema persistente
de salud publica y sanidad animal a nivel mundial, debido a su elevada incidencia, los costos
asociados a su tratamiento y control, asi como su impacto sobre la calidad de vida, la
productividad y los sistemas de produccion. Particularmente, la creciente resistencia de
nematodos gastrointestinales como Haemonchus contortus a los antihelminticos convencionales,
junto con la eficacia limitada y los efectos adversos asociados a diversos farmacos
antiinflamatorios y antitumorales, evidencia la necesidad de identificar nuevas moléculas
bioactivas con mejores perfiles de eficacia, seguridad y selectividad. Diversos compuestos
naturales, entre ellos el 4cido pentadecanoico, acido estearico, acido palmitico, 4acido linoleico,
allitol, adonitol, xilitol, trealosa, B-sitosterol y ergosterol, han despertado un creciente interés
cientifico debido a su diversidad estructural, biocompatibilidad y amplio espectro de actividades
biolégicas reportadas. Sin embargo, la evaluacion sistematica de estos compuestos frente a
diferentes blancos biolégicos, asi como la comprension de sus posibles mecanismos de accion,

continda siendo limitada.

En este contexto, el presente estudio pretende evaluar el potencial biolégico de estos
compuestos mediante un enfoque integral que combina herramientas computacionales y ensayos
experimentales. Los estudios de acoplamiento molecular permitiran predecir la afinidad de las
moléculas por diferentes dianas bioldgicas y orientar su seleccion para evaluaciones posteriores,
mientras que los ensayos 7 vitro determinaran su actividad antihelmintica, antiinflamatoria y
citotoxica. La integracién de ambos enfoques contribuira a identificar compuestos con potencial
aplicacion en salud humana y veterinaria, asi como a generar conocimiento sobre sus posibles
mecanismos de accién, aportando bases cientificas para el desarrollo de nuevas alternativas

terapéuticas.

5. HIPOTESIS

Los acidos grasos, azucares y esteroles seleccionados presentaran actividad nematicida en larvas
L3 de Haemonchus contortus; actividad antiinflamatoria en macréfagos RAW 264.7; y actividad
citotoxica en las lineas celulares de cancer humano de mama (MCF-7) y pancreas (PANCI),
esperando que estas biomoléculas afecten selectivamente a nematodos, células inflamatorias y

células tumorales, respectivamente, sin causar toxicidad significativa en células sanas.
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6. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el potencial antihelmintico, antiinflamatorio y citotoéxico de acidos grasos, azicares y

esteroles derivados de hongos comestibles mediante estudios zz silico e in vitro, con el fin de

identificar posibles usos o aplicaciones en el control de nematodos, la modulacién de procesos

inflamatorios y la inhibiciéon selectiva de células tumorales.

5.2 Objetivos especificos

1.

Realizar estudios de acoplamiento molecular de los compuestos seleccionados con blancos
moleculares asociados a la motilidad y viabilidad de Haemonchus contortus, asi como con
proteinas clave en la via inflamatoria humana.

Evaluar 7n vitro el efecto antihelmintico de los compuestos acido pentadecanoico, acido
estearico, acido palmitico, acido linoleico, allitol, adonitol, xilitol, trealosa, 3-sitosterol y
ergosterol contra larvas infectantes 1.3 del nematodo Haemonchus contortus.

Determinar el efecto antiinflamatorio de los compuestos acido pentadecanoico, acido
estearico, acido palmitico, acido linoleico, allitol, adonitol, xilitol, trealosa, 3-sitosterol y
ergosterol en la linea celular de macréfagos murinos RAW 264.7.

Evaluar la citotoxicidad de los compuestos acido pentadecanoico, acido estearico, acido
palmitico, acido linoleico, allitol, adonitol, xilitol, trealosa, B-sitosterol y ergosterol en las
lineas celulares de cancer humano de mama (MCF-7) y pancreas (PANCI).

Cortrelacionar las predicciones computacionales con las pruebas experimentales.
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7. METODOLOGIA

6.1 Estudios in silico

6.1.1 Disefio general del estudio in silico

El estudio z silico se disenid con un enfoque explicativo, con el objetivo de evaluar la energfa de
uniéon tedrica y sugerir los modos de interaccion de acidos grasos, azucares y esteroles frente a
blancos moleculares asociados a la actividad antihelmintica y antiinflamatoria. Los resultados
obtenidos mediante acoplamiento molecular se emplearon como herramienta complementaria a

los ensayos 7 vitro, permitiendo establecer una correlacion entre ambos enfoques experimentales.

6.1.2 Seleccion y preparacion de ligandos

Las estructuras quimicas de los ligandos evaluados (Figura 10) se obtuvieron de la base de datos
PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Los compuestos incluidos en el estudio fueron
acidos pentadecanoico, estearico, palmitico, linoleico, allitol, adonitol, xilitol, trealosa, (-
sitosterol y ergosterol previamente identificados en fracciones quimicas bioactivas obtenidas de

hongos comestibles pertenecientes al género Pleurotus.
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Figura 10. Estructuras quimicas de los compuestos evaluados obtenidos de la base de datos PubChem
(https:/ /pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). (a) acido pentadecanoico, (b) 4cido estearico, (c) acido palmitico,

(d) acido linoleico, (e) allitol, (f) adonitol, (g) xilitol, (h) trealosa, (i) B-sitosterol, (j) ergosterol
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Posteriormente, las estructuras descargadas fueron sometidas a un proceso de optimizacion
geométrica mediante mecanica molecular, utilizando el software Avogadro version 1.2.0
(Avogadro Project, Pittsburgh, PA, USA). La optimizacién se realiz6 empleando el campo de
fuerza MMFF94, con el fin de obtener conformaciones energéticamente estables previo a los

estudios de acoplamiento molecular.

6.1.3 Seleccion de blancos moleculares

La seleccion de los blancos moleculares se realizé considerando los mecanismos de accion de
los controles positivos utilizados en los ensayos 7z vitro de actividad antihelmintica (AH) y
antiinflamatoria (AA), con el propdsito de asegurar la coherencia metodologica entre los estudios

in silico e in vitro.

6.1.3.1 Blancos moleculares asociados a la actividad AH

Para la evaluacion del efecto antihelmintico se seleccioné como blanco molecular los canales de
cloro activados por glutamato (GluCl), los cuales constituyen una diana farmacolégica
ampliamente validada en nematodos. Se buscé la secuencia proteica de GluCl de Haemonchus
contortus en la base de datos UniProt (https://www.uniprot.org/), se selecciond la subunidad beta
del GluCl (ID: P91730) y posteriormente fue analizada mediante el servidor BLASTP
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) con el fin de identificar estructuras cristalograficas

disponibles en el Banco de Datos de Proteinas (PDB, del inglés Protein Data Bank,

https://www.rcsb.org/search) que presentaran la mayor identidad y cobertura de secuencia.

Como resultado de este analisis, se selecciono la estructura cristalografica del canal GluCl de
Caenorbabditis elegans coctistalizado con ivermectina (PDB ID: 3RHW), la cual presenté una
similitud de un 56.83 % de identidad aminoacidica y fue utilizada como modelo para los estudios

de acoplamiento molecular, de acuerdo con lo reportado previamente (Sanches-Politi ez a/,

2019).

6.1.3.2 Blancos moleculares asociados a la actividad AA

Para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria se selecciond como blanco molecular la enzima
oxido nitrico sintasa inducible (iINOS), debido a su papel central en la produccién de éxido
nitrico durante los procesos inflamatorios en macréfagos. La estructura cristalografica

correspondiente al dimero de iINOS murino, en complejo con grupo hemo, biopterina e
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inhibidor AR-C120011 fue obtenida directamente del Banco de Datos de Proteinas (PDB ID:
3E65) con una resolucion de 2.05 A (Garcin ef al, 2008).

6.1.4 Preparacion de los blancos moleculares

La preparacion de ambas estructuras proteicas (Figura 11) seleccionadas se llevé a cabo
utilizando los softwares PyMOL version 3.0.5 (Schrodinger, LLC, New York, NY, USA) y
AutoDock Tools version 1.5.7. En este proceso se eliminaron las moléculas de agua, ligandos
no relevantes y se afladieron hidrégenos polares necesarios para los calculos de acoplamiento
molecular. Posteriormente, las proteinas preparadas fueron convertidas al formato requerido

para los estudios de acoplamiento molecular.

Figura 11. Estructuras cristalizadas de los blancos moleculares utilizados. (a) Canal de canal de
glutamato regulado por cloro (GluCl) de C. elegans (PDB: 3RHW); y (b) Oxido nitrico sintasa
murina (PDB ID: 3E65).

6.1.5 Acoplamiento molecular

6.1.5.1 Acoplamiento molecular para la actividad AH

Los estudios de acoplamiento molecular para la actividad AH se realizaron empleando el
software AutoDock 4.2. Se definié una cuadricula tridimensional (Figura 12a) de 60 X 60 X 60
puntos, con una separacion de 0.375 A, y centrada en las coordenadas 11.004, 91.234, 23.24

(%,¥,2) cubtiendo la region del sitio activo del canal GluCl. El algoritmo genético de Lamarck fue
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utilizado como método de busqueda, realizando un total de 100 ejecuciones independientes, con

un maximo de 2,500,000 evaluaciones energéticas y una poblacion inicial de 100 conformaciones.

6.1.5.2 Acoplamiento molecular para la actividad AA

Para la evaluacion del acoplamiento molecular frente a iNOS se utilizé una cuadricula (Figura
12b) de 60 X 60 X 60 puntos con una separaciéon de 0.375°A y centrada en las coordenadas
119.545, 115.066, 34.334 (x,y,z) abarcando los residuos Asp376, Tyr367, Glu371, Trp360,
Met368, Gly365, Pro344, asi como los cofactores HEM y H4B (Crane, 1997; Garcin ef al., 2008).
Los mapas de energfa se generaron con AutoGrid, y el acoplamiento se realizé con AutoDock4
v4.2.6, utilizando el algoritmo genético de LLamarck como método de busqueda con un total de

100 ejecuciones independientes por ligando.

Figura 12. Estructuras tridimensionales de las proteinas empleadas en los analisis de docking
molecular: (a) canal de glutamato regulado por cloro (GluCl) de C. e/egans (PDB: 3RHW) y (b) 6xido
nitrico sintasa (PDB: 3E65). Los cubos coloreados representan el volumen de busqueda (grid box)

definido para los estudios de acoplamiento molecular.
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6.1.6 Analisis y seleccion de los modos de union

La seleccion del mejor modo de unién para cada ligando se realizé considerando la menor
energfa libre de unién (AG) y el mayor tamafio de clister como criterios de estabilidad, afinidad
y reproducibilidad del acoplamiento molecular. Los complejos proteina—ligando se analizaron
con los softwares PyMOL v3.0.5 y Discovery Studio Visualizer v24.1.0.23298 para identificar las
interacciones generadas. Los resultados obtenidos fueron utilizados para el analisis posterior de

las interacciones moleculares y su correlacion con los ensayos 7 vitro.
6.2 Pruebas in vitro
6.2.1 Disefio general de las pruebas in vitro

6.2.2 Obtencién y preparacion de compuestos comerciales

Los compuestos: acido pentadecanoico (CAS 1002-84-2), acido estearico (CAS 57-11-4), acido
palmitico (CAS 57-10-3), 4cido linoleico (CAS 60-33-3), allitol (CAS 488-44-8), adonitol (CAS
488-81-3), xilitol (CAS 87-99-0), trealosa (CAS 6138-23-4), B-sitosterol (CAS 83-46-5), ergosterol
(CAS 57-87-4) fueron adquiridos en SIGMA-ALDRICH® (Toluca de Lerdo, Estado de México,
México). Los autores agradecen a la Dra. Ma. del Rayo Sanchez Carbente por la disponibilidad

del ergosterol.
6.2.3 Evaluacioén de la actividad AH

6.2.3.1 Obtencion de material biolégico

Para evaluar la actividad AH se utilizaron larvas infectantes 1.3 de Haemonchus contortus, las cuales
se produjeron en un donante ovino Pelibuey macho de 3 meses de edad y libre de parasitos en
las instalaciones de produccion de nematodos de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad Auténoma de Yucatan (FMVZ-UADY). El donante fue infectado
artificialmente con 350 larvas L3 por kilogramo de peso corporal de la cepa Paraiso H. contortus

resistente a benzimidazoles obtenida originalmente de una granja de ovinos en Yucatan, México,

como lo describe Chan-Pérez ez al. (2017).

Tras 21 dias post-infeccion, se recogieron muestras fecales directamente del animal y se realizé
la técnica McMaster para confirmar que la infeccion era positiva (Torres-Acosta ez al., 2015). Para
obtener las larvas infectantes, se recogieron las heces de los animales con la ayuda de un

recipiente de plastico. Las heces se transfirieron a coprocultivos, que se incubaron a 27 + 1 °C
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durante 5 dias. Tras el periodo de incubacién, se recuperaron las larvas mediante la técnica del

embudo de Baerman (Chan-Pérez ez al, 2017).

Una vez obtenidas las larvas L3, se eliminaron las vainas utilizando hipoclorito de sodio a una
concentracién de 0.187%, a la que se expusieron las larvas durante 5 min. Posteriormente, se
realizaron tres lavados con agua destilada durante 1.5 min a 3500 rpm para eliminar el hipoclorito

de sodio (Pineda-Alegtia e al., 2017).

6.2.3.2 Evaluacion in vitro de los compuestos contra larvas 1.3 de Haemonchus contortus

La evaluacion 7z vitro se llevé a cabo utilizando dos pruebas 1) Mortalidad larvaria y 2) Migracion
larvaria. Para la prueba de mortalidad larvaria (ML) se utilizaron placas de 96 pocillos en donde
se colocaron 50 uL de los compuestos (acido pentadecanoico, acido estearico, acido palmitico,
acido linoleico, allitol, adonitol, xilitol, trealosa, B-sitosterol y ergosterol) a diferentes
concentraciones (0.10, 0.25, 0.50, 0.75 y 1.00 mg/mL) y 50 pL. de una suspensién acuosa de
larvas 1.3 sin vaina de la cepa parafso de H. contortus. Se incluyé como control positivo una
solucién de ivermectina (IVERPLUS 1% solucién inyectable Vet’s Pharma) a las mismas
concentraciones y como control negativo dimetilsulféxido (DMSO; Sigma-Aldrich) al 0.5 % v/v.
Para cada tratamiento se realizaron 4 repeticiones. Posteriormente se cubrieron las placas con
papel aluminio y se incubaron a 28 = 1 °C durante 72 h. Terminado el tiempo de incubacién se
realizaron lecturas post confrontacién con un microscopio 6ptico (4x y 10x). El porcentaje de

mortalidad (ML) se calcul6 mediante la férmula (Paez-Leoén ef al., 2022).

Numero de larvas muertas
ML (%) =

- - - X
Numero de larvas vivas + Niumero de larvas muertas

Para la prueba de migracion larvaria (LM) se adaptd la técnica descrita por Torres-Acosta ez al.
(2015), para ello se utilizaron placas de 24 pocillos; cada pocillo contenia 200 pL. de los
compuestos acido pentadecanoico, acido palmitico, acido linoleico, acido estearico en
concentraciones de 0.10, 0.25, 0.50, 0.75 y 1.00 mg/mL y 200 pL de una suspension de latvas
L3 sin vaina de H. contortus. Las placas se incubaron a 28 °C durante 72 h, posteriormente, el
contenido de cada pocillo se filtr6 a través de tamices (malla de 25 pm), que se colocaron en

placas nuevas denominadas placas de migracion. Las placas de migracion se incubaron a 28 °C
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durante 24 h para permitir que las larvas migraran a través del tamiz. Finalmente se realizé el
conteo de las larvas migradas y no migradas bajo un microscopio optico (40x y 10x). El
porcentaje de migracion larvaria (IMLL%) en cada concentracion se calcul6 utilizando la siguiente

térmula (Demeler ez al,, 2010b):

Larvas L3 no migradas

IML% = 100

Numero total de larvas (migradas y no migradas) i

Los datos obtenidos en los diferentes bioensayos se expresaron como media * desviacion
estandar (DE). Los porcentajes de mortalidad y motilidad fueron transformados mediante la
transformacion arcoseno de la raiz cuadrada con el propésito de satisfacer los supuestos de

normalidad y homogeneidad de varianzas requeridos para los analisis paramétricos.

Posteriormente, los datos fueron analizados mediante un anilisis de varianza de dos vias
(ANOVA), considerando como factores el tratamiento y la concentracion. Para los ensayos de
mortalidad larvaria, las diferencias entre tratamientos se evaluaron mediante la prueba de
comparaciones multiples de Dunnett, utilizando ivermectina (IVE) como control de referencia.
En los ensayos de motilidad larvaria, las comparaciones entre concentraciones dentro de cada

tratamiento se realizaron mediante la prueba de comparaciones multiples de Tukey.

En todos los analisis se consideré un nivel de significancia de a = 0.05 (p < 0.05). Los analisis
estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism versiéon 8.0.1 (GraphPad

Software Inc., San Diego, California, EE. UU.).

6.2.4 Evaluacion de la actividad AA

6.2.4.1 Cultivo celular de macréfagos RAW 264.7

Para esta prueba se utilizo la linea celular de macréfagos murinos RAW 264.7 (ATCC), los cuales
fueron cultivados en medio DMEM/F12 (Biowest) suplementado con 10 % de suero fetal
bovino (FBS; GIBCO) inactivado por calor, sin antibiéticos. Las células se mantuvieron en cajas

de cultivo de 25 cm? a 37°C en una atmdsfera humidificada con 5 % de CO5 hasta su uso.
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6.2.4.2 Tratamiento de macr6fagos y estimulacién con LPS

Se utilizaron placas de 96 pocillos, en donde se sembraron las células RAW 264.7 a una densidad
de 2 X 10° células/pocillo en 180 ul. de medio DMEM/F12 suplementado con 10 % de FBS, y
se incubaron durante 1 ha 37°C y 5 % de CO, (Flores-Vallejo ¢ al, 2020). A continuacion, se
adicionaron 20 pL. de cada compuesto (acido pentadecanoico, acido estearico, acido palmitico,
acido linoleico, allitol, adonitol, xilitol, trealosa, {-sitosterol y ergosterol) a diferentes
concentraciones (75, 50, 25, 10 y 5 pg/mL), empleando dimetilsulféxido (DMSO; Sigma-
Aldrich) al 0,5 % v/v como vehiculo, ademds de usar clorhidrato de aminoguanidina (Sigma-
Aldrich) como control positivo en las mismas concentraciones antes mencionadas. Las placas se

incubaron durante 1 h bajo las mismas condiciones descritas anteriormente.

Tras este periodo, los macréfagos fueron estimulados con lipopolisacaridos (LPS, 1 ug/mL) de
Escherichia coli serotipo O111:B4 (Sigma-Aldrich) y se incubaron durante 24 h para inducir la
produccién de 6xido nitrico (NO) (del Carmen Flores-Vallejo ef al., 2020).

6.2.4.3 Evaluacion de la respuesta antiinflamatoria

Transcurrido el tiempo de incubacion, se tomaron 100 uL del sobrenadante de cada pocillo y se
mezclaron con 100 pL del reactivo de Griess en placas de 96 pocillos independientes. I.a mezcla
se incub6 durante 10 min a temperatura ambiente y la absorbancia se midié a 540 nm empleando
un lector de microplacas SpectraMax® iD3 para cuantificar la produccién indirecta de NO con
relacién a una curva estandar para la detecciéon de NO por el reactivo de Griess realizada

previamente (Gesto, 2019).

Como paso siguiente se determino la viabilidad celular mediante el ensayo de rezasurina (Ahmed
et al., 1994). Para esto, se retiré todo el sobrenadante de las placas que no tenfan reactivo de
Griess y se agregaron 180 pL. de medio DMEM/F12 suplementado con 10% de FBS y 20 pL de
rezasurina 2 mM (Sigma-Aldrich). Las placas se incubaron durante 12 h a 37°C en una atmosfera
humidificada con 5 % de CO5. La fluorescencia se registrd a longitudes de onda de excitacién y
emision de 544 y 590 nm, respectivamente, utilizando un lector de microplacas SpectraMax®
iD3. Finalmente, se calcularon los porcentajes de viabilidad celular tomando como 100% de

viabilidad las células sin ningun tratamiento (Flores-Vallejo ez af, 2020).

Los resultados se expresaron como media * desviacion estandar. Las diferencias en la

concentracién de nitritos y la viabilidad celular se analizaron mediante un ANOVA de dos vias,
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seguido de la prueba 7 de Dunnett. Se consider6 estadisticamente significativa una p < 0,05.

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism version 8.01

(GraphPad Software Inc.).
6.2.5 Evaluacion de la actividad citotéxica

6.2.5.1 Cultivo celular de lineas de cancer

Se utilizaron las lineas celulares de cancer humano de mama (MCF-7; HTB-22) y pancreas
(PANCT; CRL-1469) de la ATCC (American Type Culture Collection, EE) junto con la linea de
queratinocitos humanos (HaCAT). Los cultivos celulares MCF-7 y PANCI se cultivaron en medio
RPMI-1640 (Sigma Aldrich) suplementado con suero bovino fetal al 10 % (SFB, Invitrogen) y la
linea celular HaCAT fue cultivada en medio DMEM/F12 (Biowest) suplementado con 10 % de
suero fetal bovino (FBS; GIBCO), todos los cultivos celulares se mantuvieron en cajas de cultivo

de 25 cm? a 37°C en una atmodsfera humidificada con 5 % de CO5 hasta su uso.

6.2.5.2 Tratamiento celular con los compuestos

Los cultivos celulares se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 4,000 células por
pocillo en 190 uL. de medio RPMI-1640 suplementado con 10% FBS. Las células se incubaron
a 37°C en una atmosfera humidificada con 5% de CO; para permitir su adhesion y crecimiento.
A continuacion, se afladieron 10 uL. de cada compuesto a diferentes concentraciones (37.5, 25,
12.5, 5y 2.5 pg/mL), utilizando DMSO al 0.5 % como vehiculo y podofilotoxina como control
positivo. Las placas se incubaron bajo las condiciones descritas anteriormente (37°C; 5% CO»)

durante periodos de 48 y 72 h.

6.2.5.3 Evaluacion de la citotoxicidad

Al finalizar las 48 y 72 h de incubacion, las células fueron fijadas mediante la adicion de acido
tricloroacético (TCA) al 30% frio, lo que provoca la precipitacion de las proteinas celulares y
detiene la actividad metabdlica, permitiendo conservar la biomasa celular adherida a la placa. Las
placas se incubaron a 4°C durante 1 h y posteriormente se lavaron cuidadosamente con agua
MQ para eliminar restos de medio de cultivo, compuestos no unidos y células no adheridas. Tras

los lavados, las placas se dejaron secar a temperatura ambiente.

Una vez fijadas las células, se afiadié una solucién de Sulforodamina B al 0.4 % y se incubd

durante 30 min a temperatura ambiente, protegidas de la luz, para permitir la unién del colorante

46



a las proteinas celulares. El exceso de colorante no unido se eliminé mediante lavados repetidos
con acido acético al 1 %, y las placas se dejaron secar completamente. Finalmente, el colorante
unido a las proteinas celulares se solubilizé mediante la adicién de una soluciéon de Tris base 10
mM (pH 10.5) y se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm utilizando un lector

de microplacas (Vichai y Kirtikara, 2000; Alejandre-Garcia ez al., 2015).

La viabilidad celular se expresé como porcentaje respecto al control sin tratamiento, y a partir
de estos datos se calcularon los valores de concentracién inhibitoria media (ICsg), definida como
la concentracién del compuesto necesaria para inhibir el 50 % del crecimiento celular tras el
periodo de incubacién. Los compuestos con un valor de Concentracion inhibitoria (ICs)) = 4

pg/mL se consideran citotéxicos de acuerdo con las directrices del NCI (Suffness, 1990)
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion se presentan y discuten los resultados obtenidos de la evaluacion i silico e in vitro
del efecto antihelmintico, antiinflamatorio y citotéxico de acidos grasos, azucares y esteroles
seleccionados. Los resultados se organizaron de acuerdo con cada actividad biologica evaluada,
integrando los estudios de acoplamiento molecular con los ensayos experimentales
correspondientes, con el fin de analizar la relaciéon entre la afinidad de unién, los efectos

biolégicos observados y el potencial farmacoldgico de los compuestos estudiados.

7.1 Acoplamiento molecular y evaluacién del efecto antihelmintico

El protocolo de acoplamiento molecular fue previamente validado mediante un procedimiento
de redocking utilizando la estructura cristalografica del canal de GluCl de C. elegans (PDB 1D:
3RHW). El ligando co-cristalizado ivermectina fue extraido del sitio activo y posteriormente
reacoplado bajo las mismas condiciones empleadas para los compuestos en estudio. Una vez
validado el modelo, se procedié al analisis del acoplamiento molecular de los compuestos

evaluados.

Los estudios de acoplamiento molecular (Cuadro 3) realizados frente a GluCl mostraron que el
compuesto de referencia ivermectina presentd la energia de acoplamiento mas baja (-13.57
kcal/mol), validando el modelo por su conocida actividad antiparasitatia sobre este canal. Entre
los compuestos evaluados, los esteroles ergosterol (-10.25 kecal/mol) y B-sitosterol (-10.18
kcal/mol) mostraron una alta afinidad tedrica, cercana a la del control positivo, lo que sugiere
un potencial relevante de interaccién con el canal idnico. En contraste, los acidos grasos y
azucates presentaron energias de acoplamiento superiores a -4.5 kcal/mol, indicando afinidades

menores y, por tanto, un potencial de interaccién reducido en este blanco.
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Cuadro 3. Energfas libres de unién de los compuestos evaluados frente a los canales de cloro activados
por glutamato (GluCl)

Energia de

Compuesto

acoplamiento(kcal/mol)
Ivermectina -13.57
Ergosterol -10.25
B-sitosterol -10.18
Acido linoleico -4.59
Acido palmitico -4.47
Acido pentadecanoico -4.36
Trealosa -4.32
Acido estearico -4.22
Xilitol _3.44
Adonitol -3.19
Allitol -2.26

La Figura 13 muestra las interacciones establecidas entre la proteina GluCl de Haemonchus contortus
y los ligandos ivermectina (a), ergosterol (b) y -sitosterol (c). En todos los complejos analizados
se observa la participacién de los aminoacidos Thr257, GIn260 y Thr285 de la cadena A, asi
como Val218 de la cadena B, los cuales han sido descritos como residuos esenciales del sitio

activo del canal (Sanches-Politi ¢# a/, 2021).

En el caso de la ivermectina, se identificaron multiples enlaces de hidrégeno convencionales con
los residuos Ttrp335, Leu2l18, Ser60 y Gly281, lo que resalta la capacidad del ligando para
establecer un anclaje polar estable dentro del canal. De manera simultanea, se observaron
diversas interacciones hidrofobicas con los residuos Phe213, 1le222, I1e229, Cys225, Met220,
Leu217, Phe288 y Met284, ademas de contactos con Val218, un residuo clave del sitio activo.
Este patron de interacciones es consistente con la naturaleza anfifilica de la ivermectina y con su
afinidad bien documentada por los canales GluCl, donde actia como un modulador alostérico

altamente eficaz.

Por otro lado, el modo de unién del ergosterol se caracterizé principalmente por interacciones

hidrofébicas. El nicleo esteroidal del compuesto se estabilizé mediante contactos de tipo alquilo
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y m-alquilo con los residuos I1e222, Pro223, Met226, Met284, 11e280, Leu218 y Phe288,
generando un entorno altamente no polar acorde con su estructura quimica. Aunque se detectd
un enlace de hidrégeno con Thr257, un residuo crucial del sitio activo, la interaccion global
estuvo dominada por la complementariedad hidrofébica. Este comportamiento concuerda con
la naturaleza mayoritariamente apolar de los esteroles y su tendencia a localizarse en cavidades

transmembranales de baja polaridad.

Finalmente, en el complejo formado por B-sitosterol, el grupo hidroxilo del esteroide establecié
enlaces de hidrégeno bien definidos con los residuos Asp277 y Gln219, ademas de un contacto
polar adicional con I1e280, lo que sugiere la formacion de sitios especificos de reconocimiento
dentro del sitio activo. De forma concomitante, el resto de la molécula participé en multiples
interacciones hidrofdbicas con los residuos Met226, Met284, 11e222, 11e229, Leu218, Phe288,
Cys225 y Pro223, incluyendo contactos con Val218 que contribuyen a la estabilizacion del anillo

esteroidal dentro del sitio activo.
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Figura 13. Representacién de los complejos proteina-ligando (a) ivermectina, (b) ergosterol, (c) B-

sitosterol obtenidos mediante acoplamiento molecular en GluCl de H. contortus
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En lo que refiere a los resultados del ensayo de mortalidad contra larvas infectantes 1.3 de H.
contortus el analisis de los datos (Figura 14) revel6 que el tratamiento con ivermectina (IVE)
destaco por presentar los porcentajes mas elevados de mortalidad presentando un efecto dosis-
dependiente y confirmando su eficacia consistente y robusta. Por el contrario, el tratamiento con
adonitol, xilitol y trealosa mostro los niveles mas bajos de mortalidad. En lo que respecta a los
esteroles (BST, ERG) y los acidos grasos (APA, APE, AES, ALN) el tratamiento con mayor
eficacia fue ALN con un 39 % de mortalidad a una concentracién de 1 mg/mlL, seguido del

ergosterol (26%) y el B-sitosterol (22%) a la misma concentracion.
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Figura 14. Mortalidad de los diferentes tratamientos sobre larvas infectantes L3 de H. contortus. IVE
(ivermectina), BST (B-sitosterol), ERG (ergosterol), APA (acido palmitico), APE (icido pentadecanoico),
AES (acido estearico), ALN (4cido linoleico), ADO (adonitol), TRE (trealosa), XIL (xilitol). Los datos se
expresan como media * desviacion estandar (n = 4). * indica diferencias significativas entre los tratamientos
(ANOVA, prueba post hoc de Tukey, p < 0,05) *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, “ns” no hubo diferencia

significativa.

Cabe mencionar que uno de los criterios para distinguir las larvas vivas de las muertas fueron la
motilidad y la respuesta a estimulos fisicos. Durante las lecturas del ensayo, se consideraron vivas
todas las larvas que se movian con rapidez y regularidad normal. Las larvas que estaban en forma

de “C” o completamente estiradas se consideraban muertas y aquellas larvas que no cumplian
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con lo anterior se estimulaban fisicamente. Si tras esta estimulacién no se movian se
consideraban muertas, mientras que las que mostraban un movimiento ligero, mas lento y
reducido de lo normal se encontraban en un estado intermedio clasificandolas como inméviles

pero vivas, es decir, bajo un efecto inhibidor de la motilidad.

Larva muerta

()& TLarva inmévil

Larva viva —

Figura 15. Microfotograffa representativa de larvas L3 de H. contortus utilizadas en el ensayo de
mortalidad larvaria observadas bajo microscopio éptico 10x. Se observan diferentes posturas
corporales, incluyendo larvas extendidas y enrolladas, indicativas de alteraciones en la motilidad. Las

flechas sefialan las estructuras analizadas.

Tomando en cuenta lo anterior, se observé que solo los acidos grasos presentaron un efecto
inhibidor de la motilidad larvaria confirmando este efecto con la prueba de migracion larvaria tal
como se describe en la metodologia. Con este ensayo se pudo observar que el tratamiento con
ALN present6 el mayor efecto con la concentraciéon mas baja evaluada, mientras que
concentraciones mas altas no aumentaron de forma consistente el efecto inhibidor. Sin embargo,
todos los tratamientos mostraron un efecto predominante al reducir la motilidad larvaria, aunque

no se observé una relacion dosis-dependiente (Figura 16).

Diversos estudios han demostrado el potencial nematicida de los acidos grasos (AG) frente a
distintos nematodos. Zhang e a/. (2012) evaluaron nueve AG contra el fitoparasito Meloidogyne
incognita y reportaron que los acidos butirico, caprilico, caprico, laurico, miristico, palmitico y

oleico redujeron significativamente la reproduccion del parasito, ademas de inhibir la eclosion
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de huevos. En particular, el acido caprico disminuyd la tasa de eclosion hasta un 15.8%, y varios

de estos AG alcanzaron una mortalidad del 50% en juveniles de segundo estadio a 2,000 pumol /L.
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Figura 16. Efectos de los acidos grasos en la prueba de migracion larvaria de Haemonchus contortus. LEV
(levamisol), APA (dcido palmitico), APE (acido pentadecanoico), AES (acido estedrico), ALN (acido
linoleico). Los datos se expresan como media * desviacién estindar (n = 4). Los asteriscos indican
diferencias significativas entre los tratamientos (ANOVA, prueba post hoc de Tukey, p < 0,05): *** p <

0,001. Los asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos tratado y control.

Por su parte, Panda e /. (2020), mediante fraccionamiento biodirigido de extractos etanolicos
de Holigarna caustica, identificaron al 4cido linoleico como el principal responsable de la actividad
nematicida contra Caenorbabditis elegans, con una ICsq de 0.2 ng/mL. Asimismo, Pineda-Alegtia
et al. (2020) evaluaron los acidos pentadecanoico, palmitico, estearico y linoleico contra huevos
y larvas de H. contortus, observando que el acido palmitico y el estearico inhibieron
completamente la eclosién en determinadas combinaciones, mientras que la mezcla de los cinco

compuestos produjo un efecto dosis-dependiente con 100% de mortalidad larvaria a las 24 h.
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En el presente estudio, aunque el acido linoleico mostré la mayor actividad nematicida entre los
compuestos evaluados, los porcentajes de mortalidad obtenidos fueron inferiores a los
reportados en algunos trabajos previos. Estas diferencias podrian atribuirse a variaciones
metodologicas, concentraciones empleadas y, de manera relevante, al uso de una cepa de H.
contortus resistente a benzimidazoles. La resistencia antihelmintica se asocia principalmente con
mutaciones en el gen de la B-tubulina, las cuales pueden generar adaptaciones fisiologicas que
modifiquen la susceptibilidad basal del parasito y potencialmente influyan en su respuesta frente
a otros compuestos (Rufener ez a/, 2009; Shokrani ez al., 2012). En este contexto, la menor
magnitud del efecto observado no necesariamente refleja una baja actividad intrinseca de los
acidos grasos, sino que podria estar relacionada con el perfil genético particular de la cepa
utilizada, lo cual aporta mayor relevancia aplicada a los resultados considerando la creciente

prevalencia de resistencia en campo.

Los mecanismos antiparasitarios de los AG atn no estan completamente dilucidados; sin
embargo, se ha propuesto que su actividad nematicida podria deberse a la alteraciéon de la
integridad de la cuticula o de la hipodermis mediante un efecto tipo detergente, o a su interaccion
directa con regiones lipofilicas de las membranas plasmaticas. En particular, el acido linoleico
podria modular receptores ionotrépicos de neurotransmisores como GABA y NMDA, blancos
farmacolégicos de diversos antihelminticos, lo que sugiere un posible mecanismo neurotéxico

complementario (Davis ez al., 1997; Liu et al., 2018).

Respecto al analisis de acoplamiento molecular realizado, se puede observar que los compuestos
que mejor afinidad tienen a la proteina blanco fueron ergosterol y B-sitosterol, ambos con una
energfa de acoplamiento similar a la del control ivermectina, lo que nos estarfa indicando que
estos compuestos pueden afectar a los nematodos a través de los canales de cloro ligados a
glutamato. Sin embargo, si comparamos estos resultados con los de las pruebas i vitro podemos
observar que hay una variacién entre los compuestos que tuvieron un efecto de mortalidad
positivo y sus energias de acoplamiento. Esto puede suceder por varios factores, entre ellos
debemos tener en cuenta que las simulaciones se realizan a condiciones diferentes (variaciones
de temperatura, pH, y concentracion idnica), a las de un ensayo  vitro. Ademas, los analisis de
acoplamiento molecular se realizan en escalas de tiempo muy cortas, mientras que las
interacciones biologicas pueden ocurrir en escalas de tiempo mas largas (minutos, horas, dfas),

lo que puede llevar a diferencias en los resultados observados. Si bien los analisis de acoplamiento
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molecular son herramientas poderosas para predecir y entender las interacciones entre ligandos
y proteinas, es fundamental considerar estas limitaciones y diferencias al interpretar los
resultados. Las pruebas 7z vitro y otros métodos experimentales siguen siendo cruciales para
validar y complementar los hallazgos de las simulaciones computacionales, proporcionando una

comprension mas completa y precisa de la biologia subyacente.

7.2 Acoplamiento molecular y evaluacion del efecto antiinflamatorio

El protocolo de acoplamiento molecular fue previamente validado mediante un procedimiento
de redocking utilizando la estructura cristalografica de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible
(iNOS, PDB ID: 3E65). El ligando cocristalizado (Inhibidor AR-C120011) fue extraido del sitio
activo y posteriormente reacoplado bajo las mismas condiciones empleadas para los compuestos
en estudio. Una vez validado el modelo, se procedi6 al analisis del acoplamiento molecular de

los compuestos evaluados.

Los resultados (Cuadro 4) revelaron que el B-sitosterol fue el compuesto con mayor afinidad de
acoplamiento (-11.39 kcal/mol), seguido por el ergosterol (-10.90 kcal/mol), superando la
afinidad del inhibidor AR-C120011 (-10.16 kcal/mol) y de la aminoguanidina (-4.70 kcal/mol)
utilizada como control positivo debido a que es un inhibidor selectivo de iNOS, ayudando a

reducir el estrés oxidativo tisular.

Cabe destacar que, a pesar de su menor energia de afinidad, la aminoguanidina es un inhibidor
bien caracterizado de la iNOS, lo que sugiere que su mecanismo de accidén esta mas relacionado
con interacciones especificas dentro del sitio catalitico que con una alta afinidad global predicha
pot acoplamiento molecular, ya que ha sido ampliamente descrita como un inhibidor selectivo
de esta isoforma en diversos modelos biolégicos (Pitsikas, 2024). Su naturaleza altamente polar
y su bajo peso molecular limitan las interacciones hidrofébicas extensivas, predominantes en
compuestos como los esteroles, pero favorecen interacciones dirigidas como puentes de
hidrégeno y contactos electrostaticos con residuos clave implicados en el reconocimiento del

sustrato natural (Ryszkiewicz ez al., 2025).
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Cuadro 4. Valores de energfa de afinidad de los compuestos evaluados

Energia de afinidad

Compuesto (kcal/mol)
Aminoguanidina (Control positivo) -4.70
Inhibidor AR-C120011 -10.16
B-sitosterol -11.39
Ergosterol -10.90
Acido linoleico -7.27
Acido palmitico -6.29
Acido estearico -6.26
Acido pentadecanoico -6.20
Trealosa -5.99
Adonitol -4.70
Xilitol _4.42
Allitol -4.27

Con el fin de analizar la naturaleza de las interacciones responsables de las altas afinidades
obtenidas, se evaluaron los diagramas bidimensionales de interacciéon de los compuestos con

mejor desempefio energético (Figura 17).

El inhibidor co cristalizado AR-C120011 (Figura 17a) establecié multiples interacciones
hidrofdbicas con residuos como PHE A:288, ILE B:222, LEU B:217 e ILE B:229, ademas de
enlaces de hidrégeno con TRP B:335 y SER A:260, lo que contribuye a su estabilidad dentro del
sitio activo. Por su parte, el B-sitosterol (Figura 17b) mostré un predominio de interacciones
hidrofébicas con residuos tales como MET B:226, ILE B:222, PRO B:223, ILE A:280 y PHE
A:288 este patron sugiere una fuerte complementariedad con el entorno hidrofébico del bolsillo
catalitico. De manera similar, el ergosterol (Figura 17c) exhibi6 interacciones hidrofébicas con
CYS B:225, MET B:226, LEU B:218 ¢ ILE B:229, ademas de enlaces de hidrégeno con ASP
A:277 y GLN B:219, contribuyendo potencialmente a la estabilidad del complejo proteina-
ligando.
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En conjunto estos resultados indican que los compuestos de naturaleza esteroidal presentan una

mayor complementariedad estructural con el sitio activo de iNOS, favorecida principalmente

por interacciones hidrofébicas dentro del sitio catalitico. No obstante, la afinidad superior

observada respecto al inhibidor co-cristalizado debe interpretarse con cautela, dado que las

energias de acoplamiento constituyen estimaciones tedricas que no necesariamente reflejan la

potencia inhibitoria real.
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Figura 17. Diagrama bidimensional de las interacciones moleculares entre los compuestos con mayor

afinidad y el sitio activo de la iNOS (PDB ID: 3E65). (a) Inhibidor cocristalizado AR-C120011; (b) B-

sitosterol; (c) Ergosterol. Las lineas verdes indican enlaces de hidrégeno y las lineas rosadas interacciones

hidrofébicas (alquilo y n-alquilo).
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En concordancia con los resultados 7 silico, el ensayo de Griess (Figura 18) demostré que la
estimulacién con LPS incrementd la produccion de 6xido nitrico (67.34 = 2.18 uM) confirmando
la activaciéon de la via inflamatoria dependiente de iINOS, descrita en macréfagos murinos

activados (Forstermann & Sessa, 2012).

Todos los compuestos evaluados redujeron significativamente la produccién de NO en
comparacion con el grupo control LPS+, observandose en varios casos una tendencia dosis-
dependiente. Los esteroles BST y ERG fueron los compuestos que mostraron la mayor afinidad
de unién predicha en los analisis de acoplamiento molecular y, ademas, presentaron una
inhibicién de NO sostenida en todo el rango de concentraciones evaluado. Este efecto coincide
con lo reportado por Yuan et a/. (2019) donde evaluaron el efecto del ergosterol, B-sitosterol,
estigmasterol, campesterol y acetato de ergosterol en células RAW 264.7 inducidas por LPS
reportando una disminucién en la producciéon de NO y TNF-a al inhibir la fosforilaciéon de ERK
(quinasa regulada por sefiales extracelulares), lo que sugiere que sus efectos antiinflamatorios
pueden estar relacionados con la via de sefalizaciéon de ERK, que podria reducir la expresion de

COX-2, iNOS y TNF-a inducida por LPS y finalmente conducir a la reducciéon de NO.

El efecto antiinflamatorio de los esteroles puede estar relacionado con diversos mecanismos
como su capacidad para afectar la polarizacion celular (Shen ef a/.,2024), su estructura quimica
debido a la posicion del doble enlace y el etilo, ademas, las caracteristicas estéricas, electronicas
o hidrofébicas también son factores influyentes (Yuan ez al., 2019). De acuerdo con Shen ef al.,
(2024) los esteroles podrian inhibir la producciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS),
inhibiendo asi la activacion de la quinasa IxB (IKK) e inhibiendo atin mas la actividad de NF-
#B y su expresiéon en el nucleo. Al mismo tiempo, los esteroles también podrian inhibir la
activacion de las quinasas MAP mediante la estimulacion inflamatoria a través de receptores y
proteinas relacionados, impidiendo asi su regulaciéon de los factores de transcripcion
relacionados. Finalmente, la produccién de factores inflamatorios (TNF-a, COX-2, iNOS) se
reduce y el contenido de NO disminuye. Sin embargo, no hay muchos estudios donde se
demuestre que la actividad antiinflamatoria de los esteroles sea relacionada por su estructura

quimica por lo que hacen falta mas estudios que lo comprueben.

En lo que refiere a los acidos grasos, se puede observar que no hubo una disminucién
significativa en la produccién de NO en comparaciéon con el control, en la mayoria de las

concentraciones evaluadas los niveles de NO se mantuvieron relativamente cercanos al control
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AMG, e incluso se observa una tendencia a incrementarse en concentraciones mas elevadas.
Estos resultados nos indican que bajo las condiciones experimentales empleadas en este trabajo
estos AG no ejercen un efecto antiinflamatorio directo en la inhibicién de la produccion de NO

en células RAW 264.7.

Este comportamiento coincide con estudios previos que han demostrado que algunos acidos
grasos saturados pueden promover respuestas inflamatorias en macréfagos. Tal es el caso del
acido palmitico el cual ha sido descrito como un mediador capaz de inducir la expresion de
mediadores inflamatorios al estimular la producciéon de iNOS, TNF-« y proteina C reactiva (Wu

et al., 2014).

En otro estudio realizado por Hwangbo ez al. (2021) se reporté que el acido palmitico puede
potenciar la respuesta inflamatoria en macréfagos RAW 204.7 estimulados con LPS al
incrementar la producciéon de mediadores inflamatorios como NO, IL-18 e IL-6. Este efecto se
relaciona con la activacién de rutas de sefializacion intracelular asociadas con TLR4 y NF-kB,

las cuales regulan la expresion de genes inflamatorios.

En lo que refiere al acido linoleico un acido graso poliinsaturado perteneciente a la familia
omega-6, tampoco mostr6 una reduccion evidente en la produccion de NO. Es bien sabido que
algunos AG poliinsaturados pueden ejercer efectos antiinflamatorios mediante la modulacién de
la expresion de iINOS, sin embargo, estos efectos suelen depender del tipo especifico de AG. Se
ha observado que los AG omega-3 pueden disminuir mejor la produccién de NO en macréfagos

al reducir la expresion de iNOS y el transporte de L-arginina (Huang ez 4/, 2013).

En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que los acidos grasos evaluados no presentan un
efecto antiinflamatorio significativo en términos de inhibicién de la producciéon de NO en
macréfagos RAW 264.7 estimulados con LPS. Este hallazgo resalta la importancia de considerar
las caracteristicas estructurales de los lipidos, como el grado de saturacién y la longitud de la
cadena carbonada, asi como el contexto metabdlico y celular, al evaluar su potencial modulador
sobre la respuesta inflamatoria. Asimismo, es posible que estos compuestos ejerzan efectos
biolégicos en otros procesos celulares relacionados con el metabolismo lipidico, el estrés
oxidativo o la regulacién de citocinas inflamatorias, mas que en la modulacién directa de la

producciéon de NO.
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Finalmente, los polioles mostraron una reduccién en la produccion de NO, particularmente en
concentraciones de 5-25 ug/mlL, lo que concuerda con estudios donde se ha reportado su efecto
antiinflamatorio. En este sentido, el xilitol ha sido de interés por sus beneficios en la salud dental,
debido a que se ha reportado que el consumo de xilitol a corto plazo puede inhibir la produccién
de las citocinas proinflamatorias TNF-a, IL-6 y IL-8 en infecciones dentales causadas por
Porphyromonas gingivalis y Streptococcus mutans (Han et al., 2005; Akgul ez al., 2020). También se ha
reportado que el xilitol es capaz de disminuir la produccién de mediadores inflamatorios en
modelos celulares y animales mediante la posible modulacién de la actividad de macréfagos y la
reduccion del estrés oxidativo (Salli ef a/., 2019), sin embargo, son necesarios mas estudios sobre
su uso como posible agente antiinflamatorio en otras enfermedades. En otro estudio por Yu ez
al. (2023) reportan que la trealosa reduce la prostaglandina E2 y el 6xido nitrico, en macréfagos

estimulados por LPS mediante la reprogramacién del metabolismo energético.

En general no hay muchos estudios sobre el efecto antiinflamatorio de los polioles, sin embargo,
el efecto observado en el presente estudio puede atribuirse a la alta densidad de grupos hidroxilo
que presentan los polioles, ya que esto les confiere una capacidad para interactuar con
biomoléculas y reducir la generaciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante la
activacion de vias antioxidantes lo que contribuye a limitar la activacion de iNOS y por ende la

produccion de NO (Huang ez al., 2025).

En conjunto, la integracién de los resultados computacionales y experimentales respalda el
potencial antiinflamatorio de los compuestos evaluados, en especial de aquellos con mayor
afinidad frente a iNOS. Sin embargo, es importante enfatizar que, aunque se observo una
concordancia parcial entre la afinidad tedrica y la inhibicioén experimental de NO, las energfas de
acoplamiento representan estimaciones computacionales que no necesariamente reflejan la
potencia inhibitoria real ni la cinética enzimatica y estos hallazgos deben interpretarse como

evidencia preliminar que requiere estudios adicionales para confirmar el mecanismo de accién.

Los resultados del ensayo de viabilidad celular (Figura 19) mostraron que los compuestos
evaluados no ejercieron efectos citotoxicos significativos a concentraciones de 5, 10 y 25 ug/mlL,
manteniendo porcentajes de viabilidad superiores al 80%. Ahora bien, a concentraciones de 50
y 75 ng/mkL se observaron reducciones significativas en TRE y AMG. Estos hallazgos indican
que los efectos observados en la producciéon de NO no pueden atribuirse a pérdida de viabilidad

celular, sino a un posible efecto modulador especifico sobre la actividad inflamatoria.
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Figura 18. Efecto de los compuestos sobre la produccion de NO en células RAW 264.7 estimuladas con LPS a diferentes concentraciones. Los
datos se expresan como media = DE. ***p < 0.001 vs LPS+. LPS: lipopolisacarido, ADO (adonitol), XIL (xilitol), ALI (allitol), TRE (trealosa),
BST (B-sitosterol), ERG (ergosterol), AES (acido estearico), APA (acido palmitico), APE (acido pentadecanoico), ALN (acido linoleico).
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Figura 19. Efecto de los compuestos evaluados sobre la viabilidad celular en células estimuladas con LPS a diferentes concentraciones (5, 10,
25,50 y 75 pg/mlL. LPS: lipopolisacarido, ADO (adonitol), XIL (xilitol), ALI (allitol), TRE (trealosa), BST (8-sitosterol), ERG (etgosterol),
AES (acido estearico), APA (acido palmitico), APE (acido pentadecanoico) y ALN (4cido linoleico).
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7.3 Evaluacion del efecto citotéxico

La actividad citotéxica de los compuestos se evalué mediante el método colorimétrico de
sulforodamina B (SRB), el cual se basa en la capacidad del colorante aniénico SRB para unirse
de manera estequiométrica a los residuos basicos de las proteinas celulares en condiciones acidas.
La cantidad de colorante retenido es directamente proporcional al contenido proteico total v,

por lo tanto, al numero de células viables presentes en el cultivo (Vichai y Kirtikara, 2000).

Se evalu6 la viabilidad celular de las lineas celulares cancerosas PANC-1 (CRL-1469) y MCF-7
(HTB-22), asi como de la linea no tumoral de queratinocitos HaCat, tras 48 y 72 h de exposicion
a los compuestos ADO, XIL, ALI, TRE, ERG, BST, APA, APE, AES y ALN en un rango de

concentraciones de 2.5-37.5 ug/mlL.

A las 48 h de exposicion (Figura 20a) la linea PANC-1 no mostréd una disminucion marcada en
la viabilidad celular, manteniéndose valores cercanos o superiores al 80% en la mayoria de las
concentraciones evaluadas. Algunos tratamientos como XIL, ALI, TRE, APA y AES
presentaron ligeras reducciones en la viabilidad a concentraciones intermedias, sin embargo,
estas variaciones no siguieron un patrén consistente, lo que sugiere una baja sensibilidad de esta

linea celular a los compuestos evaluados.

En la linea MCF-7 se observé un comportamiento similar, con valores de viabilidad
generalmente superiores al 90%. No obstante, algunos tratamientos, como ALI y TRE
mostraron ligeras disminuciones en la viabilidad a concentraciones elevadas. Por su parte, en la
linea HaCat, los compuestos no presentaron efectos citotoxicos evidentes, manteniendo la
viabilidad celular por encima del 100% en la mayoria de los casos. Este comportamiento sugiere
no solo la ausencia de toxicidad, sino también un posible efecto proliferativo leve, aunque a
concentraciones altas algunos compuestos como XIL, ALI y TRE mostraron una tendencia a

disminuir la viabilidad.

63



W 25z /mL
B 50 g /ml
. Ml 125 pg /mL
PANC-1 . PANG W 250 g /mL
140 Wl 375 pg /ml
~ 120 _ 100
< <
T 100 3 w0
= -
g 80 ) E 60
E £ RIS N1
= =
= i 1 e E 4
?E 40 £
0 »
0 0
o &y (e . ) & & ‘9 & L & & & £ &
S PILF T o@,@&\@ & N A R & @
& &
&p- &
&
MCE-7 MCE-7
160 120
’\;‘140 A]IXI
E;120 £
= 100 £ w
3 3z
> 80 S 60 .
: ST 1 [ E—
z o0 | N1 T
40 s
=
20 »
0- 0
O C & v & O I} o o B . -,
SEPFEFST Sy S FSEPEL TSIy S
M \“& @‘“
.\.,“'n S
B
&
Ha-CaT Ha-CaT
200 120
180
£ 160 G‘100
R T w
Z 120 E
~ 100 2
3 80 £ - N1 e
E 60 3w
£ mILLFS HITH O I 2
20
0 0
(SINY (<] L o & s % o v % DYEN o
SEPFLF TS & PSS S
)
» &
& Q°+“
&

Figura 20. Viabilidad celular determinada por el ensayo de sulforodamina B en lineas celulares tumorales PANC-1, MCF-7
y linea no tumoral HaCaT. a) Efecto tras 48 h de exposicion, b) efecto tras 72 h de exposicién. ADO (adonitol), XIL (xilitol),
ALI (allitol), TRE (trealosa), BST (B-sitosterol), ERG (ergosterol), AES (dcido estearico), APA (acido palmitico), APE (acido
pentadecanoico), ALN (acido linoleico), DMSO (dimetilsulféxido) y PDX (podofilotoxina).
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Estos resultados son consistentes con lo reportado para polioles, los cuales presentan en general
baja toxicidad. En particular, el xilitol (XIL) ha mostrado efectos inhibitorios en diversas lineas
celulares cancerosas, incluyendo A549, Caki, NCI-H23, HCT-15, HL-60, K562 y SK MEL-2,
ademas de inducir cambios morfologicos y autofagia en células de cancer de pulmén A549 (Park
et al., 2015). Asimismo, se ha descrito que el xilitol puede ejercer efectos supresores de tumores
mediante la induccién de estrés oxidativo y potenciar la actividad de agentes quimioterapéuticos
como 5-FU (Tomonobu e# al., 2020). Sin embargo, estos efectos parecen ser dependientes del
contexto celular y de la formulacién, lo que podria explicar la limitada actividad observada en el

presente estudio.

Tras 72 h de exposicion (Figura 20b) se observaron cambios mas notorios en la viabilidad celular.
En la linea PANC-1 la mayoria de los compuestos mantuvo valores de viabilidad entre el 70 y
100%, aunque ALI, APA y APE mostraron una disminucién mas evidente a la concentracion
mas alta (37.5 pug/mL). En contraste, la linea MCF-7 presenté una mayor sensibilidad,
evidenciada por una reduccién mas pronunciada en la viabilidad celular, particularmente con los
compuestos ALI, TRE, APA y APE, los cuales mostraron una tendencia mas clara hacia la
disminucién conforme aumentaba la concentracién, alcanzando valores cercanos o inferiores al
50% de viabilidad celular. A pesar de ello, esta respuesta no fue uniforme entre todos los

compuestos, lo que sugiere mecanismos de accion diferenciados.

En este contexto, el acido palmitico (APA) ha sido ampliamente descrito como un inductor de
lipotoxicidad, capaz de promover la generacion de especies reactivas de oxigeno y la activacion
de vias apoptoticas de manera dependiente del tiempo y la concentracion (Urso e al., 2021; Sergi
et al., 2022). La disminuciéon observada en la viabilidad celular a tiempos prolongados podria
estar asociada con estos mecanismos. De manera similar, el acido pentadecanoico (APE) ha
demostrado ejercer efectos citotoxicos en células MCF-7/SC con un valor de ICspde 119 + 5,21
uM mediante la modulacién de la via de sefializacion JAK2/STAT3 (To et al., 2020). Asimismo,
se ha reportado que el 4cido estearico (AES) puede inhibir la proliferaciéon de células de cancer
de mama 2 vitro (Evans et al., 2009), lo que respalda parcialmente los efectos observados en este

estudio.

Por otro lado, en la linea no tumoral HaCat, los compuestos mostraron en general una menor

citotoxicidad en comparacion con las lineas tumorales, manteniéndose la viabilidad celular
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mayoritariamente por encima del 70%. Este comportamiento sugiere una posible selectividad

hacia células cancerosas, aunque de manera limitada.

En conjunto, los resultados obtenidos indican que el incremento en el tiempo de exposicién
potencia moderadamente el efecto citotdxico de algunos compuestos, particularmente en la linea
MCF-7. Este comportamiento sugiere un efecto dependiente del tiempo, posiblemente asociado
a la acumulacion progresiva de dafo celular. Sin embargo, la ausencia de una respuesta dosis-
dependiente clara en la mayorfa de los tratamientos indica una baja potencia citotéxica, lo cual
limita la interpretaciéon cuantitativa de la actividad biologica. En consecuencia, la estimacién de

valores de ICsono resulta adecuada bajo las condiciones experimentales evaluadas.

9. CONCLUSIONES

El presente estudio integro el analisis 7 silico y las evaluaciones bioldgicas 7 vitro para caracterizar
la actividad de diversos compuestos. El analisis de acoplamiento molecular permiti6 identificar
multiples conformaciones estables de los complejos ligando-proteina, destacando energfas de
acoplamiento favorables para los compuestos B-sitosterol y ergosterol, lo que sugiere una

afinidad relevante hacia los blancos moleculares evaluados.

En los ensayos bioldgicos, los compuestos ergosterol, B-sitosterol, acido estearico y acido
linoleico mostraron un efecto inhibitorio sobre la mortalidad de larvas infectantes 1.3, mientras
que los acidos grasos evidenciaron un efecto sobre la motilidad larvaria, lo que sugiere una
posible interferencia en procesos fisiologicos del nematodo H. contortus. Por otro lado, el B-
sitosterol presentd el mayor efecto inhibitorio sobre la producciéon de nitritos, aunque esta
reduccion fue leve y dependiente de la concentracién, mientras que el resto de los compuestos
no mostr6 diferencias significativas respecto al control positivo, indicando una capacidad

limitada para modular la respuesta inflamatoria inducida por LPS.

En cuanto a la actividad citotoxica, los compuestos evaluados mostraron en general una baja
potencia citotoxica en las lineas celulares PANC-1, MCF-7 y HaCaT, caracterizada por la
ausencia de una respuesta dosis-dependiente clara y por la imposibilidad de estimar valores
confiables de 1Cso. No obstante, se observé un incremento moderado en el efecto citotéxico a
tiempos de exposicion prolongados, particularmente en la linea MCF-7, lo que sugiere un

comportamiento dependiente del tiempo y del tipo celular. Asimismo, la menor susceptibilidad
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observada en la linea no tumoral HacaT indica una posible selectividad biologica, aunque

limitada.

En conjunto, los resultados sugieren que, si bien los compuestos presentan afinidad molecular y
ciertos efectos bioldgicos especificos, su actividad citotoxica y antiinflamatoria es limitada bajo
las condiciones evaluadas. Sin embargo, su capacidad para afectar procesos como la motilidad
larvaria y su comportamiento dependiente del tiempo en modelos celulares resaltan su potencial
como moduladores biolégicos, lo que justifica la realizaciéon de estudios adicionales enfocados
en mecanismos de accién y en la optimizacion de condiciones experimentales para potenciar su

actividad.

10. REFERENCIAS

Abbott, K. A., Taylor, M. A., & Stubbings, L. A. (2012). Sustainable worn control strategies for sheep: A technical

manual for veterinary surgeons and advisers (3rd ed.).

Agu, P. C., Afiukwa, C. A., Orji, O. U, Igwe, D. O., Okeke, E. S., & Mbaoji, F. N. (2023). Molecular
docking as a tool for the discovery of molecular targets of nutraceuticals in diseases management.

Scientific Reports, 13, 13398. https://doi.org/10.1038/s41598-023-40160-2

Aires, D., Teixeira, D., Marques, M. P. M., & Simdes, S. (2015). Cytotoxic activity and chemical
composition of the root extract from the Mexican species Linum scabrellun: Mechanism of action
of the active compound 6-methoxypodophyllotoxin. Evidence-Based Complementary and Alternative
Medicine.

Akgiil, O., Topaloglu Ak, A., Zorlu, S., Oner Ozdas, D., Uslu, M., & Cayirgan, D. (2020). Effects of
short-term xylitol chewing gum on pro-inflammatory cytokines and Streptococcus mutans: A
randomized, placebo-controlled trial. International Journal of Clinical Practice, 74(9), €13623.
https://doi.org/10.1111 /ijcp.13623

Alejandre-Garcfa, 1., Alvarez, L., Cardoso-Taketa, A., Gonzalez-Maya, L., Antunez, M., Salas-Vidal, E.,
Diaz, J., F., Marquina-Bahena, S., Villarreal, M., L. (2015). Cytotoxic activity and chemical
composition of the root extract from the mexican species Linum scabrellur: mechanism of action

of the active compound 6-methoxypodophyllotoxin. Evidence-Based Complementary and Alternative
Medicine, 20715(1), 298463.

67


https://doi.org/10.1038/s41598-023-40160-2
https://doi.org/10.1111/ijcp.13623

Aslantiirk, O. S. (2018). Ir vitro cytotoxicity and cell viability assays: Principles, advantages, and
disadvantages. En A. Larramendy & S. Soloneski (Eds.), Genotoxicity: A predictable risk to onr actual
world. IntechOpen. https://doi.org/10.5772/intechopen.71923

Bartlett, J. M. S., Sgroi, D. C., Treuner, K., Zhang, Y., Ahmed, I, Piper, T., Salunga, R., & Viale, G.
(2019). Breast cancer index and prediction of benefit from extended endocrine therapy in breast
cancer patients treated in the aTTom trial. Annals of Oncology, 30(11), 1776-1783.

https://doi.org/10.1093 /annonc/mdz289

Becerra-Nava, R., Quiroz-Romero, H., Mendoza-de Gives, P., & Liébano-Hernandez, E. (2014). First
report of cattle farms with gastrointestinal nematodes resistant to levamisole in Mexico.

Veterinary Parasitology, 204(3—4), 285-290.

Bin Sayeed, M. S., & Ameen, S. S. (2015). Beta-sitosterol: A promising but orphan nutraceutical to fight
against cancet. Nutrition and Cancer, 67(8), 1214-1220.
https://doi.org/10.1080/01635581.2015.1087042

Binnewies, M., Roberts, E. W., Kersten, K., Chan, V., Fearon, D. F., Merad, M., Coussens, L. M.,
Gabrilovich, D. 1., Ostrand-Rosenberg, S., Hedrick, C. C., Vonderheide, R. H., Pittet, M. J., Jain,
R. K., Zou, W., Howcroft, T. K., Woodhouse, E. C., Weinberg, R. A., & Krummel, M. F. (2018).
Understanding the tumor immune microenvironment for effective therapy. Nature Medicine,

24(5), 541-550. https://doi.org/10.1038/s41591-018-0014-x

Bogdan, C. (2001). Nitric oxide and the immune response. Nature Immunology, 2(10), 907-916.
https://doi.org/10.1038/ni1001-907

Bouic, P. J. D. (2001). The role of phytosterols and phytosterolins in immune modulation: A review of
the past 10 years. Current Opinion in Clinical Nutrition and Metabolic Care, 4(6), 471-475.
https://doi.org/10.1097/00075197-200111000-00001

Chai, J. W., Ismail, P.; & Ismail, N. (2008). Beta-sitosterol induces apoptosis in MCF-7 cells. Malaysian
Journal of Biochemistry and Molecular Biology, 16, 28—30.

Chan, N., Willis, A., Kornhauser, N., Ward, M. M., Lee, S. B., Nackos, E., Seo, B. R., Chuang, E., Cigler,
T., Moore, A., Donovan, D., Vallee Cobham, M., Fitzpatrick, V., Schneider, S., Wiener, A.,
Guillaume-Abraham, J., Aljom, E., Zelkowitz, R., Warren, J. D., ... Vahdat, L. (2017).

Influencing the tumor microenvironment: A phase II study of copper depletion using

68


https://doi.org/10.5772/intechopen.71923
https://doi.org/10.1093/annonc/mdz289
https://doi.org/10.1080/01635581.2015.1087042
https://doi.org/10.1038/s41591-018-0014-x
https://doi.org/10.1038/ni1001-907

tetrathiomolybdate in patients with breast cancer at high risk for recurrence and in preclinical
models  of  lung  metastases.  Clinical ~ Cancer  Research, — 23(3),  666—676.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-16-1326

Chan-Pérez, |. 1., Canul-Ku, H. L., Rodriguez-Vivas, R. I., & Torres-Acosta, ]. F. J. (2017). Susceptibility
of ten Haemonchus contortus isolates from different geographical origins towards acetone:water

extracts of polyphenol-rich plants. Part 2: infective 1.3 larvae. [eterinary Parasitology, 240, 11-16.

Chang, Y., Hawkins, B. A., Du, J. J., Groundwater, P. W., Hibbs, D. E., & Lai, F. (2022). A guide to in
silico drug design. Pharmacentics, 15(1), 49. https://doi.org/10.3390 /pharmaceutics15010049

Chen, S., Yong, T., Zhang, Y., Su, J., Jiao, C., & Xie, Y. (2017). Anti-tumor and anti-angiogenic

ergosterols from Ganoderma lucidum. Frontiers in Chemistry, 5, 85.

Comsa, S., Cimpean, A. M., & Raica, M. (2015). The story of MCF-7 breast cancer cell line. Journal of
BUON, 20(1), 13-18.

Cordero del Campillo, M., & Rojo-Vazquez, F. A. (2000). Parasitologia veterinaria. McGraw-Hill

Interamericana de Espafia.

Coussens, L. M., & Werb, Z. (2002). Inflaimmation and cancer. Nature, 420(6917), 860-867.
https://doi.org/10.1038 /nature01322

Cruz-Arévalo, J., Sanchez, ]. E., Gonzalez-Cortazar, M., Zamilpa, A., Andrade-Gallegos, R. H.,
Mendoza-de-Gives, P., & Aguilar-Marcelino, L. (2020). Chemical composition of an
anthelmintic fraction of Pleurotus eryngii against eggs and infective larvae (L3) of Haemonchus

contortus. BioMed Research International, 2020.

Dai, X., Cheng, H., Bai, Z., & Li, J. (2017). Breast cancer cell line classification and its relevance with

breast tumor subtyping. Journal of Cancer, §(16), 3131-3141. https://doi.org/10.7150/jca.18457

Davis, E. L., Meyers, D. M., Dullum, C. J., & Feitelson, J. S. (1997). Nematicidal activity of fatty acid

esters on soybean cyst and root-knot nematodes. Journal of Nematology, 29(4S), 677.

de Vaca, R. P. C., Cardenas-Cardenas, E., Mondragén-Teran, P., & Solis, A. A. E. V. (2018). Biologia
molecular del cancer y las nuevas herramientas en oncologia. Revista de Especialidades Médico-

Quirdirgicas, 22(4), 171-181.

69


https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-16-1326
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics15010049
https://doi.org/10.1038/nature01322
https://doi.org/10.7150/jca.18457

del Carmen Flores-Vallejo, R., Folch-Mallol, J. L., Sharma, A., Cardoso-Taketa, A., Alvarez-Berber, L.,
& Villarreal, M. L. (2020). I'TS2 ribotyping, 7z vitro anti-inflammatory screening, and metabolic

profiling of fungal endophytes from the Mexican species Crescentia alata Kunth. South African
Journal of Botany, 134, 213-224.

Desbois, A. P., & Smith, V. J. (2010). Antibacterial free fatty acids: Activities, mechanisms of action and
biotechnological —potential. _Applied  Microbiology — and  Biotechnology, §5(6), 1629-1642.
https://doi.org/10.1007 /s00253-009-2355-3

Demeler, J., Kittler, U., El-Abdellati, A., Stafford, K., Rydzik, A., Varady, M., & von Samson-
Himmelstjerna, G. (2010). Standardization of the larval migration inhibition test for the

detection of resistance to ivermectin in gastrointestinal nematodes of ruminants. [ezerinary

Parasitology, 174, 58—64.

Dinarello, C. A. (2011). A clinical perspective of 1L-18. Nature Reviews Immunology, 11(9), 633—642.
https://doi.org/10.1038 /nri3064

Ekins, S., Mestres, ]., & Testa, B. (2007). In silico pharmacology for drug discovery: Methods for virtual
ligand screening and profiling.  British  Journal  of  Pharmacology, 152(1), 9-20.
https://doi.org/10.1038/si.bjp.0707305

Elbein, A. D., Pan, Y. T., Pastuszak, I, & Carroll, D. (2003). New insights on trehalose: A
multifunctional molecule. Glycobiology, 13(4), 17R-27R.
https://doi.org/10.1093 /glycob/cwg047

Evans, L. M., Cowey, S. L., Siegal, G. P., & Hardy, R. W. (2009). Stearate preferentially induces apoptosis
in  human  breast cancer cells.  Nutrition — and — Cancer,  61(5),  746-753.

https://doi.org/10.1080/01635580902825597

Farahani, A., Farahani, A., Kashfi, K., & Ghasemi, A. (2025). Inducible nitric oxide synthase (iNOS):
More than an inducible enzyme? Rethinking the classification of NOS isoforms. Pharmacological

research, 216, 107781. https://doi.org/10.1016/1.phrs.2025.107781

Fedele, G., Castiglioni, S., Trapani, V., Zafferri, 1., Bartolini, M., Casati, S. M., Ciuffreda, P., Wolf, F. L.,
& Maier, J. A. (2024). Impact of inducible nitric oxide synthase activation on endothelial

behavior under magnesium deficiency. Nutrients, 16(10), 1406.
https://doi.org/10.3390/nul 6101406

70


https://doi.org/10.1038/nri3064
https://doi.org/10.1038/sj.bjp.0707305
https://doi.org/10.1093/glycob/cwg047
https://doi.org/10.1080/01635580902825597
https://doi.org/10.1016/j.phrs.2025.107781
https://doi.org/10.3390/nu16101406

Ferreira, L. G., Dos Santos, R. N., Oliva, G., & Andricopulo, A. D. (2015). Molecular docking and
structure-based drug design strategies. Molecules, 20(7), 13384-13421.
https://doi.org/10.3390 /molecules200713384

Flay, K. J., Hill, F. I., & Muguiro, D. H. (2022). A Review: Haemonchus contortus infection in pasture-based
sheep production systems, with a focus on the pathogenesis of anaemia and changes in

haematological parameters. Animals, 12(10), 1238.

Forstermann, U., & Sessa, W. C. (2012). Nitric oxide synthases: Regulation and function. Ewuropean Heart
Journal, 33(7), 829-837.

Fotakis, G., & Timbrell, ]. A. (20006). Iz vitro cytotoxicity assays: Comparison of LDH, neutral red, MTT
and protein assay in hepatoma cell lines. Toxiology Letters, 160(2), 171-177.
https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2005.07.001

Corso, G., D'Apolito, O., Garofalo, D., Paglia, G., & Dello Russo, A. (2011). Profiling of acylcarnitines
and sterols from dried blood or plasma spot by atmospheric pressure thermal desorption

chemical ionization tandem mass spectrometry. Biochinzica et Biophysica Acta, 1811(11), 667-679.
https://doi.org/10.1016/j.bbalip.2011.05.009

Galli, S. J., Grimbaldeston, M., & Tsai, M. (2008). Immunomodulatory mast cells: Negative, as well as
positive,  regulators of immunity.  Nature  Reviews — Immunology, — 8(6), 478—4806.

https://doi.org/10.1038/n1i2327

Galluzzi, L., Vitale, 1., Aaronson, S. A., Abrams, J. M., Adam, D., Agostinis, P., Alnemri, E. S., Altucci,
L., Amelio, 1., Andrews, D. W., Annicchiarico-Petruzzelli, M., Antonov, A. V., Arama, E.,
Bachrecke, E. H., Barlev, N. A, Bazan, N. G., Bernassola, F., Bertrand, M. J. M., Bianchi, K,
Kroemer, G. (2018). Molecular mechanisms of cell death: Recommendations of the
Nomenclature Committee on Cell Death 2018. Ce// Death & Differentiation, 25(3), 486—541.
https://doi.org/10.1038/s41418-017-0012-4

Garcin, E., Arvai, A., Rosenfeld, R., Kroeger, M., Crane, B., Andersson, G., Andrews, G., Hamley, P.,
Mallinder, P., Nicholls, D., St-Gallay, S., Tinker, A., Gensmantel, N., Mete, A., Cheshire, D.,
Connolly, S., Stuehr, D., Aberg, A., Wallace, A., Tainer, ]. & Getzoff, E. (2008). Anchored

plasticity opens doors for selective inhibitor design in nitric oxide synthase. Nature Chenrical

Biology, 4, 700-707. https://doi.org/10.1038 /nchembio.115

71


https://doi.org/10.3390/molecules200713384
https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2005.07.001
https://doi.org/10.1016/j.bbalip.2011.05.009
https://doi.org/10.1038/nri2327
https://doi.org/10.1038/s41418-017-0012-4
https://www.nature.com/articles/nchembio.115#auth-Anders-_berg-Aff2-Aff5
https://doi.org/10.1038/nchembio.115

Gasmi Benahmed, A., Gasmi, A., Arshad, M., Shanaida, M., Lysiuk, R., Peana, M., Pshyk-Titko, I.,
Adamiv, S., Shanaida, Y., & Bjerklund, G. (2020). Health benefits of xylitol. Applied Microbiology
and Biotechnology.

Gesto, B. R. (2019). Analisis metabolémico y molecular de poblaciones naturales de la planta mexicana
Galphimia glanca Cav. (Malpighiaceae) (Tesis de doctorado). Universidad Auténoma del Estado de

Morelos.

Gonzalez-Costa, M., & Gonzalez, A. A. P. (2019). La inflamacién desde una perspectiva inmunoldgica:

desafio a la medicina en el siglo XXI. Revista Habanera de Ciencias Médicas, 18(1), 30—44.

Gonzalez-Cortazar, M., Sanchez, . E., Huicochea-Medina, M., Hernandez-Velazquez, V. M., Mendoza-
de-Gives, P., Zamilpa, A., & Aguilar-Marcelino, L. (2021). In vitro and zn vivo nematicide effect of
extract fractions of Pleurotus djamor against Haemonchus contortus. Journal of Medicinal Food, 24(3),

310-318.

Gonzilez Gardufio, R., Cordova Pérez, C., Torres Hernindez, G., Mendoza de Gives, P., & Arece
Garcia, J. (2011). Prevalencia de parasitos gastrointestinales en ovinos sacrificados en un rastro

de Tabasco, México. VVeterinaria México, 42(2), 125-135.

Greten, F. R., & Grivennikov, S. I. (2019). Inflammation and cancer: Triggers, mechanisms, and

consequences. Immunity, 51(1), 27—41. https://doi.org/10.1016/1.immuni.2019.06.025

Han, S., Jeong, S., Nam, Y., Yang, K., Lim, H., & Chung, J. (2005). Xylitol inhibits inflammatory cytokine
expression induced by lipopolysaccharide from Porphyromonas gingivalis. Clinical and 1 accine

Immunology, 12(11), 1285-1291. https://doi.org/10.1128/CDII.12.11.1285-1291.2005

Hanahan, D., & Weinberg, R. A. (2011). Hallmarks of cancer: The next generation. Cel, 144(5), 646—
674. https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.02.013

Hanahan, D. (2022). Hallmarks of cancer: New dimensions. Cancer Discovery, 12(1), 31-406.
https://doi.org/10.1158/2159-8290.CD-21-1059

Holliday, D. L., & Speirs, V. (2011). Choosing the right cell line for breast cancer research. Breast Cancer
Research, 13(4), 215. https://doi.org/10.1186/bcr2889

72


https://doi.org/10.1016/j.immuni.2019.06.025
https://doi.org/10.1128/CDLI.12.11.1285-1291.2005
https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.02.013
https://doi.org/10.1158/2159-8290.CD-21-1059
https://doi.org/10.1186/bcr2889

Hong, Y. J., Jang, A., Jang, H. J., & Yang, K. S. (2012). Inhibition of nitric oxide production, iNOS and
COX-2 expression of ergosterol derivatives from Phellinus pini. Natural Product Sciences, 18(3),
147-152.

Hosein, A. N., Brekken, R. A., & Maitra, A. (2020). Pancreatic cancer stroma: An update on therapeutic
targeting  strategies. Nature Reviews — Gastroenterology & Hepatology, 17(8), 487-505.
https://doi.org/10.1038/s41575-020-0300-1

Huang, Q., Huang, C., Zhao, Y., Wang, B., Ren, J., Li, N., & Li, J. (2013). LPS-stimulated RAW264.7
macrophage CAT-2-mediated L-arginine uptake and nitric oxide biosynthesis is inhibited by
omega fatty acid lipid emulsion. The Journal of Surgical Research, 179(1), e211—e217.
https://doi.org/10.1016/].jss.2012.02.026

Huang, Z., Li, A., Huang, R., Shi, M., Yang, R., Wang, W., Huang, Z., Liu, Y., & Wu, J. (2025). Effect

of xylitol on low-density lipoprotein-stimulated oxidative stress in THP-1 cells. Molecular Medicine

Reports, 32(1), 190. https://doi.org/10.3892/mmr.2025.13555

Hwangbo, H., Ji, S. Y., Kim, M. Y., Kim, S. Y., Lee, H., Kim, G. Y., Kim, S., Cheong, J., & Choi, Y. H.
(2021). Anti-inflammatory effect of auranofin on palmitic acid and LPS-induced inflammatory
response by modulating TLR4- and NOX4-mediated NF-»B signaling pathway in RAW264.7
macrophages. International — Journal of  Molecular Sciences, 22(11), 5920.
https://doi.org/10.3390/ijms22115920

Instituto Nacional de Cancerologia. (s.f.). Estadisticas del cancer en Meéxico. Gobierno de México.

https://www.incan.salud.gob.mx/p/info/estadisticas/cancer-mexico

Jorda, T., & Puig, S. (2020). Regulation of ergosterol biosynthesis in Saccharomyces cerevisiae. Genes, 11(7),
795.

Kang, J. H., Kim, J. H,, Gim, J. A., & Lee, M. Y. (2025). iNOS in macrophage polarization:
Pharmacological and regulatory insights. International Journal of Molecular Sciences, 26(24), 12056.
https://doi.org/10.3390/ijms262412056

Kawai, T., & Akira, S. (2010). The role of pattern-recognition receptors in innate immunity: Update on

Toll-like receptors. Nature Immunology, 11(5), 373-384. https://doi.org/10.1038/ni.1863

73


https://doi.org/10.1038/s41575-020-0300-1
https://doi.org/10.1016/j.jss.2012.02.026
https://doi.org/10.3892/mmr.2025.13555
https://doi.org/10.3390/ijms22115920
https://www.incan.salud.gob.mx/p/info/estadisticas/cancer-mexico
https://doi.org/10.3390/ijms262412056
https://doi.org/10.1038/ni.1863

Kim, M. E., & Lee, J. S. (2025). Advances in the regulation of inflaimmatory mediators in nitric oxide
synthase: Implications for disease modulation and therapeutic approaches. International Journal of

Molecular Sciences, 26(3), 1204. https://doi.org/10.3390/1jms26031204

Kitchen, D. B., Decornez, H., Furr, J. R., & Bajorath, J. (2004). Docking and scoring in virtual screening
tor drug discovery. Nature Reviews Drug Discovery, 3(11), 935-949.

Leén-Pedroza, J. I., Gonzalez-Tapia, L. A., del Olmo-Gil, E., Castellanos-Rodriguez, D., Escobedo, G.,
& Gonzilez-Chavez, A. (2015). Inflamacion sistémica de grado bajo y su relaciéon con el
desarrollo de enfermedades metabdlicas: De la evidencia molecular a la aplicacion clinica. Cirugia

y Cirnjanos, 83(6), 543—551. https://doi.org/10.1016/].circir.2015.05.004

Li, X., Wu, Q., Xie, Y., Ding, Y., Du, W. W., Sdiri, M., & Yang, B. B. (2015). Ergosterol purified from
medicinal mushroom Amaunroderma rude inhibits cancer growth 7z vitro and in vivo by up-regulating

multiple tumor suppressors. Oncotarget, 6(19), 17832.
Lichtenstein, A. H. (2013). Fats and oils. En Encyclopedia of human nutrition (pp. 201-208). Elsevier.

Lionta, E., Spyrou, G., Vassilatis, D. K., & Cournia, Z. (2014). Structure-based virtual screening for drug

discovery: principles, applications and recent advances. Current topics in medicinal chemistry, 14(16),

1923-1938. https://doi.org/10.2174/1568026614666140929124445

Liu, M., Kipanga, P., Mai, A. H., Dhondyt, I., Braeckman, B. P., De Borggraeve, W., & Luyten, W. (2018).
Bioassay-guided isolation of three anthelmintic compounds from Warburgia ngandensis Sprague

subspecies ugandensis, and the mechanism of action of polygodial. International journal for

parasitology, 48(11), 833-844.

Liu, T., Zhang, L., Joo, D., & Sun, S. C. (2017). NF-xB signaling in inflammation. Signa/ Transduction and
Targeted Therapy, 2, 17023. https://doi.org/10.1038/sigtrans.2017.23

Loizou, S., Lekakis, 1., Chrousos, G. P., & Moutsatsou, P. (2010). Beta-sitosterol exhibits anti-
inflammatory activity in human aortic endothelial cells. Molecular nutrition & food research, 54(4),

551-558.

Lépez-Rodriguez, G., Zaragoza-Bastida, A., Olmedo-Juarez, A., Rosenfeld-Miranda, C., & Rivero-
Pérez, N. (2023). Nematodos gastrointestinales en ovinos y su resistencia antihelmintica: Un

tema en discusién en México. Journal of the Selva Andina Animal Science, 10(2), 116—129.

74


https://doi.org/10.3390/ijms26031204
https://doi.org/10.1016/j.circir.2015.05.004
https://doi.org/10.2174/1568026614666140929124445
https://doi.org/10.1038/sigtrans.2017.23

Maccallini, C., Budriesi, R., De Filippis, B., & Amoroso, R. (2024). Advancements in the research of
new modulators of nitric oxide synthases activity. International Journal of Molecular Sciences, 25(15),

8486. https://doi.org/10.3390/ijms25158486

Malumbres, M., & Barbacid, M. (2009). Cell cycle, CDKs and cancer: A changing paradigm. Nature
Reviews Cancer, 9(3), 153—166. https://doi.org/10.1038/nrc2602

Marquez-Lara, D. (2003). Resistencia a los antihelminticos: Origen, desarrollo y control. Ciencia y

Tecnologia Agropecuaria, 4(1), 55-71.

McGuigan, A., Kelly, P., Turkington, R. C., Jones, C., Coleman, H. G., & McCain, R. S. (2018).
Pancreatic cancer: A review of clinical diagnosis, epidemiology, treatment and outcomes. World

Journal of Gastroenterology, 24(43), 4846—4861. https://doi.org/10.3748 /wig.v24.143.4846

Meco Lépez, J. F., Pascual Fuster, V., Sola Alberich, R. (20106). La utilizacién de los esteroles vegetales
en la practica clinica: De la quimica a la clinica. Clinica e Investigacion en Arteriosclerosis, 28(6), 283—

294.

Medzhitov, R. (2008). Origin and physiological roles of inflaimmation. Nazure, 454(7203), 428—435.
https://doi.org/10.1038 /nature07201

Meng, X. Y., Zhang, H. X., Mezei, M., & Cui, M. (2011). Molecular docking: A powerful approach for
structure-based drug discovery.  Current  Computer-Aided  Drug  Design, 7(2), 146-157.
https://doi.org/10.2174/157340911795677602

Mizrahi, J. D., Surana, R., Valle, . W., & Shroff, R. T. (2020). Pancreatic cancer. The Lancet, 395(10242),
2008-2020. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(20)30974-0

Murillo, R., Diaz, S., Perry, F., Poveda, C., Pifieros, M., Sanchez, O., Buitrago, L., Gamboa, O., Lozano,
T., Yu, H.,, Wang, C. Y., Duggan, C., Thomas, D. B., & Anderson, B. (20106). Increased breast
cancer screening and downstaging in Colombian women: A randomized trial of opportunistic
breast screening. International Journal of Cancer, 138(3), 705-713.
https://doi.org/10.1002/1jc.29801

Murray, P. J., & Wynn, T. A. (2011). Protective and pathogenic functions of macrophage subsets. Nazure
Reviews Immunology, 11(11), 723—737. https://doi.org/10.1038 /nri3073

75


https://doi.org/10.3390/ijms25158486
https://doi.org/10.1038/nrc2602
https://doi.org/10.3748/wjg.v24.i43.4846
https://doi.org/10.1038/nature07201
https://doi.org/10.2174/157340911795677602
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(20)30974-0
https://doi.org/10.1002/ijc.29801
https://doi.org/10.1038/nri3073

Nathan, C. (2002). Points of control in inflammation. Nature, 420(6917), 846-852.
https://doi.org/10.1038 /nature01320

Nathan, C., & Cunningham-Bussel, A. (2013). Beyond oxidative stress: An immunologist’s guide to
reactive oxygen species. Nature Reviews Immunology, 13(5), 349-3061.
https://doi.org/10.1038/nri3423

Nelson, D. L., & Cox, M. M. (2017). Lebninger principles of biochemistry (Tth ed.). W. H. Freeman.

Ntalli, N. G., Menkissoglu-Spiroudi, U., & Giannakou, I. (2010). Nematicidal activity of powder and
extracts of Melia azedarach truits against Meloidogyne incognita. Annals of Applied Biology, 156(2), 309-
317.

Olazaran-Jenkins, S., Lopez-Arellano, M.E., Bartolo-Lopez, L., de Gives, P., Olmedo-Juarez, A., & Vega-
Murillo, V., E. (2019). Evaluacién de la resistencia antihelmintica de nematodos
gastrointestinales a bencimidazol en ovinos en el estado de Puebla. En Investigaciones cientificas y

agrotecnolggicas para la seguridad alimentaria (p. 343).

Otto, T., & Sicinski, P. (2017). Cell cycle proteins as promising targets in cancer therapy. Nature Reviews
Cancer, 17(2), 93—115. https://doi.org/10.1038/nrc.2016.138

Pacher, P., Beckman, J. S., & Liaudet, L. (2007). Nitric oxide and peroxynitrite in health and disease.
Physiological Reviews, 87(1), 315—-424. https://doi.org/10.1152/physrev.00029.2006

Padhi, S., Sharma, S., Sahoo, D., Montet, D., & Rai, A. K. (2022). Potential of lactic acid bacteria as
starter cultures for food fermentation and as producers of biochemicals for value addition. En

Lactic acid bacteria in food biotechnology (pp. 281-304). Elsevier.

Paez-Leon, S. Y., Carrillo-Morales, M., Gémez-Rodriguez, O., Lopez-Guillén, G., Castafieda-Ramirez,
G. S., Hernandez-Nufez, E., & Aguilar-Marcelino, L. (2022). Nematicidal activity of leaf extract

of Moringa oleifera against Haemonchus contortus and Nacobbus aberrans. Journal of Helminthology.

Pagadala, N. S., Syed, K., & Tuszynski, J. (2017). Software for molecular docking: A review. Biophysical
Reviews, 9(2), 91-102. https://doi.org/10.1007/s12551-016-0247-1

Palmero-Picazo, J., Lassard-Rosenthal, J., Juarez-Aguilar, L. A., & Medina-Nufez, C. A. (2021). Cancer
de mama: Una visién general. Acta Médica Grupo Angeles, 19(3), 354—360.

76


https://doi.org/10.1038/nature01320
https://doi.org/10.1038/nri3423
https://doi.org/10.1038/nrc.2016.138
https://doi.org/10.1152/physrev.00029.2006
https://doi.org/10.1007/s12551-016-0247-1

Panda, S. K., Das, R., Mai, A. H., De Borggraeve, W. M., & Luyten, W. (2020). Nematicidal activity of

Holigarna canstica (Dennst.) oken fruit is due to linoleic acid. Biomolecules, 10(7), 1043.

Pavlova, N. N., & Thompson, C. B. (2016). The emerging hallmarks of cancer metabolism. Ce//
Metabolism, 23(1), 27—47. https://doi.org/10.1016/j.cmet.2015.12.006

Pineda-Alegria, J. A., Sanchez-Vazquez, J. E., Gonzalez-Cortazar, M., Zamilpa, A., Lopez-Arellano, M.
E., Cuevas-Padilla, E. J., & Aguilar-Marcelino, L. (2017). The edible mushroom Pleurotus djamor
produces metabolites with lethal activity against the parasitic nematode Haemonchus contortus.

Journal of Medicinal Food, 20(12), 1184-1192.

Pineda-Alegria, J. A., Sanchez, J. E., Gonzalez-Cortazar, M., Von Son-De Fernex, E., Gonzalez-
Gardufio, R., Mendoza-de Gives, P., & Aguilar-Marcelino, L. (2020). I vitro nematocidal activity
of commercial fatty acids and B-sitosterol against Haemonchus contortus. Journal of Helminthology, 94,

el35.

Pitsikas, N. (2024). Nitric Oxide (NO) Synthase Inhibitors: Potential Candidates for the Treatment of
Anxiety Disorders?. Molecules, 29(6), 1411. https://doi.org/10.3390 /molecules29061411

Pober, J. S., & Sessa, W. C. (2007). Evolving functions of endothelial cells in inflammation. Nature Reviews
Immunology, 7(10), 803—-815. https://doi.org/10.1038/nri2171

Quail, D. F., & Joyce, J. A. (2013). Microenvironmental regulation of tumor progression. Nature Medjcine,
19(11), 1423-1437. https://doi.org/10.1038 /nm.3394

Rangsinth, P., Sharika, R., Pattarachotanant, N., Duangjan, C., Wongwan, C., Sillapachaiyaporn, C.,
Nilkhet, S., Wongsirojkul, N., Prasansuklab, A., Tencomnao, T., Leung, G. P. H,, &
Chuchawankul, S. (2023). Possible beneficial effects and pharmacological properties of
ergosterol, a bioactive compound in edible mushrooms. Foods, 12(13), 2529.

https://doi.org/10.3390/foods12132529

Ricciotti, E., & FitzGerald, G. A. (2011). Prostaglandins and inflammation. Arzeriosclerosis, Thromtbosts, and
Vascular Biology, 31(5), 986—1000. https://doi.org/10.1161/ATVBAHA.110.207449

Rice, T., Zannini, E., Arendt, E. K., & Coffey, A. (2019). A review of polyols: Biotechnological
production, food applications, regulation, labeling and health effects. Critical Reviews in Food Science

and Nutrition, 1-18. https://doi.org/10.1080/10408398.2019.1625859

77


https://doi.org/10.1016/j.cmet.2015.12.006
https://doi.org/10.3390/molecules29061411
https://doi.org/10.1038/nri2171
https://doi.org/10.1038/nm.3394
https://doi.org/10.3390/foods12132529
https://doi.org/10.1161/ATVBAHA.110.207449
https://doi.org/10.1080/10408398.2019.1625859

Richards, A. B., Krakowka, S., Dexter, L. B., Schmid, H., Wolterbeek, A. P. M., Waalkens-Berendsen,
D. H., Shigoyuki, A., & Kurimoto, M. (2002). Trehalose: A review of properties, history of use

and human tolerance, and results of multiple safety studies. Food and Chemical Toxicology, 40(7),

871-898. https://doi.org/10.1016/S0278-6915(02)00011-X

Ricklin, D., Hajishengallis, G., Yang, K., & Lambris, J. D. (2016). Complement: A key system for
immune  surveillance and  homeostasis.  Nature  Immunology,  17(6),  729-737.

https://doi.org/10.1038/ni.3455

Riss, T. L., Moravec, R. A, Niles, A. L., Duellman, S., Benink, H. A., Worzella, T. J., & Minor, L. (2016).

Cell viability assays. Assay guidance mannal [Internet].

Rodrigues-Soares, F., Verissimo, M. T., & Santos, R. (2023). Mechanisms of inflammation and
resolution  pathways.  International  Journal — of  Molecular — Sciences,  24(8),  7123.
https://doi.org/10.3390/1jms24087123

Roy, K. (2015). Other related techniques. En Understanding the basics of QSAR for applications in

pharmacentical sciences and risk assessment (pp. 357—425). Elsevier.

Rufener, L., Kaminsky, R., & Miser, P. (2009). I vitro selection of Haemonchus contortus for benzimidazole
resistance reveals a mutation at amino acid 198 of beta-tubulin. Molecular and Biochemical

Parasitology, 168(1), 120-122. https://doi.org/10.1016/].molbiopara.2009.07.002

Ryszkiewicz, P., Schlicker, E., & Malinowska, B. (2025). Is Inducible Nitric Oxide Synthase (INOS)
Promising as a New Target Against Pulmonary Hypertension? _Awtioxidants,14(4), 377.
https://doi.org/10.3390 /antiox14040377

Salli, K., Lehtinen, M. J., Tithonen, K., & Ouwehand, A. C. (2019). Xylitol’s health benefits beyond
dental health: A comprehensive review. Nutrients, 11(8), 1813.
https://doi.org/10.3390/nul1081813

Sanches-Politi, F. A., Bueno, R. V., Zeoly, L. A., Fantatto, R. R., de Oliveira Eloy, J., Chorilli, M., ... &
Furlan, M. (2021). Anthelmintic activity of a nanoformulation based on thiophenes identified in

Tagetes patula against Haemonchus contortus. Acta Tropica, 219, 105920.

Segnan, N., Minozzi, S., Armaroli, P., Cinquini, M., Bellisario, C., & Gonzalez-Lorenzo, M. (2016).

Epidemiologic evidence of slow growing, nonprogressive or regressive breast cancer: A

78


https://doi.org/10.1038/ni.3455
https://doi.org/10.3390/ijms24087123
https://doi.org/10.1016/j.molbiopara.2009.07.002
https://doi.org/10.3390/antiox14040377
https://doi.org/10.3390/nu11081813

systematic review. International Journal of Cancer, 139(3), 554-573.
https://doi.org/10.1002/1jc.30074

Senderovic, A., & Galijasevic, S. (2024). The role of inducible nitric oxide synthase in assessing the

functional level of coronary artery lesions in chronic coronary syndrome. Cardiology Research,

15(5), 330-339.

Sergi, D., Zauli, E., Casciano, F., Secchiero, P., Zauli, G., Fields, M., & Melloni, E. (2022). Palmitic acid
induced a long-lasting lipotoxic insult in human retinal pigment epithelial cells, partially

counteracted by TRAIL. Antioxidants, 11(12), 2340. https://doi.org/10.3390/antiox11122340

Shen, M., Yuan, L., Zhang, J., Wang, X., Zhang, M., Li, H., Jing, Y., Zeng, F., & Xie, J. (2024).
Phytosterols: Physiological functions and potential application. Foods, 73(11), 1754.
https://doi.org/10.3390/foods13111754

Sherr, C. J., & McCormick, F. (2002). The RB and p53 pathways in cancer. Cancer Cell, 2(2), 103-112.
https://doi.org/10.1016/S1535-6108(02)00102-2

Shi, K., Peng, X., Xu, T., Lin, Z., Sun, M., Li, Y., Xian, Q., Xiao, T., Chen, S., Xie, Y., Zhang, R., Zeng,
J., & Xu, B. (2025). Precise electromagnetic modulation of the cell cycle and its applications in
cancer  therapy.  International  Journal — of  Molecular — Sciences,  26(9),  4445.
https://doi.org/10.3390/ijms26094445

Shokrani, H., Shayan, P., Eslami, A., & Nabavi, R. (2012). Benzimidazole resistance in Haemonchus
contortus: PCR-RFLP method for detection of mutation at codon 167 of B-tubulin gene. Iranian

Journal of Parasitology, 7(4), 41—48.

Siegel, R. L., Miller, K. D., Wagle, N. S., & Jemal, A. (2024). Cancer statistics, 2024. CA: A Cancer Journal
Sfor Clinicians, 74(1), 17—48. https://doi.org/10.3322/caac.21820

Sousa, S. F., Fernandes, P. A., & Ramos, M. J. (20006). Protein-ligand docking: Current status and future
challenges. Proteins, 65(1), 15-26. https://doi.org/10.1002/prot.21082

Sparano, J. A., Gray, R. J., Ravdin, P. M., Makower, D. F., Pritchard, K. L., Albain, K. S, ... & Sledge Jr,
G. W. (2019). Clinical and genomic risk to guide the use of adjuvant therapy for breast cancer.
New England journal of medicine, 380(25), 2395-2405.

79


https://doi.org/10.1002/ijc.30074
https://doi.org/10.3390/antiox11122340
https://doi.org/10.3390/foods13111754
https://doi.org/10.1016/S1535-6108(02)00102-2
https://doi.org/10.3390/ijms26094445
https://doi.org/10.3322/caac.21820
https://doi.org/10.1002/prot.21082

Suarez, V. (2001). Helminthics control on grazing ruminants and environmental risks in South America.

Veterinary Research, 65, 563-573.

Suffness, M., & Pezzuto, J. M. (1990). Assays related to cancer drug discovery. En K. Hostettmann
(Ed.), Methods in plant biochemistry (Vol. 6, pp. 71-133). Academic Press.

Sung, H., Ferlay, J., Siegel, R. L., Laversanne, M., Soetjomataram, 1., Jemal, A., & Bray, F. (2021). Global
cancer statistics  2020. CA: A Cancer  Journal  for  Chlinicians, 71, 209-249.
https://doi.org/10.3322/caac.21660

To, N. B, Nguyen, Y. T. K., Moon, J. Y., Ediriweera, M. K., & Cho, S. K. (2020). Pentadecanoic acid
suppresses the stemness of breast cancer stem-like cells through JAK2/STAT3 signaling.
Nutrients, 12(6), 1663. https://doi.org/10.3390/nul2061663

Tomonobu, N., Komalasari, N. L. G. Y., Sumardika, I. W., Jiang, F., Chen, Y., Yamamoto, K. 1.,
Kinoshita, R., Murata, H., Inoue, Y., & Sakaguchi, M. (2020). Xylitol acts as an anticancer

monosaccharide to induce selective cancer death via regulation of the glutathione level. Chemwzico-

biological interactions, 324, 109085. https://doi.org/10.1016/1.cbi.2020.109085

Torres-Acosta, J. F. J., Arellano, M. E. L., Aguilar, J. A. R., Orantes, M. S. N., Diaz, M. A. A., Miranda,
B.J. O., & Magana, J. J. V. (2015). Diagnoéstico de resistencia a los antiparasitarios en rumiantes.
En R. I. Rodriguez-Vivas (Ed.), Técnicas para el diagndstico de parisitos con importancia en salud priblica

y veterinaria (pp. 355—403).

Torres-Vasquez, P., Prada-Sanmiguel, G. A., & Marquez-Lara, D. (2007). Resistencia antihelmintica en

los nematodos gastrointestinales del bovino. Revista de Medicina 1 eterinaria, 13, 59-76.

Trinick, T. R. (2013). Hyperlipidemia: Overview. En Encyclopedia of human nutrition (pp. 442—452).

Elsevier.

Urso, C. J., & Zhou, H. (2021). Palmitic acid lipotoxicity in microglia cells is ameliorated by unsaturated
fatty acids. International — Journal — of  Molecular — Sciences, 22(16), 9093.
https://doi.org/10.3390/ijms22169093

Vichai, V., & Kirtikara, K. (20006). Sulforhodamine B colorimetric assay for cytotoxicity screening. Nazure
Protocols, 1,1112—1116. https://doi.org/10.1038 /nprot.2006.179

80


https://doi.org/10.3322/caac.21660
https://doi.org/10.3390/nu12061663
https://doi.org/10.1016/j.cbi.2020.109085
https://doi.org/10.3390/ijms22169093
https://doi.org/10.1038/nprot.2006.179

Vogelstein, B., Papadopoulos, N., Velculescu, V. E., Zhou, S., Diaz, L. A., & Kinzler, K. W. (2013).
Cancer genome landscapes. Sczence, 339(6127), 1546-1558.
https://doi.org/10.1126/science.1235122

Weete, J. D., Abril, M., & Blackwell, M. (2010). Phylogenetic distribution of fungal sterols. PLoS ONE,
5(5), €10899.

Woyengo, T. A., Ramprasath, V. R., & Jones, P. J. H. (2009). Anticancer effects of phytosterols. Exrgpean
Journal of Clinical Nutrition, 63(7), 813—820. https://doi.org/10.1038/ejcn.2009.29

Wu, D., Liu, J., Pang, X., Wang, S., Zhao, ]J., Zhang, X., & Feng, .. (2014). Palmitic acid exerts pro-
inflammatory effects on vascular smooth muscle cells. International Journal of Molecular Medicine,

34(6), 1706—-1712. https://doi.org/10.3892/ijmm.2014.1942

Yin, T., Wang, Y., Liu, L., Tian, H., & Wang, X. (2020). Role of KRAS mutation in pancreatic cancer
progression  and  therapy.  Camcer  Biology & Medicine, 17(2),  306-321.
https://doi.org/10.20892/5.issn.2095-3941.2019.0289

Ying, H., Kimmelman, A. C., Lyssiotis, C. A., Hua, S., Chu, G. C., Fletcher-Sananikone, E., & DePinho,
R. A. (2012). Oncogenic KRAS maintains pancreatic tumors through regulation of anabolic
glucose metabolism. Ce/l, 149(3), 656—670. https://doi.org/10.1016/j.cell.2012.01.058

Yu, H., Pardoll, D., & Jove, R. (2009). STATs in cancer inflammation and immunity. Nature Reviews
Cancer, 9(11), 798-809. https://doi.org/10.1038 /nrc2734

Yu, S., Park, H., & Kim, W. (2023). Trehalose inhibits inflammatory responses through mitochondrial

reprogramming in macrophages. Antioxidants, 12(6), 1166.
https://doi.org/10.3390/antiox12061166

Yuan, L., Zhang, F., Shen, M., Jia, S., & Xie, J. (2019). Phytosterols suppress inflammatory mediators
via ERK pathway. Foods, §(11), 582. https://doi.org/10.3390/foods8110582

Zhang, W. P., Ruan, W. B, Deng, Y. Y., & Gao, Y. B. (2012). Potential antagonistic effects of nine
natural fatty acids against Meloidogyne incognita. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 60(40),
11631-11637.

81


https://doi.org/10.1126/science.1235122
https://doi.org/10.3892/ijmm.2014.1942
https://doi.org/10.20892/j.issn.2095-3941.2019.0289
https://doi.org/10.1016/j.cell.2012.01.058
https://doi.org/10.1038/nrc2734
https://doi.org/10.3390/antiox12061166
https://doi.org/10.3390/foods8110582

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Doctorado en
Clenciss Natursies

DES de Ciencias Naturales
Doctorado en Ciencias Naturales

Cuernavaca, Morelos, a 05 de mayo del 2026.

VOTOS APROBATORIOS DE TESIS

Los integrantes de la Comisién Revisora de la tesis titulada: “Evaluacién in silico e in vitro

del efecto antihelmintico, antiinflamatorio y citotéxico de acidos grasos, azlcares y esteroles”,

que presenta la C. Susan Yaracet Paez Leon, del Programa de Posgrado Doctorado en Ciencias

Naturales, bajo la direccion de la Dra. Liliana Aguilar Marcelino y la Codireccion del Dr. Alexandre

Toshirrico Cardoso Taketa, han determinado que el documento reune los requisitos académicos para

su defensa oral en el examen de grado, por lo que emiten su VOTO APROBATORIO.

Comision Revisora de tesis (firma electrénica)

DRA. LILIANA AGUILAR MARCELINO (DIRECTORA DE TESIS, INIFAP)
DR. ALEXANDRE TOSHIRRICO CARDOSO TAKETA (CEIB-UAEM)

DR. ABRAHAM MADARIAGA MAZON (UNAM)

DR. JUAN GABRIEL NAVARRETE VAZQUEZ (FF-UAEM)

DR. VICTOR MANUEL HERNANDEZ VELAZQUEZ (CEIB-UAEM)

DRA. ADRIANA MORALES MARTINEZ (CEIB-UAEM)

DR. RAMON SUAREZ RODRIGUEZ (CEIB-UAEM)

00

UAEM

eam—— AV. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209 RECTORIA

2023-2029



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA
LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

JUAN GABRIEL NAVARRETE VAZQUEZ | Fecha:2026-05-29 12:10:00 | FIRMANTE
Thgl6ko/fBodiHSXZBnHONk5pIZGgRGFHhv16rdScBIOzzuwlY5j1N510ioykX0zpernJfo7stwiJOLVONSHNzVFFYtplluaTL1ghS2C5SjVpWnKivMH/hPQYq/OBYxXLRsk53kkgESaS
Ot05WbBtnBIfWG YVO1Ai8t/W8r59letyokbQmUaRQ3zisIVuUqOl+qFAFXBSUE9Yd2EL3W51Rydihrdqi5Xe3MIhQQBJIGcrSAbF2vRtzZJjLd2u6gEPEN2bUyuzj Tv149sBJIpKMsxQ
h40fbli2U8/dUJ+IE4jCGOcVgIyRN7G6Q040fdxABTA3SqBLoqrriNtXSmKPNeeg==

RAMON SUAREZ RODRIGUEZ | Fecha:2026-05-29 14:07:15 | FIRMANTE

IIRFukB3VGKY CelBI4Bfp/T4vwR2dV6+Lg8biOkIm9bTplcixbgy99vFIj52xdw06XkvODQWWOPNO1HghmskI96MIOftY aibior/PM7IMNmM8ZKkAAope79Rg/U23A9PcSAXrL8BWFZbg
3+B0/velHXINF9D4wecK491ITiSNbU2bca9tOpcweQ/phnEulFYaRMOD3MF5UyhnYtzkbMY4htcs7ukFQ2DseMDsRsnnT1B4DEwZKpL2AZStNiPyerZJ7sTZLfuvcHd/pnQ6s/cBEQ
XDbL5A0HViHfIs0gUy1+njMjzD9pJ70365dmD8TISUGHd7Jrge 7Hz TF4bOxfwtMPQ==

ALEXANDRE TOSHIRRICO CARDOSO TAKETA | Fecha:2026-05-29 14:08:11 | FIRMANTE
kmeAkMrMeDPZmoGyl2jFon30PCCY6Yv2uadVGIWTIi3YivWLEAN1X/K8VLAG+knKiHJICo1VG3/KVHX/TEMwbLAM/WU9pYk6ylc1qOjDISBEVdzZY Gz/nxuwl6WFr2pj2+AR3BG
NWNWDjxVImMN39baa2W62T6UGulIxG2KeELfEIukKVEFWKhDfNKIBgSVEbXkU8sFFGNhoQFZQGEEEIOM2wBy2LRT4IP17FxmyYFgqVKQmtqyb8kpigc5MmDWDFwZkP+3wnL
qGuXiwGyNqUgsnsH5I9LInwGgomHwsqNtEE9XEznEtbIBjbSuBck3t1h+pgtn6OIXISUEX9K8TIu9zA==

ADRIANA MORALES MARTINEZ | Fecha:2026-06-01 11:32:06 | FIRMANTE
FSW5MhEKBQtx+UHOYLAzboGa++T47PH/WPK6EXfxKhnfIdFO4LWNg6qKIUHEbgmXVZBSXmeg3wCsAf/qW3vinRjg0eVeyP1HVMFZ Tx6p6d7WaabHSALrazCOyvXPUWCYK
OFjwajsTUWEB81az+9K/ClY8yUz2K2SS+HWTp+nblvMo5wj9+1KuNjq/JDTIuP5JdBFZJryz51/sw73Fel8bscqH7k4CP/sxb/FZmQ8bg/sIWKNNTG6m6QrDCJIr9hiEh5/KAMAKws
P1z50sy+F9FNtu/CZTbhG6ZFmOgqCWNmMAEG9PHJ71jf8ZpP+Ckrbg30YA1KQ3+SoFO9iY9E/fBw==

LILIANA AGUILAR MARCELINO | Fecha:2026-06-01 14:29:21 | FIRMANTE
cCAQBvgp/H62ZxxyWak790KBcukuT89TKZWINYfh1QlenrgEG2nr5XC/XRaNRT529zKeJ3WVvdAgbwiya/iR4pCkaeJ5NrluOMNtQMYd76FHa0U6+nLe3a7tdb6ImT1179bEwIimX
ollhrzvldd4AaPnF+rsGF4iQz02Y2zz4ZLbj09AXnRtFX0zZuJcw72bDEzRChos3cczDI85UPazCNLhX/S7KA4VolirmFSC2Qhj+5j1V+HLuAc+1uFcHVIizgWaB2nyvbEF/a2k212Prxm
WtNV1EI4VN3SSAIzBu/usRNGmdpHfulgicROeW1WmFgrBiiA/ZZPCq7qgq01ly04JKA==

ABRAHAM MADARIAGA MAZON | Fecha:2026-06-02 12:34:56 | FIRMANTE
IKStIKWMJrEkIYVnCue7bxxfGanbvKUIxGIbmO0/1fNcuWiPFazEMOnHu/q8UtumMyCU3W21zbdWN20sKDs0+OZKEdSImru+qYE+bNcQMGDdz4H3n/0DXE06by5uOmMSUE3pYp
H4CxhZ7BSxiD8b9fMntY4/EJvhrFg/zYBqOVAXZv8X3V+6snssgstq9Gmrulm9rnxezccV63+ZmBGAjxSh2MmE+GerxG7/RViSdBnJICD+MGM99HHMIDYad16Zm4GrEMSA8QO6
RATdMefza2PAz9XxM5ISclOnpbCYrFbui6G3iAXaGTLLMTO07JytTIUnbouE4JY SOT5cH76WH4CIw==

VICTOR MANUEL HERNANDEZ VELAZQUEZ | Fecha:2026-06-02 13:34:54 | FIRMANTE
DrbjCHmMyS2su01jOWspj53yy6Y9iK7ilnOrlFVIXelrk7SObJpeniSFZSKxh+/I/sPshsvG/HI2wb8tLIdYWv2Fj1xPjKzCbMHI3nMFhV2PVjuvQJPIIMBP2aTHeLmkwygKhAGDqgzLUct7
tJdvAy+bAanJBejMk7hdI2tgAiq2KavOBrq2VQz9CVvyFteaOuezAg2BvXWGtY9gdPrwlw2c2Pal BbKxAVaGm1ly2VE6MQJIXVUg1f2j1cnAbB7Z478vmYEaprq5YtOrUzRgiB2eNQ2A
/ICQNZ3LZf4WTvoMPn8zywaoD9BOafRKaj9xmbguH+na+iHiyn8jLrix2WOdEwg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

wliplOjxzs

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/lumdygmeWieVrKOVXvtOh1FCZVfrLRIY
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